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RESUMEN

La mayoria de los machos virgenes de los roedores de especies biparentales
son infanticidas, por lo cual durante su ciclo reproductivo transitan de agresivos
a paternales. Esta transicion es facilitada por factores sociales, como el
apareamiento, cohabitacion con la hembra y el nacimiento de las crias.
Ademas, este cambio en la conducta esta asociado a incrementos en las
concentraciones periféricas de varias hormonas, entre estas la testosterona (T)
y sus metabolitos, asi como la presencia de sus receptores en areas neurales
que regulan la conducta paterna. En el hamster enano (Phodopus campbelli),
especie con cuidados biparentales, se ha observado que la exhibicién de la
conducta paterna no esta asociada a cambios en los niveles de T o estradiol
(E2). Esto posiblemente se debe a que alrededor del 95% de los machos
virgenes, acicalan y olfatean a las crias, pero no las recuperan, a diferencia de
los machos que han permanecido con la hembra desde el apareamiento hasta
el nacimiento de sus crias. El otro 5% de los machos son infanticidas. Estas
observaciones llevan a pensar que el despliegue de todas las actividades que
integran la conducta paterna, especificamente la recuperacion de las crias, asi
como la transicion de machos infanticidas a paternales puede ser facilitado por
alguno de los factores sociales antes mencionados. El objetivo de este estudio
fue determinar el factor social que induce la conducta de recuperacion en el
hamster enano y si la exhibicion de esta conducta, esta asociada, a un cambio
en la inmunorreactividad de receptores a-estrogenos (ERa) y/o androgenos
(AR) en el area predptica media MPOA y la amigdala media (MeA), regiones
neurales que participan en la regulaciéon de la conducta paterna en los
roedores. El efecto del apareamiento (copula), la presencia de las crias y la
cohabitacion con la hembra, en la conducta paterna del hamster enano, fue
analizado en 3 modelos experimentales: machos apareados con hembras
intactas (McHI), machos con hembras con oviductos ligados (McHS) y machos
con hembras ovariectomizadas (McHO). En el grupo de machos con hembras
intactas, se realizaron pruebas de conducta paterna después de la cépula, en
el dia 10 de la prefez, y 24 h después del nacimiento de las crias. En los
machos apareados con hembras con oviductos ligados y ovariectomizadas,
estas pruebas se realizaron en tiempos equivalentes, al grupo antes
mencionado. Después de las pruebas de conducta paterna, 5 machos de cada
grupo fueron sacrificados para la obtencion de tejido cerebral, el cual fue
utilizado para la inmunohistoquimica de ERa y AR en MPOA y MeA. Se
cuantificaron los nucleos inmunorreactivos (ir) de ERa y AR en MPOA y MeA
en 180 um?. Los datos fueron analizados por la prueba de Kruskal-Wallis y
ANOVA de dos factores, para medidas repetidas. Los resultados mostraron que
la presencia de las crias, es el factor que induce la exhibicion de todas las
actividades de la conducta paterna en el hamster enano, especificamente la
conducta de recuperacion. La exhibicion de esta conducta, estuvo asociada a
un incremento en la ir-ERa en MPOA, por lo cual se sugiere que los estrégenos
participan en la regulacion de la conducta paterna de este roedor.



