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RESUMEN

En roedores como el ratéon de California la testosterona aumenta los cuidados
paternos, mientras que la castracion los disminuye. En este ratén Ila
testosterona ejerce sus efectos a través de su conversién a estradiol. En el
raton de los volcanes, la testosterona induce la exhibicion de cuidados
paternos en machos virgenes y con experiencia sexual. Sin embargo, en el
gerbo de Mongolia se ha reportado que la castraciéon incrementa los cuidados
paternos y que la testosterona los disminuye, cuando la hembra esta presente.
Asi mismo, en el hamster enano se indicé que la testosterona y el estradiol no
afectan la conducta paterna, en las mismas condiciones. En nuestro
laboratorio, se ha encontrado que en el gerbo de Mongolia la castracion
elimina los cuidados alopaternos, mientras que la administracion de
testosterona induce la exhibicién de cuidados paternos, en machos virgenes.
Con la finalidad de corroborar si la testosterona y el estradiol tienen algun
efecto en la conducta paterna del hamster enano, se realizd el presente
trabajo, utilizando el modelo de induccién en machos virgenes. Se utilizarén
40 hamsteres machos virgenes, de los cuales 30 fueron castrados
bilateralmente. De estos, 10 recibieron implantes de testosterona y 10 de
estradiol. Otros 10 fueron sometidos a castracion simulada y se les colocaron
implantes vacios. Antes de estos tratamientos se realizaron pruebas de
conducta paterna, y se registraron todas las actividades observadas. A los 5
dias siguientes de la colocacion de los implantes, se realizarén nuevamente
pruebas de conducta paterna, e inmediatamente después se extrajeron
muestras sanguineas, para cuantificar los niveles de testosterona o estradiol
en plasma, por radioinmunoensayo. La castracién, la simulacion de esta
cirugia y la castracion seguida por el reemplazo de testosterona o estradiol, no
tuvieron efecto en la conducta paterna del hamster enano. Estos resultados
muestran que la testosterona y el estradiol de origen gonadal, no participan en
la regulaciéon de la conducta paterna de este roedor, como anteriormente se
habia reportado. Sin embargo, es necesario realizar mas investigaciones para
descartar que la testosterona proveniente de otras fuentes, como la cerebral,
no esté implicada en la regulacion de esta conducta.
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INTRODUCCION

En los mamiferos los cuidados paternos no son comunes (Maier, 2001).
Sin embargo, en algunas especies el macho ayuda en la crianza y desarrollo
de sus hijos. El 5% de las especies de mamiferos, presentan cuidados
paternos (Clutton-Brook, 1991), entre estos, algunas especies de primates,

carnivoros, perisodactilos y roedores (Kleiman y Malcom, 1981).

En los roedores, la presencia de cuidados paternos esta asociada al sistema
de apareamiento y la organizacion social; por lo que; la conducta paterna es
mas comun en los roedores mondgamos que en los promiscuos (Kleiman y

Malcom, 1981).

Los cuidados paternos han sido estudiados en varias especies de roedores,
como Phodopus cambelli (hamster enano), Meriones unguiculatus (gerbo de
Mongolia), Peromyscus californicus (raton de california), Neotomodon alstoni
(ratén de los volcanes), entre otras (Hume y Wynne-Edwars, 2005; Luis et al.,

2000, 2009; Trainor y Marler 2001).

Los cuidados paternos se clasifican en directos e indirectos; en los primeros
las actividades que realiza el macho tienen un efecto inmediato en las crias.
Se consideran cuidados paternos directos el acicalamiento, abrigo, olfateo,
recuperaciéon de las crias y sociabilizacion. En los cuidados indirectos las

acciones del macho benefician a su pareja, reduciéndole el gasto energético e
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incrementandole la posibilidad de sobrevivir. Algunos cuidados indirectos son,
la construccién y mantenimiento del nido, provision de alimento y vigilancia

del nido (Tabla 1, Kleiman y Malcom, 1981; Elwood, 1983).

Tabla 1: Actividades que integran la conducta paterna en roedores (segun Elwood, 1983).

Tipo de cuidado Comportamiento Descripcion

Cuidados directos Acicalamiento El macho colabora en la limpieza de las crias
y elimina los desechos de las mismas.

Abrigo El macho reduce la perdida de calor y
protege a las crias del torpor.

Olfateo El macho reconoce a las crias por medio del
olfateo.
Recuperacion de las crias El macho recupera a las crias de vuelta al
nido.
Cuidados indirectos Construccion y mantenimiento del nido. El macho construye o asiste en Ia

construccion de las madrigueras, zonas de
anidacion 'y nidos, asi como en su
mantenimiento, ya que incrementan la
supervivencia de la progenie.

