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RESUMEN

En los roedores biparentales, la conducta paterna juega un papel importante en la
supervivencia de las crias. Sin embargo, los mecanismos neuroendocrinos que
subyacen a la conducta paterna estan pobremente entendidos. Entre las hormonas
asociadas al inicio de los cuidados paternos se encuentran la prolactina, la
testosterona, sus metabolitos, estradiol y dihidrotestosterona, y los neuropéptidos,
vasopresina y oxitocina (OT). El objetivo del presente estudio fue determinar la
participacion de la OT y su receptor (OTR) en la regulacion de la conducta paterna
del gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus), a través de la asociacién entre el
despliegue de la conducta paterna y la concentracion periférica de OT, asi como la
presencia de OTR en el &rea predptica media (MPOA), el lecho del nucleo de la estria
terminalis (BNST), la amigdala media (MeA) y el bulbo olfatorio (OB), nucleos que
constituyen parte del circuito neural de la conducta parental. A través de breves
exposiciones a las crias fueron seleccionados 10 machos paternales y 10 machos
agresivos con las crias, todos sin experiencia sexual. Posteriormente, fueron
sometidos a pruebas de conducta paterna, con crias ajenas de la especie.
Inmediatamente después se obtuvieron muestras sanguineas para cuantificar las
concentraciones de OT. Enseguida cinco machos de cada grupo fueron anesteciados
y perfundidos intracardialmente y se obtuvo tejido cerebral. Se realizaron las
inmunohistoquimicas para OTR. Los machos paternales tuvieron significativamente
mas altas concentraciones de OT en plasma que los machos agresivos. Asimismo,
los machos paternales tuvieron significativamente un numero mayor de células
inmunorreactivas (ir) a OTR en el mPOA y BNST, que los machos agresivos. Los
resultados de este estudio sugieren que la OT y el OTR estan involucrados en la

regulacion de la conducta paterna del gerbo de Mongolia.



INTRODUCCION

Conducta paterna

Los cuidados paternos en los mamiferos no suelen ser comunes, esto es debido a
gue la hembra tiene el papel principal de cuidar sus crias (Maier, 2001). Sin embargo,
alrededor del 5% de las especies de estos vertebrados, el macho participa
significativamente en el cuidado de sus hijos (Clutton-Brook, 1991). La conducta
paterna esté presente en algunas especies de primates, carnivoros, perisodactilos y
roedores (Kleiman & Malcolm, 1981). La conducta paterna se define como cualquier
actividad que realiza el macho en beneficio de las crias, que aumenta su

supervivencia (Clutton-Brock, 1991).

Los cuidados paternos en los roedores se asocian al apareamiento monogamico;
estos cuidados se clasifican en directos e indirectos (Tabla 1); los primeros se
relacionan con las actividades que tienen un efecto inmediato en las crias, y los
indirectos tienen un beneficio directo sobre la hembra, reduciendo el gasto energético

e incrementando la sobrevivencia (Kleiman & Malcolm, 1981).

Se han realizado estudios en roedores, como el raton de California (Peromyscus
californicus), el hamster enano (Phodopus campbelli), el raton de los volcanes
(Neotomodon alstoni), gerbos de Mongolia (Meriones unguiculatus), para conocer las
bases hormonales de las conductas paternas. La informacion generada hasta hoy
sobre el estudio de la conducta paterna arroja que ésta es dependiente de la
regulacion hormonal (Trainor y Marler, 2001; Romero-Morales et al., 2018; Martinez

et al., 2015).



Tabla 1. Cuidados directos e indirectos (segun Elwood, 1983).

TIPOS DE CUIDADOS

COMPORTAMIENTO

DESCRIPCION

CUIDADOS DIRECTOS

Acicalamiento

Limpieza y acicalamiento; principalmente
en la region perianal.

Abrigo

Proteccion a las crias y conservacion del
calor.

Olfateo

Reconocimiento de las crias mediante su
aroma.

Recuperacion de crias

Regresarlas al nido tomandolas por el
dorso y evitar la depredacion

Sociabilizacion

Asistencia a las crias en la exploracion de
su ambiente.

CUIDADOS INDIRECTOS

Construccion y mantenimiento
del nido

Construccion de madrigueras, nidos y su
mantenimiento.

Proveer alimento

Almacenamiento de alimento para la
hembra y las crias.

Vigilancia del nido

Alertar a la hembra y a las crias de
depredadores.

Bases hormonales de la conducta paterna

En los machos de los roedores con cuidados paternos ocurren cambios hormonales
gue no han sido observados en machos de especies con cuidados uniparentales, lo
gue indica que la conducta paterna, como la materna, es regulada por hormonas,
tales como, la prolactina, la progesterona, la testosterona y sus metabolitos, asi como
los neuropéptidos vasopresina y oxitocina (OT) (Brown, 1985, Lonstein et al., 2015;

Bales y Saltzman, 2017).