ABSTRACT

Most virgin males of biparental rodent are infanticide, by which during their
reproductive cycle transit of aggressive to fatherly. This transition is facilitated
by social factors, such as mating, the female cohabitation and the birth of
offspring. Moreover, this change in behavior is associated with increases in the
peripheral concentrations of several hormones, such as testosterone (T) and its
metabolites and the presence of their receptors in neural areas that regulate
parental behavior. In the dwarf hamster (Phodopus campbelli), specie with
biparental care, it has been observed that the display of paternal behavior is not
associated with changes in the levels of T or estradiol (Ez). Possibly this is due
that about 95% of virgin males groom and sniff the pups, but not display
retrieval, unlike of the males that remain with the female since mating until the
birth of their pups. The other 5% of the males are infanticide. These
observations make us think that the exhibition of all the activities that integrate
the paternal behavior, specifically the retrieval of pups, and the transition from
infanticide to fatherly can be facilitated by some of the social factors above
mentioned. The aim of the present study was to determine the social factor that
induces the retrieval of pups behavior in the dwarf hamster, and if exhibition of
this behavior is associated with a change in immunoreactivity to a-estrogen
receptor (ERa) and/or androgen receptor (AR) in the medial preoptic area
(MPOA) and the medial amygdala (MeA), neural regions that regulate paternal
behavior in rodents. The effect of mating, presence of pups and cohabitation
with the female, on paternal behavior was analyzed in 3 experimental models:
males mated with intact females (McHI), males mated with females with
oviducts ligated (McHS) and males with ovariectomized females (McHO). In the
males of the McHI group, paternal behavior tests were performed after
copulation, on day 10 of pregnancy and 24 h after delivery. In males of McHS
and McHO groups, paternal behavior tests were performed at equivalent times
to those of males from McHI group. After performing the tests of parental
behavior, 5 males from each group were killed and their brains dissected.
Neural tissues were used for immunohistochemical assays for ERa and AR
expression in MPOA and MeA. Immunorreactive nuclei (ir) for AR and ERa in
MPOA and MeA were quantified in 180 um? Data were analyzed by Kruskal-
Wallis test and two-way ANOVA with repeated measures. The results showed
that the presence of pups is the factor that induces the display of all activities of
parental behavior in the dwarf hamster, specifically retrieval behavior. The
exhibition of this behavior was associated with an increase in the ir-ERa in
MPOA, therefore, it is suggested that estrogens are involved in the regulation of
paternal behavior in this rodent.



INTRODUCCION

En los mamiferos los cuidados paternos no son comunes, debido a que la
hembra de estos vertebrados ha desarrollado estructuras especializadas para
cuidar sola de sus crias (un desarrollo embrionario interno, asi como la
presencia de glandulas mamarias que le permiten alimentar a sus crias con
independencia del macho) (Maier, 2001). Sin embargo, en alrededor del 5% de
las especies de mamiferos, el macho participa significativamente en el cuidado
de sus crias (Clutton-Brook, 1991). Entre éstas, se encuentran algunas
especies de primates, carnivoros, perisodactilos y roedores (Kleiman y Malcom,
1981). La conducta paterna se define, como cualquier actividad que realiza el
macho en beneficio de las crias, que aumenta la sobrevivencia de éstas. Desde
el punto de vista evolutivo la expresion de la conducta paterna incrementa la
aptitud del macho; por lo cual esta conducta surgié y es mantenida como una
estrategia reproductiva secundaria en los mamiferos (Clutton-Brock, 1991;

Royle et al., 2012).

En los roedores, la presencia de cuidados paternos esta asociada al sistema de
apareamiento monogamico, por lo cual, la conducta paterna es menos comun
en las especies promiscuas (Kleiman y Malcom, 1981). En un marco evolutivo,
el sistema de apareamiento de una especie, se define como “cualquier
estrategia conductual empleada para conseguir una o varias parejas con el fin
ultimo de obtener descendencia” (Emlen y Oring, 1977). Los bidlogos de la
conducta, analizan el estudio de la conducta animal desde dos perspectivas:
las causas ultimas o evolutivas, y las causas préximas o de los mecanismos

genéticos del desarrollo y los neuroendocrinos (Alcock, 2013). Este estudio



esta enfocado a investigar algunas de las causas proximas que subyacen a la

conducta paterna.

La presencia de cuidados paternos ha sido observada en varias especies de
roedores, como Phodopus campbelli (hamster enano), Meriones unguiculatus
(gerbo de Mongolia), Peromyscus californicus (ratbn de California),
Neotomodon alstoni (raton de los volcanes), entre otras (Hume y Wynne-

Edwards, 2005; Luis et al., 2010; 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 sobre las crias e
incluyen: el acicalamiento, abrigo, olfateo, recuperacién de las crias y
sociabilizacion. En los indirectos, las acciones del macho benefician a su
pareja, reduciendo su gasto energético e incrementando su posibilidad de
sobrevivir, se incluyen entre ellos: provision de alimento, la construccion,
mantenimiento 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).

Acicalamiento

Olfateo

Sociabilizacion

Provision de alimento




Factores que influyen en la conducta paterna

La conducta paterna varia segun diversos factores, entre los que se encuentran
la especie, el sistema de apareamiento, la presencia de la hembra y/o las
crias, asi como la historia reproductiva del padre y posiblemente otros
estimulos externos que no han sido determinados (Brown, 1993; Storey et al.,

1994).