Sociabilizacién El macho asiste a las crias en la exploracién
de su ambiente fisico y social.

Provision de alimento El macho almacena alimento que es
consumido por la hembra durante la
lactancia. Asimismo, este alimento también
es consumido por las crias después del
destete.

Vigilancia del nido El macho alerta a la hembra y a las crias de
la presencia de los depredadores.
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Factores que regulan la conducta paterna

La conducta paterna depende de numerosos factores, incluyendo Ila
especie, el fotoperiodo, la temperatura, edad de las crias, actividad
locomotora, vocalizaciones ultrasdénicas, su historia reproductiva, vy
posiblemente otros estimulos externos que no han sido determinados (Brown,

1993; Storey et al.,1994).

En los roedores, el apareamiento, la cohabitaciéon con la hembra prefiada vy
la presencia de las crias constituyen estimulos que pueden inhibir el
infanticidio y facilitar la conducta paterna, independientemente de su sistema
de apareamiento, aunque éste puede funcionar como un disparador de la
inhibicion del infanticidio. En roedores y primates, el comportamiento paterno
puede depender de estimulos olfativos, como las feromonas femeninas y la
conducta agresiva de esta durante la prefiez (Brown, 1993; Gubernick y

Alberts, 1987).

En el gerbo de Mongolia la conducta paterna puede ser mantenida por
estimulos provenientes de las crias; los machos de este roedor inician el
contacto con los neonatos el dia de su nacimiento, debido a que producen
estimulos olfativos que facilitan el reconocimiento de los padres (Clark y

Galef, 2000).
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Los machos de la rata de laboratorio y los gerbos muestran la misma
cantidad de cuidados paternos tanto con sus crias como con las extrafias, una

vez que su conducta infanticida ha sido inhibida (Brown, 1986; Elwood vy

Ostermeyer, 1986).

Por otra parte, Gubernick y Laskin (1994) refieren que los machos castos del
raton de California que atacan o ignoran a las crias se vuelven paternales
después de copular con la hembra o del nacimiento de sus propias crias, pero
los mecanismos hormonales y neuronales de esta transicion aun se

desconocen.

En los machos del ratén de California se ha demostrado que la experiencia con
la primera camada, incrementa la probabilidad de mostrar conducta paterna
hacia una cria ajena. Eso sugiere que como consecuencia de la experiencia
reproductiva el macho sufre una transicion de sus respuestas conductuales

hacia las crias (Jong et al., 2009).

En otro estudio, se encontré que las sefales de la hembra prefiada estimulan
la conducta paterna en el ratéon de California y el raton de la pradera, debido a
que reciben estimulos de su pareja que influyen en su comportamiento. No
obstante, en el hamster enano en cautiverio los estimulos maternos no son
necesarios, para que los machos proporcionen cuidados a sus crias (Wynne-

Edwards, 2001).
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Bases neurales de la conducta paterna

En roedores con cuidados biparentales, como el ratén de California, se ha
estudiado la neurobiologia de la conducta materna y paterna. Se ha
establecido que el area predptica media (MPOA; ubicada en el hipotalamo
rostral), desempeia una funcion muy importante en la regulacién de la
conducta materna en la rata de laboratorio. Lesiones eléctricas o cortes en
esta area, alteran la exhibicién de la conducta materna en este roedor (Numan
y Stolzenberg, 2009; Figura 1).

Cuando, en el MPOA de ratas machos se colocan implantes de progesterona
seguida de los estrogenos, se induce la exhibicion de cuidados paternos
(Rosenblantt y Ceus, 1998). No obstante, que estos roedores no exhiben

cuidados paternos naturales.

Por otra parte, en el ratén de California lesiones en el MPOA reducen
actividades centrales de la conducta materna y paterna tales como el

acicalamiento, el abrigo y el contacto con las crias (Lee y Brown, 2007).

Los machos del ratén de California sufren una transicion de agresivos a
paternales, activandose los genes c-fos en el MPOA para el establecimiento de
la conducta paterna, por lo que se sugiere que el MPOA esta involucrada,
debido a que uno de sus nucleos se activa, en respuesta a los estimulos

emitidos por una cria ajena (Jong, et al. 2009).
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En las hembras del hamster Sirio, cortes sagitales de algunas conexiones
laterales del MPOA y las conexiones del septo lateral (LS), interrumpen la
conducta materna. Esto mismo ha sido observado en la rata de laboratorio,
cuando se ocasionan lesiones similares (Miceli y Malsbury, 1982; Korany et
al., 1988). Por lo anterior, el septo lateral también ha sido implicado en la
exhibiciéon de cuidados paternos.
En el género Microtus, compuesto por especies de ratones promiscuos y
mondgamos, cuando se compara la densidad y distribucion de receptores
arginina-vasopresina (AVP), en el septo lateral (LS), en ratones poligamos
(Microtus pennsylvanicus) y mondégamos (Microtus ochrogaster), se observa
que los machos poligamos tienen una menor densidad de AVP en el nucleo
del septo lateral, la estria terminalis y la amigdala media que los mondgamos.
Estos pequefios cambios en la densidad de AVP después del apareamiento
sugieren que la AVP puede estar implicada en la regulacion de la conducta
paterna (Young, et al., 1997). En otro estudio con Microtus ochrogaster, la
administracion de un agonista de la AVP en el LS, ocasiona una reduccion en
el tiempo que el macho de este roedor invierte en el contacto fisico con las