Prolactina

La prolactina es una hormona polipeptidica que se produce en la adenohipdfisis, su
secrecion esta regulada por el hipotalamo y su inhibicién es dada por la dopamina, se
transporta activamente a regiones neurales especificas las cuales van a intervenir en
la conducta materna, principalmente en el area preéptica media (mPOA) (Bridges et
al., 1997); en algunos estudios se ha relacionado la concentracién alta de prolactina

con la presencia de cuidados paternos (Gubernick & Nelson, 1989).



En el gerbo de Mongolia, se han observado aumentos en la concentracion de
prolactina asociados a una mayor interaccién entre el macho y las crias durante el
postparto (Brown, 1985). En el ratén de California, las concentraciones de prolactina
en plasma se elevan en machos que participan en el cuidado de las crias,
especialmente en ratones que viven con su pareja desde el apareamiento y durante
la gestacion (Gubernick & Nelson, 1989). Sin embargo, se desconoce si el incremento

de esta hormona durante la exhibicion de la conducta paterna es causa o efecto.

En el hAmster enano se realizé un estudio experimental, en el cual se analizo el efecto
de la supresion de prolactina hipofisaria en la regulacion de la conducta paterna de
este roedor, mostroé que la administracion intramuscular de dos agonistas para los
receptores dopaminérgicos, bromocriptina (agonista de los receptores D1 y D2) y
cabergolina (agonista del receptor D2), ocasionaron disminucion de los niveles de
prolactina hipofisaria, pero no afectaron la conducta paterna, por lo cual se concluyé
que la prolactina hipofisaria no participa en la regulacion de la conducta paterna de

este roedor (Brooks et al ., 2005).

Progesterona

Es una hormona esteroide, precursora de los andrégenos, en machos se produce en
las glandulas suprarrenales e higado (Schneider et al., 2003). En el ratén de
California, los machos que se convirtieron en padres tuvieron concentraciones de esta
hormona en plasma significativamente mas bajas, en comparacion con los machos
sin experiencia sexual, indicando que esta tiene un papel inhibitorio en la exhibicion
de cuidados paternos; ademas se observd que al noquear el gen del receptor de la
progesterona se reduce la conducta de infanticidio y un aumento en los cuidados

paternos (Schneider et al., 2003). En machos de hamster enano, se ha observado



gue las concentraciones de progesterona fueron altas desde el dia 7 de gestacion
hasta el dia del nacimiento de las crias. Después del nacimiento las concentraciones
de esta hormona disminuyeron significativamente, ésto refuerza la idea del papel
inhibitorio de la progesterona en la conducta paterna (Schum y Wynne-Edwards,

2005).

Testosterona

La testosterona es sintetizada en las células de Leydig a partir de colesterol, aunque
en las glandulas suprarrenales también se producen en pequefias cantidades. Esta
hormona tiene diferentes efectos: regula la espermatogénesis, estimula la aparicién
de los caracteres sexuales secundarios, regula la conducta agresiva (Jara, 2001;
Greenspan y Gardner, 2005), copulatoria y la conducta paterna (Monaghan y
Glickman, 1992; Trainor y Marler, 2001).

Los primeros estudios que correlacionan la conducta paterna con la testosterona,
indicaron que, en los roedores, como el gerbo de Mongolia, el hamster enano y el
raton de California, ocurre un incremento en las concentraciones periféricas de esta
hormona durante la prefiez, seguido por una disminucién después del nacimiento de
las crias (Brown et al., 1995; Reburn y Wynne-Edwards, 1999; Gleason y Marler,
2010). Esta disminucién en las concentraciones de testosterona llevo a creer que, en
los mamiferos, esta hormona tiene un efecto inhibitorio en la conducta paterna.

Otro estudio sefiala, que las concentraciones periféricas de testosterona en los
machos del gerbo de Mongolia se mantienen sin cambios significativos durante su
ciclo reproductivo. Ademas, en los machos que permanecen con su parejay sus crias
proporcionando cuidados paternos, las concentraciones de testosterona fueron

significativamente mayores que en los que permanecieron aislados, lo cual sugiere



gue la testosterona podria facilitar la exhibicion de cuidados paternos y no inhibirlos,
como se crey0 inicialmente. Los machos de este roedor exhiben altos niveles de
agresion al mismo tiempo que proporcionan cuidados a sus crias (Luis et al., 2010).
Estos hallazgos indican, entonces, que no hay un “trade off” entre conducta paterna
y agresion, y que la testosterona no solo regula la conducta agresiva y copulatoria,
sino también la paternal.