El sistema de apareamiento es un factor determinante en la presencia o
ausencia de cuidados paternos; por ejemplo, en el hamster enano (Phodopus
campbelli), especie mondégama, el macho participa en el cuidado de las crias,
lo cual tiene un efecto positivo en su supervivencia. Contrariamente, en
Phodopus sungurus, especie poligama, el macho no proporciona cuidados a su
descendencia (Wynne-Edwards, 1987). Estas mismas observaciones se han
realizado en otras especies de roedores mondégamas y poligamas, lo cual ha
puntualizado que en los roedores la presencia de cuidados paternos esta

asociada al sistema de apareamiento monogamico (Kleiman y Malcom, 1981).

Independientemente del sistema de apareamiento, estimulos como la cépula,
la cohabitacion con la hembra prefiada y la presencia de las crias pueden
inhibir el infanticidio y facilitar el despliegue de la conducta paterna. En el raton
de California, un 25% de machos virgenes transita de agresivos a paternales
(hacia crias ajenas de la misma especie), 24 horas después de la copula y
cohabitacion con su pareja. No obstante, el 100% de los machos de este
roedor son paternales después del nacimiento de sus crias (Gubernick y
Laskin, 1994). En este ratén también se ha demostrado que la experiencia de

crianza de la primera camada, incrementa la probabilidad de mostrar conducta



paterna hacia una cria ajena de la misma especie, lo que sugiere que durante
la adquisicién de la experiencia reproductiva, el macho sufre una transicién de

infanticida a paternal (Jong et al., 2009).

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 en el dia de su nacimiento, quiza como respuesta a
estimulos olfativos y vocalizaciones provenientes de éstas, lo cual facilita el

reconocimiento de los padres (Clark y Galef, 2000).

Los machos de la rata de laboratorio y los gerbos proporcionan la misma
cantidad de cuidados paternos, tanto a sus crias, como a crias ajenas de la
especie, una vez que su conducta infanticida ha sido inhibida por el nacimiento

de sus propias crias (Brown, 1986; Elwood y Ostermeyer, 1986).

En el raton de laboratorio (Mus musculus), entre el 80 y 90% de los machos
virgenes son infanticidas, conducta que es inhibida por la copula y/o la
cohabitacion con la hembra (Vom Saal, 1985). Sin embargo, en este ratdn, la
presencia de las crias durante varios dias no inhibe el infanticidio, por lo que el
90% de los machos siguen mostrando agresion hacia éstas. También se ha
indicado que la cohabitacion con una hembra ovariectomizada tampoco inhibe
el infanticidio en este roedor, lo cual muestra que los estimulos de la copula
son esenciales para el inicio de la conducta paterna (McCarthy y Vom Saal,

1986).

En el hamster enano, en condiciones de laboratorio la presencia de la hembra
no afecta los cuidados paternos; debido a que tanto los machos que

permanecieron con la hembra después de aparearse, como los que fueron
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privados de la presencia de ésta, no cambiaron significativamente sus

conductas paternales (Jones y Wynne-Edwards, 2001).
Bases hormonales de la conducta paterna

En los machos de los roedores con cuidados paternos, ocurren cambios
hormonales que no han sido observados en machos de especies con cuidados
uniparentales, lo que indica que la conducta paterna (como la materna), es
regulada por hormonas, tales como la prolactina, la oxitocina, la vasopresina, la

testosterona y sus metabolitos, ademas de la progesterona (Brown, 1985).
Prolactina

Es una hormona polipeptidica producida en la adenohipdfisis. Su secrecion es
regulada por el hipotdlamo y es inhibida principalmente por dopamina. 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, como el Area
predptica media (MPOA) (Bridges et al., 1997). En distintos roedores la
presencia de cuidados paternos se ha correlacionado con altas
concentraciones de prolactina, tal es el caso del raton de California, el gerbo de
Mongolia y el hamster enano (Gubernick y Nelson, 1989; Brown et al., 1995;
Jones, 2000). Sin embargo, se desconoce si el incremento en esta hormona

durante la exhibicion de la conducta paterna, es causal.

Un estudio experimental en el hamster enano, en el cual se analiz6 el efecto de
la supresion de prolactina hipofisaria en la regulacion de la conducta paterna de

este roedor, mostré que la administracién de dos agonistas de la dopamina,

8



bromocriptina y cabergolina, ocasionaron una disminucién de los niveles de
prolactina hipofisaria, pero no afectaron la conducta paterna (Brooks et al.,

2005).