crias (Wang et al., 1994).
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Por otra parte, en dos especies del género Peromyscus, en las que se
compard la distribucién de las neuronas vasopresinérgicas y sus receptores,
se observd que los machos mondgamos muestran mas arginina-vasopresina
inmunoreactiva (AVP-ir) en el nucleo de la estria terminalis, que los machos de
las especies poligamas, asi como también tienen mas receptores a AVP en el
LS (Bester-Meredith et al., 1999), mientras que también se ha encontrado que
un conjunto de neuronas ubicadas en los |l6bulos temporales de la amigdala
también participan en la regulacion de la conducta paterna y materna (Paxinos
y Watson, 2004).
Lee y Brown (2007) observaron, que en machos y hembras del raton de
California, lesiones eléctricas en la amigdala, ocasionan un incremento en la
latencia de recuperacion de las crias. Asimismo, sd6lo los machos con lesiones
en esta area, mostraron una reduccion significativa en el acicalamiento de las
crias. Estos resultados sugieren que lesiones en la amigdala producen mas
alteraciones en la conducta paterna que en la materna. En el raton de
California el nucleo accumbens (NA) parece no tener ninguna funciéon en el
mantenimiento de la conducta paterna y materna. Cuando se lesiona el NA, en
machos y hembras de este roedor, ninguna de las actividades paternas difirio
significativamente entre los individuos experimentales y aquellos en los que se

simularon las lesiones.
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El bulbo olfatorio podria ser otra estructura importante en la regulacién de

la conducta paterna, aunque a la fecha no existe ningun trabajo a este
respecto. No obstante, en la hembra, lesiones en esta area eliminan la
conducta materna inducida por sensibilizacion en ratas virgenes, y hembras
lactantes de ratones suizos albinos (Gandelman, 1971). En la rata de
laboratorio, la bulbectomia ocasiona que la latencia de inicio de la conducta
materna sea mas corta en hembras virgenes y en las lactantes, comparadas

con las hembras control (Fleming y Rosenblantt, 1974; Fleming et al., 1979).

Figura 1: Ubicacion de la MPOA en la seccion frontal del cerebro

de rata (segun Paxinos y Watson, 2004).
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Bases hormonales

En los machos de los roedores con cuidados paternos ocurren cambios
hormonales que no han sido observados en machos de especies con cuidados
uniparentales. Estos cambios involucran a hormonas como la progesterona, la

oxitocina, la vasopresina, la prolactina y la testosterona (Brown, 1985).

Progesterona

Se han realizado distintas investigaciones con respecto al papel que
posiblemente juega la progesterona en la conducta paterna. En el ratén de
California las concentraciones de progesterona son significativamente mas
bajas en los machos que exhiben conducta paterna comparados con los
machos apareados, por lo cual se sugiere que esta hormona tiene un papel
inhibitorio en la regulacién de l|a conducta paterna, asi mismo, la
concentraciéon periférica de esta hormona se correlacioné negativamente con
la actividad de la aromatasa en el area predptica media, region implicada en la

regulacion de la conducta paterna (Trainor et al., 2003).

En otro estudio realizado en el ratén de laboratorio (Mus musculus) se
demostré6 que esta hormona facilita la agresion directa hacia las crias y

suprime la conducta paterna (Schneider et al., 2003).

10
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Oxitocina

Es un Neuropéptido, que es sintetizado en las células nerviosas del
nucleo paraventricular del hipotalamo, desde donde es transportada por los
axones de las neuronas hipotalamicas hasta sus terminaciones en la porcién
posterior de la neurohipodfisis. La oxitocina ha sido relacionada con el

establecimiento de la pareja en roedores mondgamos (Young, 1999).

Sin embargo, existen pocos estudios del papel que pudiera tener l|la oxitocina
en la regulacién de la conducta paterna. El ratén del campo (Microtus
pensilvanicus) y en el de montafna (Microtus montanus), la expresion del gen
de la oxitocina se incrementa cuando se convierten en padres (Wang et al.,
2000). En el ratéon de california las concentraciones de oxitocina, no difieren
significativamente entre los machos que exhiben conducta paterna o aquellos

que demuestran agresidén hacia las crias (Gubernick et al., 1995).