En el raton de California, se demostré6 que la testosterona es necesaria para la
exhibicion de la conducta paterna; en este ratdon la castracién reduce el tiempo
invertido en el cuidado paterno, mientras que la administracion de T a machos
castrados incrementa las actividades paternas, por arriba de lo observado en machos
en los que se simul6 la castracion. Entonces, estos resultados indican que en esta
especie la testosterona tiene un papel facilitador de la conducta paterna (Trainor y
Marler, 2001). Ademas, en el ratdn de California, al colocar implantes subcutaneos de
testosterona o estradiol + fadrozol (un inhibidor de la aromatasa), demostraron que la
testosterona no regula de manera directa la conducta paterna, sino que lo hace a
través de su conversion a estradiol (Trainor y Marler, 2002). Otro trabajo reporta que
la actividad de la aromatasa, enzima que participa en la conversién de testosterona a
estradiol, es significativamente mas alta, en el area predptica media (mPOA) de los
machos que participan en el cuidado de sus crias, respecto a los machos apareados
sin crias. Estos resultados sugieren que el incremento en la conversién de
testosterona a estradiol contribuye al despliegue de la conducta paterna (Trainor et
al., 2003).

En el ratén de los volcanes se determind que el incremento en las concentraciones

de T, ocasionado por la administracion de esta hormona, esta involucrado en los



mecanismos neuroenddcrinos que inhiben la agresién hacia las crias y facilitan el
inicio de la conducta paterna (Luis et al., 2017).

En el gerbo de Mongolia, se determinaron los efectos de la testosterona y sus
metabolitos, estradiol y dihidrotestosterona, en la regulacion de la conducta paterna.
La administracion de testosterona, estradiol y dihidrotestosterona, inhibié la conducta
infanticida y facilito la exhibicion de cuidados paternos. Estos resultados sugieren que
en este roedor la conducta paterna es regulada, a nivel neural, a través de las vias
estrogénica y androgénica (Martinez et al., 2015). Estos resultados son apoyados por
el hecho, que machos paternales presentan en mPOA y BNST una mayor cantidad
de receptores de estrégenos tipo alfa y de andrégenos, que los machos infanticidas

(Martinez et al., 2019; Romero Morales et al., 2021).

Vasopresina

Es una hormona peptidica, que se sintetiza en los nucleos hipotaldmicos supradpticos
y paraventriculares; se almacena en la neurohipdfisis y su regulacion va a depender
de la osmolaridad, esta hormona es metabolizada en el higado y rifién (Jara, 2011).
Se ha demostrado que la vasopresina participa en el establecimiento de la pareja en

especies que presentan monogamia (Wynne-Edwars, 2001).

En el raton de la pradera, la colocacion de implantes de arginina-vasopresina en el
septo lateral, produce un aumento en los cuidados paternales, y que la expresion del
gen de la vasopresina aumenta al momento del nacimiento de las crias (Wang et al.,

1994).



Oxitocina

Es un neuropéptido formado por nueve aminoacidos: cisteina-tirosina-isoleucina-
glutamina-asparagina-cisteina-prolina-leucina-glicina con un puente de azufre entre
las dos cisteinas (Lee et al., 2009; Fig. 1). La oxitocina (OT) es sintetizada en los
nacleos paraventricular y supradptico del hipotdlamo, es transportada mediante
axones hasta la porcion posterior de la neurohipdfisis. Esta hormona ha sido conocida
por ejercer funciones a nivel periférico, como contracciones uterinas y lactancia.
Posteriormente se observl que, ademas de sus efectos periféricos, la OT intervenia
a nivel central modulando comportamientos como el materno (Pedersen et al., 1992),
el reproductivo (Caldwell et al., 1993), y en el establecimiento de vinculos sociales.
Actualmente se realizan investigaciones sobre el efecto de la OT en distintos
comportamientos sociales como el agresivo, el emparejamiento o conformacion de

pareja, el parental y el reproductivo (Lee et al., 2009).

Parte de las funciones de la OT son modular los reflejos neuroendocrinos, asi como
el establecimiento de conductas sociales que se vinculan con la reproduccion y el

cuidado de la descendencia (Gimpl & Fahrenholz, 2001).

En el ratdén de California se reportaron cambios en las concentraciones de OT durante
el ciclo reproductivo, disminuyendo antes del parto y permaneciendo bajos en el
postparto. También se demostré que las concentraciones de OT plasmatica no tienen
cambios significativos entre los machos agresivos y los que presentan conductas
paternas (Gubernick et al., 1995). Sin embargo, otros estudios realizados en el topillo
de la pradera (Microtus ochrogaster) y en el de montafia (Microtus montanus), se han
observado incrementos en la expresion del gen de OT al momento de convertirse en

padres (Wang et al., 2000).



En el topillo mandarin (Microtus mandarinus) machos apareados con una hembra,
gue son expuestos repetidamente a crias de la especie y los que se convirtieron en
padres primerizos, proporcionan mas cuidados paternos que los machos virgenes.
Asimismo, estos machos presentan un incremento en la expresion del RNAm de la
OT y su receptor en el nucleo paraventricular y el nucleo supraoptico del hipotalamo
gue los machos virgenes (Song et al., 2010). Li et al. (2015) mostraron que en el
topillo mandarin, los machos virgenes con una respuesta paterna alta (frecuencia de
lamidos y acicalamiento) tuvieron una mayor cantidad de neuronas inmunoreactivas
a OT en los nacleos paraventricular y supradptico del hipotalamo, en comparacion
con los machos con una respuesta paterna baja. En un estudio subsecuente, del
topillo mandarin se observé que los padres que son padres por segunda vez,
despliegan mas cuidados paternos que los padres primerizos, lo cual sugiere que la
experiencia paterna influye significativamente en los niveles de la conducta paterna,
y que la cantidad de cuidados paternos se asocia con la presencia del receptor de la
OT, en el nucleo accumbens y MeA (Wang et al.,, 2018). Yuan et al. (2019)
compararon las concentraciones periféricas de OT y la expresion del receptor de este
neuropéptido en la mPOA, entre padres primerizos y machos virgenes del topillo
mandarin, encontrando que los machos que son padres tienen significativamente
concentraciones mas altas de OT y una notable presencia de su receptor en el mPOA

comparados con los machos virgenes.
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Receptor de oxitocina

Es un polipéptido de 389 aminoacidos, presenta 7 dominios transmembrana,
pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCR) de la familia
de la rodopsina (familia A). Este receptor tiene la capacidad de unirse a la oxitocina,
vasopresina y arginina, ocasionando respuestas diferentes (Gimpl & Fahrenholz,

2001; Fig. 2).

Se ha observado la presencia de este receptor en areas neurales, como el nucleo
paraventricular, nicleo supraoptico y nacleos accesorios del hipotdlamo, encontrando
concentraciones de 1000 pg/mL. Estudios demostraron que elementos como zinc
divalente, magnesio, niquel, manganeso y cationes de cobalto, pueden aumentar la
afinidad de OTR, ya que tiene una modulacion directa de su sitio de unién, y
promueven un cambio de estructura de OT, lo que facilita la unién al receptor

(Bussnelli & Chini, 2018).
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Figura 2. Receptor de oxitocina.
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Bases neurales de la conducta paterna

Las bases neurales del comportamiento materno en los mamiferos han sido
ampliamente estudiadas, utilizando como modelo principal, a la rata de laboratorio. El
conocimiento generado por estos estudios puntualiza que varias regiones del cerebro
anterior participan en la regulacion de la conducta materna (Factor et al., 1993;
Fleming et al., 1980; Hansen et al., 1991; Koch y Ehret, 1991; Numan e Insel, 2003).
Las hembras virgenes de la rata de laboratorio cepa Wistar, cuando son expuestas a
crias de la misma especie pueden aproximarse e interaccionar maternalmente, pero
también pueden evitarlas. Esta dualidad conductual de interaccion maternal o
evitacién hacia las crias implica a varias regiones hipotalamicas: un circuito facilitador
gue incluye el area predptica media (MPOA), el lecho del ndcleo de la estria terminalis
(BNST), y un circuito inhibidor integrado por nacleo hipotalamico anterior, en el nicleo
del hipotadlamo ventromedial y el nucleo periacueductal (Numan e Insel, 2003). Tanto
el circuito facilitador, como el inhibidor de la regulacién de la conducta materna, tienen
multiples conexiones con regiones anatémicas, como la amigdala (MeA), que recibe

proyecciones del bulbo olfatorio (BO) (Rilling, 2013).

La utilizacion de lesiones electroliticas y de marcadores de actividad neural, como c-
Fos, se identificé que varias regiones que forman parte del circuito neural que regula
la conducta materna, forma también parte del circuito neural que regula la conducta

paterna (Lee y Brown, 2007; Kirkpatrick et al., 1994; Romero-Morales et al., 2018).

En el raton de California, lesiones electroliticas en mPOA, MeA y nucleo accumbens,
ocasionan una disminucion en el tiempo invertido en el acicalamiento (Lee y Brown,
2007). En el raton de la pradera, utilizando a c-Fos como marcador de actividad

neural, se encontré que la interaccion con las crias activa regiones como, el mPOA,
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MeA, BNST y el septo lateral (Kirkpatrick et al., 1994). Recientemente, en el gerbo de
Mongolia, utilizando a c-Fos como marcador de actividad neural, se observé que los
machos paternales tienen una mayor presencia de marcas inmunorreactivas a c-FOS
en mPOA y BNST en comparacion con los machos agresivos con las crias (Romero-
Morales et al., 2018). Los resultados de estos estudios indican que areas como el
mPOA, BNST, BO y MeA que forman parte del circuito neural de la conducta materna,

también forman parte del circuito neural de la conducta paterna.
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Caracteristicas de la especie de estudio