11
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Prolactina

Es una hormona polipeptidica que es producida en la adenohipdéfisis. La
secrecion de esta hormona es regulada por el hipotalamo y es inhibida por
dopamina principalmente. También se ha demostrado que esta hormona se
produce en tejidos como la placenta, testiculos, utero, glandulas adrenales
intestino y distintas areas cerebrales (Nasello et al., 1998). La prolactina es
transportada activamente a regiones neurales especificas que intervienen en
la conducta materna (Bridges et al., 1997). En distintos roedores |la presencia
de cuidados paternos se han relacionado las altas concentraciones de
prolactina, tal es el caso del raton de california, el gerbo de Mongolia y
hamster enano (Gubernick y Nelson, 1989; Brown et al., 1995; Jones, 2000).
Sin embargo, aun no se han realizado investigaciones que establezcan de
una forma objetiva, si el aumento de esta hormona es causa o efecto del

despliegue de la conducta paterna.

12
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Vasopresina

La vasopresina es un hormona peptidica sintetizada en los nucleos
hipotalamicos supraodpticos y paraventricular, y se almacena en la
neurohipéfisis. Su regulacién depende de los cambios de osmolaridad y
volumen circulatorio. Siendo metabolizada rapidamente en el higado vy los

rinones (Greenspan y Gardner, 2005; Jara, 2001).

Esta hormona desempefia un papel muy importante en el establecimiento de
la pareja en aquellas especies monogamas (Young, 1999). En el ratén de la
pradera (Microtus ochrogaster), implantes de arginina-vasopresina colocados
en el septo lateral del macho, ocasionaron un incremento en los cuidados
paternos. Asimismo la expresion del gen de la vasopresina aumenta después
del nacimiento de las crias (Wang et al.,1994). El aumento en los niveles de
vasopresina no parece presentarse en todos los mamiferos, unicamente en

los machos y hembras de especies monégamas (Wynne-Edwards, 2001).

13
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Testosterona

La testosterona es sintetizada en las células de Leyding a partir del
colesterol, aunque en las glandulas suprarrenales también se produce en
pequefas cantidades (Figura 2). Esta hormona tiene diferentes efectos; regula
la espermatogénesis, estimula l|la aparicion de los caracteres sexuales
secundarios y de las conductas agresivas (Jara, 2001; Greenspan y Gardner,
2005), copulatoria y paterna (Monaghan y Glickman, 1992).

Los primeros estudios que correlacionaron la conducta paterna con la
testosterona, indican que en roedores, como el gerbo de Mongolia, se observa
un incremento en los niveles periféricos de esta hormona antes del parto,
seguido por un decremento después del nacimiento de las crias (Brown et al.,
1995; Clark y Galef, 1999). Esta disminuciéon en los niveles de testosterona
llevdé a creer que en los mamiferos, la testosterona tenia un efecto inhibitorio

en la conducta paterna.

Por otra parte, en el gerbo de Mongolia, un estudio subsecuente sefiala que
los niveles periféricos de testosterona en los machos de este roedor, se
mantienen sin cambios significativos durante su ciclo reproductivo. Ademas, en
los machos que permanecen con su familia los niveles plasmaticos de
testosterona son significativamente mayores que en los que permanecieron

aislados, lo cual sugiere que la testosterona podria facilitar la exhibicién de
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cuidados paternos y no inhibirlos, como se crey6 inicialmente (Luis et al.,

2010).

En el primate cabeza de algoddn tamarin (Saguinus oedipus), la conducta
paterna es desplegada cuando los niveles de testosterona son tan altos como
durante el apareamiento (Ziegler y Snowdon, 2000) y en roedores como el
raton de California, se demostré6 que la testosterona es necesaria para la
exhibicion de la conducta paterna; en este raton la castraciéon reduce la
cantidad de cuidados paternos, mientras que la administracién de testosterona
a machos castrados incrementa las actividades paternas, por arriba de lo
observado en machos en los que se simuldé la castracién; estos resultados
seflalan que en esta especie la testosterona tiene un papel facilitador y no

inhibidor de la conducta paterna (Trainor y Marler, 2001).

Ademas, en el ratén de California, se ha demostrado que la testosterona no
regula de manera directa la conducta paterna, sino a través de su conversién a
estradiol. Estos resultados dan una explicacién, de cémo los machos de los
mamiferos muestran cuidados paternos, mientras que Ilos niveles de
testosterona son elevados (Trainor y Marler, 2002). Otros resultados que
corroboran que la testosterona regula la conducta paterna a través de su
conversion a estrégenos, es que la actividad de la aromatasa, enzima que
participa en la conversion de testosterona a estradiol, en el area predptica

media, es significativamente mas alta en los machos que participan en el
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cuidado de sus crias, que en los machos apareados sin crias, lo cual sugiere
que el incremento en la conversion de testosterona a estradiol contribuye al

despliegue de la conducta paterna (Trainor et al., 2003).
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Figura 2: Via de sintesis de la Testosterona.
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Caracteristicas de la especie

El hamster (Phodopus campbelli) es uno de los hamsteres enanos. Las
medidas generales de este roedor son: longitud de la cabeza al cuerpo de 80
mm a 103 mm (y=102 mm); longitud del pie trasero 12-18 mm (y=13.5mm);
longitud de la cola 4-14 mm; y longitud de |la oreja 13-15 mm. Los labios y las
mejillas son color crema. El resto de la cara y la cabeza son de grises a
madera-marrdn grisacea. Presentan una raya en posicion dorsal que va desde
la nuca hasta 2.5 cm antes de la cola.Tiene una glandula olorosa visible en el
macho que esta ubicada en la regién media ventral. El periodo de actividad de

este roedor es crepuscular y nocturno y es activo todo el aino (Ross, 1995).
La madurez sexual la alcanzan entre 18 y 23 dias, la reproduccidén se presenta
en primavera y verano, el periodo de gestacién es de los 20 a 22 dias, tienen

de 2 a 10 crias por camada y de 4 a 6 camadas por afo (Figura 3).

Figura 3: Pareja del hamster enano con crias.
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Estos organismos se alimentan en su medio, alrededor de 51 plantas
distintas entre las que se encuentran Stipacapillata, Allium, Iris ruthenia e Iris

flavisima. En cautiverio llega comer granos de trigo, semillas de girasol,

dientes de ledn, langostas y citricos (Ross, 1995).

Phodopus campbelli habita las estepas y semi-desiertos de Asia central: Las
montafias del Altai, la Regién Autonoma de Tuvinskaya (Tuva), Transbaikalia,
Mongolia, y las zonas adyacentes de Heilungkiang y Hebei provincias al norte

de China (Ross, 1995, Figura 4).

N

sol. “MONGOLIA

—

CHINA

Figura 4: Distribucién geogréafica del hamster enano en Asia

(segun Ross, 1995).
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ANTECEDENTES

Un primer estudio en el hamster enano sefalé que los niveles de
testosterona se incrementan conforme se aproxima el nacimiento de sus
crias, lo cual se cree esta relacionado con la defensa y proteccién de la
hembra prefiada, pero después del parto, los niveles de esta hormona
descienden significativamente. Se crey0 que este descenso en los niveles
plasmaticos de testosterona, eran necesarios para la exhibicion de la conducta
paterna (Reburn y Wynne-Edwards, 1999). Sin embargo, otro estudio realizado
con este roedor, sefiala que la funcion de la testosterona en la regulacion de la
conducta paterna tiene que ser reconsiderado, debido a que los niveles de
testosterona plasmatica no descienden significativamente después del

nacimiento de sus crias (Schum y Wynne-Edwards, 2005).

Posteriormente, se demostr6 que la castracidén redujo las concentraciones de
testosterona y de estradiol, confirmando que los testiculos son la fuente
primaria de estradiol. Sin embargo, ni la sensibilidad paternal, ni en el
comportamiento sexual fueron alteradas por la castracion. Por lo que se
concluydé que no hay una vinculacion entre niveles altos de estradiol en plasma
y la conducta paterna en este roedor (Hume y Wynne-Edwards, 2005). No
obstanate, cuando la actividad de la aromatasa es inhibida en la adolescencia

con la administracién de letrozole, se reduce el comportamiento paterno y
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sexual en la edad adulta (Timonin y Wynne-Edwards, 2008). En este contexto
es importante realizar mas estudios para establecer de manera objetiva si la

testosterona participa o no en la regulacion de la conducta paterna del

hamster enano.
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HIPOTESIS

En varias especies de roedores se ha demostrado que la testosterona, a través
de su conversion a estrogenos, facilita la exhibiciéon de cuidados paternos, por
lo cual se espera que en el hamster enano, la castracién elimine los cuidados
paternos y el reemplazamiento con testosterona y estradiol tengan un efecto

positivo en esta conducta.
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OBJETIVOS

General

e Determinar si la testosterona de manera directa o a través de su
conversion a estradiol participa en la regulacién de la conducta paterna

en el hamster enano (Phodopus campbelli).
Particulares
e Determinar el efecto de la castracion en la conducta paterna en el
hamster enano.

e Determinar el efecto de la testosterona en la conducta paterna del

hamster enano.

e Determinar el efecto del estradiol en la conducta paterna del hamster

enano.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 40 hamsteres enanos machos castos de 80-120 dias de edad
(peso entre 30 y 35 grs.), procedentes de la colonia establecida en el
Laboratorio de Biologia de la Reproduccion, F.E.S.-lztacala. Se mantuvieron
bajo un fotoperiodo de 12:12 luz-oscuridad, a una temperatura de 17 a 21 °C
y humedad ambiental de laboratorio. Como alimento se les proporciond Lab

Diet Nutricubes para roedores pequefios y agua ad libitum durante el estudio.