El gerbo de Mongolia es un roedor que habita en Asia oriental, perteneciente a la
familia Muridae, es un organismo miomorfo de tamafo mediano; habita en grupos
dentro de tuneles formando nidos. El tamafio del organismo puede ser de 95 a 180
mm sin considerar la cola, puede tener un peso de 60 a 100 gramos en machos y 50
a 55 gramos en hembras. Los gerbos de Mongolia son de color amarillo cremoso,
similar al color de la arena (Waiblinger, 2010; Fig. 3). Alcanzan la madurez sexual
entre los 70 a 85 dias de edad, se le considera una especie mondgama, en la cual el
macho participa de manera activa en el cuidado de las crias (Gulotta, 1971). Ambos
sexos contribuyen a la construccion del nido y el cuidado de las crias hasta el destete,
permaneciendo como pareja (Batsaikhan y Tsytsulina, 2016; Waiblinger, 2010; Van

Veen, 1999).

El periodo de gestacion dura entre 24 y 26 dias, la camada es de aproximadamente
4 a 6 crias, éstas al nacimiento tienen un peso entre 2.5 a 3.5 gramos, las crias nacen

con los ojos y canales auditivos cerrados y sin pelo (Waiblinger, 2010).

Figura 3. Gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus)
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ANTECEDENTES

La participacion de la OT y su receptor en los mecanismos neuroendocrinos
implicados en el inicio de la conducta materna, particularmente en la en la rata de
laboratorio (Rattus norvergicus), ha sido ampliamente estudiados (Numan, 2007,
Bosch y Neumann 2012; Lonstein et al., 2015; Yoshishara et al., 2018). Sin embargo,
pocos estudios se han realizado sobre la funcidbn de este neuropéptido en la
regulacién neuroendocrina de la conducta paterna. Estos estudios se han realizado
principalmente en especies de roedores monégamos, en las cuales el macho participa
en el cuidado de sus hijos (Yoshishara et al., 2018). Para analizar la funcién de este
neuropéptido en especies mondgamas en la regulaciéon de la conducta paterna se ha
asociado con la concentracién de OT y la presencia de su receptor en areas neurales
gue participan en la regulacion de la conducta paterna, como el mMPOA, BNST y MeA
(Perea-Rodriguez et al., 2015; Wang et al., 2018; Yuan et al., 2019). En el topillo de
la pradera los machos con experiencia paterna tienen mayor numero de neuronas
inmunoreactivas a oxitocina en el nucleo paraventricular del hipotalamo que los
machos virgenes (Kenkel et al., 2014). En el raton de California, padres primerizos
tienen significativamente menor expresiéon del RNAm del receptor de la OT en BNST
gue los machos virgenes, a pesar, que los padres mostraron latencias de inicio de la
conducta paterna mas cortas que los machos virgenes. En otras areas, como mPOA
y MeA no se observaron diferencias significativas en la expresion del RNAm de la OT,
entre padres y machos virgenes (Perea-Rodriguez et al., 2015). En el topillo mandarin
machos apareados con una hembra, que son expuestos repetidamente a crias de la
especie y padres primerizos, proporcionan mas cuidados paternos que los machos
virgenes. Asimismo, estos machos presentan un incremento en la expresion del
RNAmM de la OT y su receptor en el nucleo paraventricular y el nicleo supradptico del
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hipotalamo que los machos virgenes (Song et al., 2010). Li et al. (2015) mostraron
qgue en el topillo mandarin, machos virgenes con una respuesta paterna alta
(frecuencia de lamidos y acicalamiento) tuvieron una mayor cantidad de neuronas
inmunorreactivas a OT en el nucleo paraventricular y supradptico del hipotalamo, en
comparacién con los machos de una respuesta paterna baja. Un estudio subsecuente,
del topillo mandarin sefiala que los padres, por segunda vez, despliegan mas
cuidados paternos que los padres por primera vez, lo cual sugiere que la experiencia
paterna influye significativamente en un aumento de las concentraciones de esta
hormona, y que la cantidad de cuidados paternos se asocia con la presencia del
receptor de la OT, en el nucleo accumbens y MeA (Wang et al., 2018). Yuan et al.
(2019) compararon las concentraciones periféricas de OT y la expresion del receptor
de este neuropéptido en la mPOA, entre padres primerizos y machos virgenes del
topillo mandarin, encontrando que los machos que son padres tienen
significativamente concentraciones mas altas de OT y una notable presencia de su
receptor en el mPOA que los machos virgenes. Aunque los resultados de estos
estudios sugieren que la OT y su receptor estan involucrados en los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la conducta paterna, la mayoria de ellos utilizan disefios
experimentales, en los que realizan comparaciones entre padres primerizos o por
segunda vez, y machos virgenes. En estos disefios no se estan controlando variables,
como experiencia sexual y paterna, por lo que los incrementos de OT o su receptor
con respecto a los machos virgenes podrian ser causados por la experiencia sexual
y/o paterna y no estar relacionada con el nivel de cuidados paternos. Por otra parte,
la OT, en especies mondégamas también participa en el establecimiento de la pareja,
ademas de estar involucrada en los mecanismos neuroendocrinos que regulan la

conducta copulatoria (Yoshihara et al., 2018). En este contexto, en la presente tesis

16



se cuantifico la concentracion de OT vy la presencia del receptor de la OT en mPOA,
BNST, MeA y bulbo olfatorio (OB), &reas neurales que forman parte del circuito neural
de regulacion de la conducta parental (Lonstein et al., 2015; Horrel et al., 2018), en
machos virgenes del gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus) que desplieguen
cuidados paternos, utilizando como grupo de comparacion a machos virgenes

agresivos con las crias de su especie.
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HIPOTESIS

Si la OT y OTR participan en la regulacion de la conducta paterna en el gerbo de
Mongolia (Meriones unguiculatus), se espera que los machos virgenes de este roedor
gue son paternales con las crias de su especie tengan significativamente una
concentracion periférica mas alta de OT, asi como una mayor presencia del OTR en

mPOA, BNST, MeA y OB.

OBJETIVO

Determinar la participacion de la OT y OTR en la regulacién de la conducta paterna
del gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus), a través de la asociacion entre el
despliegue de esta conducta y la concentracion periférica de OT, asi como la

presencia de OTR en mPOA, BNST, MeA y OB.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

En este estudio se utilizaron machos virgenes adultos del gerbo de Mongolia, con una
edad de 180 a 210 dias. Los animales fueron obtenidos de una colonia establecida
en el Laboratorio de Biologia de la Reproduccién de la Facultad de Estudios
Superiores lIztacala, UNAM. La colonia se mantuvo bajo condiciones estandar de
laboratorio, con un fotoperiodo invertido de 12:12 h luz-oscuridad, a una temperatura
entre 17°C y 21°C. Los gerbos fueron alimentados con nutricubos para roedores
pequefios (Lab Chow 5001, Purina, México) y agua potable ad libitum. Se
establecieron 5 parejas del gerbo de Mongolia con una edad de 180 dias, de estos
apareamientos se obtuvieron 20 individuos para el estudio. Cuando los gerbos
alcanzaron el rango de edad antes mencionado, fueron sometidos a pruebas de
conducta de escaneo para determinar su conducta hacia las crias, paternales
(reconocen a las crias a través del olfato, las tocan con la nariz y acicalan) o agresivos
(los machos agresivos olfatean a las crias y las pueden atacar, mordiéndolas, si éstas
no son retiradas rdpidamente). Para realizar las pruebas de conducta de escaneo,
cada macho se coloc6 en una jaula de policarbonato (37 x 27 x 15 cm) con cama de
aserrin limpio, después de diez minutos de adecuacién, se introdujeron dos crias de
la especie, con una edad de 2 a 5 dias. Por este método fueron seleccionados 20
machos, 10 machos paternales y 10 machos agresivos hacia las crias. Los machos
se organizaron en 2 grupos, con 10 individuos cada uno (Grupo paternal y Grupo
agresivo). Después de 15 dias de la realizacion de las pruebas de conducta de
escaneo, los machos previamente seleccionados, fueron sometidos a pruebas de

conducta paterna, la cual es muy similar a las pruebas de escaneo, pero en este caso
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los machos paternales permanecieron 15 minutos con las crias, mientras que los
machos agresivos con las crias, se les retiraron inmediatamente las crias, para evitar

gue las dafien.

Cuantificacion de oxitocina

Después de las interacciones con las crias, de cada macho se colectaron muestras
de sangre (250 pl) del seno retro-orbital, usando un tubo capilar heparinizado bajo
anestesia ligera (Martinez et al., 2015). La toma de sangre se realizdé durante un
minuto entre las 11:00 y las 14:30 horas. El plasma se separé por centrifugacion y se

almacend a -70°C. El andlisis hormonal se realiz6 mediante ELISA.

Una vez finalizadas las interacciones y la colecta de muestras sanguineas, se
tomaron 5 machos de cada grupo y se procedi6é a anestesiarlos profundamente con
una dosis de 10 mg/kg de xilacina y 90 mg/kg de ketamina, para después perfundirlos
intracardialmente. Se disectaron los cerebros y fueron procesados mediante la técnica
histoldgica convencional, se realizaron cortes de 5um. Se obtuvieron 4 cortes de las
areas de interés: mPOA, BNST, MeA y BO, estas areas fueron identificadas utilizando

el atlas estereotaxico del gerbo de Mongolia (Loskota et al., 1974).