Para determinar si estos hamsteres son paternales, agresivos o indiferentes
hacia las crias, al inicio del experimento se sometieron a pruebas de conducta
paterna con crias ajenas de la especie. A través de este método se eligieron

40 hamsteres; que fueron organizados en 4 grupos de 10 animales cada uno.
Grupo 1: 10 hamsteres castrados bilateralmente.
Grupo 2: a 10 hamsteres con simulacion de la castracion e implantes vacios.

Grupo 3: 10 hamsteres castrados bilateralmente con implantes subcutaneos

de testosterona.

Grupo 4: 10 animales castrados bilateralmente con implantes subcutaneos de

estradiol.
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Pruebas de Conducta Paterna

Después del tratamiento, cada hamster se coloc6 en una jaula de
observacion (33x 45x 18 cm) con cama de aserrin limpio, después de 15
minutos de adecuacion se introdujeron dos crias ajenas de la especie, con una
edad 1-3 dias. En los machos que exhibieron conducta paterna, se registraron

los siguientes parametros (Apéndice Il, Figura 5):

La latencia de inicio (tiempo que transcurre desde que la cria es
introducida hasta que se observe alguna actividad paterna).

e Tiempo de abrigo y acicalamiento.

e La frecuencia de olfateo.

e Frecuencia de recuperacion de las crias.

Las observaciones se realizaron entre las 11-14 hrs. pm bajo luz roja tenue.
Cada individuo fue observado durante 15 minutos, utilizando el método focal.
Cuando la cria fue agredida ésta fue retirada inmediatamente y en los casos

mas graves fue eutanizada.

Figura 5: Prueba de conducta paterna a macho

virgen.
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Orquidectomias

Cada uno de los hamsteres fue anestesiado con una dosis de ketamina
de 80 mg/kg vy xilazina de 10 mg/kg. Una vez anestesiado, se depilé el area
escrotal y en seguida se realiz6 la asepsia de esta region con cloruro de
benzalconio. Mediante una incision en la regién escrotal, el testiculo fue
expuesto, y se ligaron las arterias que corren paralelamente a los conductos
deferentes con hilo cat-gut 000. Posteriormente, el testiculo fue cortado y
retirado. Finalmente se suturaron los tejidos internos con hilo cat-gut y los
externos con seda 000. A los animales que se les simulo la castracion, los
testiculos solo fueron expuestos por breves segundos, y se colocaron

nuevamente en la cavidad escrotal.

Implantes de testosterona y estradiol

Los implantes se elaboraron con tubo Silastico (1.47 mm x 1.96 mm), los
cuales fueron esterilizados con cloruro de benzalconio para después ser
llenados con testosterona y estradiol (1mm: 0.1mg). Los extremos del tubo

fueron sellados con silicon.

Los implantes fueron colocados subcutaneamente en la regién dorsal, de 8 a

10 dias siguientes a las cirugias.
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Toma de muestras sanguineas

Se extrajeron muestras sanguineas por via retrorbital (200 pl), con
capilares heparinizados, para lo cual los animales fueron anestesiados con
éter. Las muestras sanguineas fueron centrifugadas a 5100 rpm en centrifuga
para capilares, durante 11 minutos, las muestras obtenidas, fueron
almacenadas a -40°C, hasta su analisis por la técnica de RIA
(Radioinmunoanalisis). Esta prueba se realizé por duplicado utilizando los kits
para testosterona y estradiol Coat-A-Count Radioinmunoensayo con |- sin
extraccion y en fase sdlida, Marca Siemens (Siemens Healthcare Diagnostics).
Con una sensibilidad de 4 ng/dl para testosterona y 8 pg/ml para estradiol. Los
coeficientes de variacion inter e intra ensayo fueron: 5.6 y 2.7 para estradiol,
asi como 4.9 y 5.7 para testosterona, respectivamente. La radioactividad fue

medida con un contador gamma modelo Cobra Il, Marca Packard (Apéndice I).