Inmunohistoquimica para el receptor a oxitocina

Una vez obtenidos los cortes de las diferentes areas neurales, se colocaron en
portaobjetos gelatinizados (Gelatin Nutrient, 70151-500G-F, Sigma-Aldrich), los
cortes se desparafinaron e hidrataron (gradiente de 90°, 80°, 70° de alcohol y H20
destilada). Cada uno de los siguientes pasos fue seguido por enjuagues en PBS
durante 5 min: (1) una incubacion de 10 min en H202 al 3% en PBS; (2) una incubacion

de 20 min en suero de cabra normal al 5% (Vector Laboratories, Kit Vectastain ABC,
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PK-4000) en PBS; y (3) una incubacion de 16 h a 25 °C en el anticuerpo al receptor
de OT (bs-1314R, Bioss antibodies). Después de dos enjuagues de 5 min en PBS,
las secciones se incubaron en un anticuerpo anti-conejo de cabra biotinilado en PBS
durante 90 minutos y se lavaron dos veces en PBS (Vector Laboratories, kit Vectastain
ABC, PK-4000) durante 30 min, seguido por dos enjuagues mas de PBS. Finalmente,
la unién se visualizé usando diaminobenzidina como cromdgeno (Vector Laboratories,

DAB Peroxidase Substrato, SK-4100).

Andlisis de las imagenes

El numero de células inmunorreactivas al receptor de OT, se cuantificO en
microfotografias con un area de 180 um?2. Las microfotografias se tomaron con una
camara Nikon conectada a un microscopio Leica. Para cada animal, el nimero de
neuronas inmunorreactivas al receptor de OT, en cada una de las areas, se contaron
a partir de dos secciones en ambos lados del cerebro. Las medias individuales para
cada animal se obtuvieron contando bilateralmente neuronas positivas de cada nucleo

en tres secciones del cerebro y promediando los resultados a través de cada seccion.

El andlisis estadistico de los datos se realizd, contrastando el nimero de células
inmunoreactivas de cada area, de los gerbos paternales y agresivos que
interaccionan con crias aplicando una U de Mann-Whitney, debido a que los datos no
presentaron una distribucién normal (Anderson-Darling, P < 0.05). De igual forma se
utilizé la U de Mann-Whitney para contrastar los datos obtenidos de la cuantificacion

de OT en plasma.

Todos los experimentos se realizaron siguiendo las normas éticas de la Guia del
Instituto Nacional de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio

(Publicacion NIH No. 8023) y las directrices éticas y especificaciones técnicas de la
21



Norma Oficial Mexicana para la Produccion, Cuidado y uso de animales de

Laboratorio NOM-062-Z00-1999.
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RESULTADOS

Conducta paterna

Las actividades registradas en los machos paternales fueron la latencia de inicio de

la conducta paterna, el tiempo invertido en el abrigo, acicalamiento y olfateo de las

crias. Para la conducta agresiva solo se cuantifico la latencia de ataque a las crias,

debido a que las crias fueron retiradas inmediatamente después del primer ataque

(Tabla 2).

Tabla 2. Conductas observadas durante las pruebas de conducta materna en el gerbo de Mongolia.

Machos paternales
Conducta Mediana y rango (s)
Latencia de inicio de la 48, 33-57
conducta paterna
Abrigo 198, 156-213
Acicalamiento 184, 145-195
Olfateo 45, 15-56
Machos agresivos
Conducta Mediana y rango (s)
Latencia de ataque 3,1-5
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Concentraciones de OT

Las concentraciones de OT en plasma fueron significativamente mas altas en los

machos paternales (36.171 pg/ml) con respecto a los machos que presentaron

conductas agresivas (0.31 pg/ml) hacia las crias (U = 105, P < 0.05; Fig. 4).
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Figura 4. Los machos paternales del Gerbo de Mongolia tuvieron una mayor concentracion de OT en

plasma comparada con los machos agresivos. Las letras indican diferencias significativas.

24



Receptor a OT

El nimero de células inmunorreactivas (i) a OTR en mPOA y BNST fue
significativamente mas alta en los machos paternales que en los agresivos (U =40, P

< 0.05; U =40, P < 0.05; respectivamente; Figs. 5y 7).
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Figura 5. El nimero de células OTR-ir en mPOA y BNST fue significativamente mas alto en los machos
paternales que los agresivos con las crias del gerbo de Mongolia. Los datos se muestran en medianas

y cuartiles. Las letras indican diferencias significativas.
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El nimero de células OTR-ir en la MeA y BO no mostraron diferencias significativas

entre machos paternales y agresivos con las crias (U= 27.5, P>0.05; U= 27.5, P>

0.05; respectivamente; Figs. 6y 7).