Analisis de datos

Como los datos obtenidos de la latencia de contacto, asi como las
concentraciones de testosterona en plasma, no se distribuian normalmente
(Prueba Anderson Darling), fueron contrastados aplicando la prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis con el paquete estadistico Minitab (Apéndice 11l

y V).
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RESULTADOS

Conducta paterna

La castracion no tuvo efecto. El patron conductual paternal observado
antes de la cirugia, no registré6 ningun cambio después de esta. La simulacion
de la cirugia e implantacion con placebo, tampoco tuvo ningun efecto la
conducta paterna. En el caso de los machos castrados con reemplazo de
estradiol y testosterona tampoco se observaron cambios en la conducta
paterna, incluyendo al unico individuo que mostré6 agresion hacia las crias
(Tabla 2).

En la tabla 2, se incluyen y describen las conductas observadas durante las
pruebas de conducta paterna de este roedor antes y después del tratamiento.
Cabe senalar, que uno de los dos individuos que mostro agresion hacia las
crias durante las pruebas de seleccion fue excluido del experimento vy
apareado observandose que esta conducta agresiva desaparecio en el dia 10
del apareamiento y al nacimiento de las crias desplego todas las conductas
que integran la paterna de este roedor (olfateo, acicalamiento y recuperacién

de las crias).
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Tabla 2. Porcentaje de machos que presentaron agresion, indiferencia o conducta paterna antes y después del tratamiento.

28



AR Conducta paterna, testosterona y estradiol en el hamster enano (Phodopus campbelli).
A
I
e Luis Oscar Romero Morales.
Las latencias de contacto con las crias no difirieron significativamente
entre machos castrados, con castracién simulada, tratados con testosterona y

los que recibieron reemplazo de estradiol, ni antes (H=5.051, p=0.168), ni

después del tratamiento (H=4.769, p=0.190, Figura 6).
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Figura 6: Las latencias de contacto con las crias no difirieron significativamente (P 0.05) entre machos
simulados (MS), machos castrados (MC), castrados con reemplazamiento de testosterona (MCRT) y castrados

con implante estradiol (MCRE). Los datos son representados en medianas.
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Concentraciones de Testosterona

Las concentraciones de testosterona en plasma de los machos castrados,
machos con castracién simulada y castrados con reemplazo de testosterona
fueron significativamente diferentes (H=21.840, p<0.001). La comparacion de
pares revel6o diferencias significativas entre machos castrados con
reemplazamiento de testosterona y machos castrados (W=55, p<0.001, Figura

7).

1

15

Castrados Simulados Testosterona

Concentraciones de testosterona en plasma (ng/ml)

Figura 7 : Los machos con reemplazamiento de testosterona (Testosterona), presentaron niveles significativos mas altos de
esta hormona que los machos castrados (Castrados) y castraciéon simulada (Simulados) (P<0.001).Los datos se

representan en medias y error estandar.

30



AR Conducta paterna, testosterona y estradiol en el hamster enano (Phodopus campbelli).
A

Luis Oscar Romero Morales.

Concentraciones de Estradiol

En cuanto a las concentraciones de estradiol en plasma de los machos
castrados, machos con castracion simulada y castrados con reemplazo de
estradiol fueron significativamente diferentes (H=25.812, p<0.001). La
comparacion de pares revelo diferencias significativas entre machos castrados
con reemplazamiento de estradiol y machos castrados (W=55, p<0.001), asi

como entre machos simulados y machos castrados (W=55, p<0.001, Figura 8).
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Figura 8: Los machos con reemplazamiento de estradiol (Estradiol), presentaron niveles significativos mas altos de esta
hormona que los machos castrados (Castrados) y castracién simulada (Simulados) (P<0.001).Los datos se representan

en medias y error estandar.
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DISCUSION

La castracion, la simulacién de esta cirugia y la castracion seguida por el
reemplazo de testosterona o estradiol, no tuvieron ningun efecto en la
conducta paterna del hamster enano, a pesar de que los niveles de
testosterona y estradiol en plasma difirieron significativamente entre machos
castrados y con reemplazo de estas hormonas. Estos resultados sugieren que
la testosterona y el estradiol de origen gonadal, no estan involucradas en la
regulacion de la conducta paterna de este roedor. En otros estudios, en
machos castrados durante la gestacion de la primera camada de su pareja, se
observd que aunque la castracion redujo los niveles periféricos de
testosterona y estradiol, no se afectaron las actividades paternas, como

contacto con la cria y la recuperacion (Hume y Wynne-Edwards, 2005).

En el hamster enano los machos virgenes no muestran agresién, a diferencia
de otros roedores, como el raton de California (Trainor et al., 2001), el ratén
de los volcanes (Luis et al., 2009) y el gerbo de Mongolia (datos no
publicados), en los que I|a mayoria de los machos virgenes adultos son

agresivos o indiferentes hacia las crias.
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Aunque la recuperacion de la cria, una actividad central en la conducta
paterna de este roedor, no fue observada en estos machos virgenes. Cabe

mencionar, que la conducta de recuperacion solo es desplegada en machos

que se convierten en padres.

En este estudio, del total de los animales utilizados, sélo dos machos virgenes
mostraron agresion hacia las crias, uno de éstos fue castrado y tratado con
estradiol, sin que se observaran cambios en su conducta, el segundo fue
apareado, observandose que la conducta agresiva hacia crias ajenas
desaparecidé con el apareamiento, pero la conducta de recuperacion sélo fue
exhibida después del nacimiento de sus hijos. En un estudio con este roedor,
en el cual se realizdé un seguimiento de la conducta de machos y hembras
virgenes hacia las crias, cuando éstos estuvieron presentes durante el
nacimiento de sus hermanos. Los machos fueron menos agresivos que sus
hermanas de camada. También se observdé que los machos agresivos se
convirtieron en paternales después del nacimiento de sus crias (Vella et al.,
2005), aunque en este estudio no se realizaron pruebas de conducta paterna

durante el periodo de apareamiento.

Como ya se menciond, en este roedor |la testosterona y el estradiol al parecer
no participan en la regulacion de la conducta paterna, por lo cual futuras
investigaciones deben estar dirigidas a investigar el papel de otras hormonas

como la oxitocina.
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El despliegue de todas las actividades paternas del hamster enano,
incluyendo la recuperacion de las crias, sOlo es observado después del
nacimiento, lo cual podria estar relacionado con lo reportado por Gregg y
Wynne-Edwards (2005), quienes sefialan que los machos del hamster enano,
consumen el liquido amnidético durante el parto de su pareja, este liquido
amniotico y la membrana amnidtica son una fuente de oxitocina. Esto puede
indicar que la Oxitocina podria estar relacionada con la regulacién de la
conducta paterna en el hamster enano, y explicaria por qué sd6lo después del
parto de la hembra, los machos despliegan todas las actividades observadas
en la conducta paterna. En el ratéon del campo (Microtus pensilvanicus) y el

raton de la montana (Microtus montanus), la expresién del gen de la oxitocina

se incrementa cuando se convierten en padres (Wang et al., 2000).

Finalmente, los resultados de esta investigacién sugieren que en los roedores

pueden existir diferentes vias de regulaciéon de la conducta paterna.
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CONCLUSIONES

» La testosterona no tuvo ningun efecto en la conducta paterna del

hamster enano.

» EIl estradiol tampoco afecto ninguna de las actividades paternas de este
roedor. Asimismo, la castracion no tuvo ningun efecto en la conducta

paterna de este roedor.

» Estos resultados sugieren que en los roedores, no existe un patrén

general en la regulacion de la conducta paterna.
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Apéndice |

Técnica de RIA (Radioinmunoanalisis)

Esta técnica fue realizada en el Laboratorio de Hormonas Esteroides del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran por el M.

en C. Mario Cardenas Ledn.

Dicho procedimiento se basa en utilizar un anticuerpo especifico para
testosterona y estradiol que se encuentra en la pared de un tubo de
polipropileno, tanto la testosterona como el estradiol estan marcados con |-"%°
y compite con la testosterona y el estradiol, respectivamente, de la muestra

por los sitios de union de los anticuerpos.
Posteriormente, el tubo se decanta para separar el estradiol y la testosterona

unida de la libre y se cuenta en un contador gamma; la cantidad de

testosterona en la muestra se determina en una curva de calibracion.
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Apéndice |l

Etograma para registro de las actividades durante la prueba de conducta

paterna.

Macho/ M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10

Conduct
onducta LI LI LI LI LI LI LI LI LI LI

Acicalamiento

Olfateo

Abrigo

Reconstruccion

del nido

Recuperacion

de la cria

Agresivo

Donde: M= Macho, LI= Latencia de inicio.
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Apéndice lll

Analisis estadistico de Kruskal-Wallis para las concentraciones de
estradiol en plasma.

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks martes, octubre 29, 2013, 11:20:01 a.m.

Data source: Data 1 in Notebook 1

Group N Missing Median 25% 75%

Col 2 10 0 454.900 336.400 477.200
S=Col 1 10 0 2489.500 1595.400  3600.000
——Col 3 10 0 72.800 38.000 104.200

H = 25.812 with 2 degrees of freedom. (P =<0.001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P =<0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):
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Apéndice IV

Analisis estadisti
istico de Kruskal-Walli
-Wallis ara las i
testosterona en plasma. P conceniraciones de

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks martes, octubre 29, 2013, 1 1:32:54 am.

Data source: Data 1 in Notebook 1

Group N Missing  Median 25% 75%
ey 5 8 0 2175 1.600 3.730
b . [ 0 0 1430 1210 1.500
—Col3 10 0 0.125  0.0250 0.340

H =21.840 with 2 degrees of freedom. (P =<0.001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P=<0.001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.
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