(g 3.07

3

=

==}

o

S 2.5

=

a4

H

-

2 2.0

g

=

=

L]

2 1.51

o

S

E a a d d
z

1.07 - - - -
| | | |
Paternales Agresivos Paternales Aoresivos
MeA BO

Figura 6. No hubo diferencias significativas en el nimero de células OTR-ir en MeA y BO entre los
machos paternales y los agresivos con las crias. Los datos se muestran en medianas y cuartiles. Las

letras indican que no existen diferencias significativas.
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Figura 7. Microfotografias que muestran células inmunorreactivas a OT en mPOA, BNST, BO y MeA
en machos paternales y agresivos con las crias. 3V = tercer ventriculo, LV = ventriculo lateral, opt =

tracto optico. Barra = 100 pm.
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DISCUSION

Conducta paterna

Los machos paternales exhibieron abrigo, acicalamiento y olfateo, estas conductas
coinciden con lo reportado en machos virgenes para esta especie (Elwood, 1975). En
el caso de los machos agresivos solo se registro la latencia de ataque, debido a que
las crias fueron retiradas inmediatamente después del primer ataque. Cuando las
crias no son retiradas estas pueden ser agredidas e incluso canibalizadas (Elwood

1977).

Concentraciones de oxitocina en plasma

Las concentraciones de OT periféricas obtenidas en los gerbos paternales fueron
significativamente mas altas que en los gerbos agresivos con las crias. Estos
resultados mostraron que altas concentraciones de OT estan asociadas a la
exhibicion de la conducta paterna en el gerbo de Mongolia, lo cual sugiere que la OT
participa en la regulacién de la conducta paterna. En el raton de California, también
se encontr6 que machos virgenes con conducta paterna tienen mayores
concentraciones de OT en plasma comparados con los machos infanticidas o aquellos
gue ignoran a las crias (Gubernick et al., 1995). En los machos del topillo mandarin
(virgenes o padres), altas concentraciones de OT en plasma se correlacionaron con

una alta exhibicion de cuidados paternos (Li et al., 2015).

Receptor de Oxitocina

Los machos del gerbo de Mongolia que desplegaron cuidados paternos tuvieron
significativamente un mayor nimero de células inmunorreactivas a OTR en mPOA y

en BSNT comparados con los machos agresivos hacia las crias. Estos resultados
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sugieren que el receptor de OT participa en la regulacién neuroendocrina de la
conducta paterna del gerbo de Mongolia. Cabe mencionar que este es el primer
estudio que relaciona la conducta paterna con la presencia de OTR en mPOAy BNST.
Este resultado es importante, debido a que ambos nudcleos son esenciales en la
regulacion de la conducta parental (Horrell et al. 2018). Ademas, en la rata de
laboratorio, en mPOA, se localizan los receptores de las hormonas y neuropéptidos
implicados en la regulaciéon de la conducta materna, entre ellos OTR (Lonstein et al.,
2015). Estudios en el topillo mandarin muestran que los nuevos padres tienen una
alta expresion del RNAm del receptor a OT en mPOA que los machos virgenes y
agresivos con las crias (Yuan et al., 2019). En el raton de California, machos virgenes
paternales tienen una mayor expresion del RNAm de OTR en BNST, que en los
machos que ya son padres, esto podria deberse a que en algunos machos el circuito
neural que regula la conducta paterna se encuentra activo, a pesar de no tener
experiencia sexual (Pereira et al., 2015).

La presencia de OTR en MeA y BO no fue significativamente diferente entre los
machos paternales y los agresivos con las crias. Esto podria deberse al hecho de que
ambas areas neurales funcionan como un puente de entrada de los estimulos
olfativos proveniente de las crias. MeA tiene mdultiples conexiones con &reas
facilitadoras (MPOA/BNST) e inhibidoras (AHN/VMH) del circuito neural que regula la
conducta parental (Horrel et al., 2018). En el gerbo de Mongolia MeA y OB son
activados durante interacciones paternales y agresivas con las crias de la especie
(Romero-Morales et al., 2018).

En este estudio, el aumento en la concentracion de OT en plasma y la alta presencia

de OTR en mPOA/BNST puede asociarse con la exhibicion de la conducta paterna,
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puesto que los gerbos utilizados en esta investigacién no tenian experiencia sexual,
ni paterna.

Futuros estudios podrian determinar la participacion de la oxitocina y su receptor en
la regulacion de la conducta paterna del gerbo de Mongolia, mediante la

administracién de antagonistas.
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CONCLUSION

El aumento en la concentracion de oxitocina en plasma y la alta presencia del receptor
de OT en mPOA y BNST, nucleos centrales en la regulacion de la conducta parental,
en machos paternales del gerbo de Mongolia, sugieren que la OT y su receptor

participan en la regulacion de la conducta paterna de este roedor.
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