Oxitocina

La 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 porcion
posterior de la neurohipdfisis. Esta hormona ha sido relacionada con el
establecimiento de lazos de pareja y la conducta paterna en roedores

monogamos (Young, 1999).

El papel de la oxitocina en la regulacién de la conducta materna ha sido
demostrado ampliamente, por ejemplo, en hembras de ratones “knockout’ del
gen de la oxitocina, existe una disminucion significativa de la frecuencia de
acicalamiento de las crias, en comparacion con las hembras silvestres
(Pedersen, 2005). Considerando que los mecanismos de regulacion
neuroendocrina de la conducta materna podrian ser homdlogos a los de la
paterna, podria esperarse que esta hormona también participe en la regulacion
de la conducta paterna. Sin embargo, los resultados de los estudios realizados
hasta hoy, sobre este aspecto son contradictorios (Wang et al., 2000;

Gubernick et al., 1995).

En los ratones de campo (Microtus pensilvanicus) y en el de la montana
(Microtus montanus), la expresion del gen de la oxitocina se incrementa cuando
se convierten en padres (Wang et al., 2000). En el ratdn mandarin (Microtus

mandarinus) la expresion del gen de esta hormona esta correlacionada con un

9



aumento en la expresion de receptores a-estrogénicos, en areas neurales,
como la amigdala media (MeA), region que forma parte del circuito neural de la
conducta paterna (Zhenzhen et al., 2010). No obstante, en el raton de
California, las concentraciones plasmaticas de oxitocina no difieren
significativamente entre los machos que exhiben conducta paterna y aquellos

que muestran agresion hacia las crias (Gubernick et al., 1995).

Vasopresina

La vasopresina es una hormona peptidica, sintetizada en los nucleos
hipotalamicos supradpticos y paraventriculares. Esta hormona se almacena en
la neurohipdfisis. Su regulacién depende de los cambios de osmolaridad y
volumen circulatorio, es metabolizada rapidamente en el higado y los rifiones

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

Varios estudios han demostrado en las especies mondgamas de mamiferos,
que la vasopresina participa en el establecimiento de la pareja (Young, 1999,
Wynne-Edwards, 2001). En el raton de la pradera (Microtus ochrogaster),
implantes de arginina-vasopresina colocados en el septo lateral del macho,
ocasionaron un incremento en los cuidados paternos. Asimismo, en este roedor
la expresion del gen de la vasopresina aumenta después del nacimiento de las

crias (Wang et al., 1994).

Progesterona

La progesterona es una hormona esteroide, precursora de los androgenos, que
en los machos se produce en las glandulas suprarrenales y el higado. En el
ratbn de California las concentraciones de progesterona se correlacionan

negativamente con la actividad de la aromatasa y fueron significativamente

10



mas bajas en los machos que exhibieron conducta paterna, comparados con
los machos sin experiencia sexual. Ademas, las concentraciones de esta
hormona en plasma se correlacionaron negativamente con la actividad de la
aromatasa en el area preoptica media (MPOA). La evidencia sugiere que la
progesterona tiene un papel inhibitorio en la regulacion de la conducta paterna
(Trainor et al., 2003). Asimismo, un estudio realizado en machos del hamster
enano, sefiala que en este roedor, los niveles de progesterona fueron altos
desde el dia 7 de gestacion hasta el dia del nacimiento de las crias. Después
del nacimiento los niveles de esta hormona decrecieron significativamente
reforzando la idea del papel inhibitorio de la progesterona en la conducta

paterna (Schum y Wynne-Edwards, 2005).

Testosterona

La testosterona (T) 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 aparicion de los caracteres sexuales secundarios y es el sustrato
neural de las conducta agresiva (Jara, 2001; Greenspan y Gardner, 2005),
copulatoria y al parecer también de la conducta paterna (fig. 1, Monaghan y

Glickman, 1992).

Los primeros estudios que correlacionaron la conducta paterna con la T,
indicaron que en los roedores, como el gerbo de Mongolia, ocurre un
incremento en los niveles periféricos de esta hormona durante la prefez,
seguido por un decremento después del nacimiento de las crias (Brown et al.,

1995). Esta disminucion en los niveles de T llevé a creer que en los mamiferos,
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esta hormona tenia un efecto inhibitorio en la conducta paterna. Un estudio
subsecuente sefala, que los niveles periféricos de T en los machos de este
roedor se mantienen sin cambios significativos durante su ciclo reproductivo.
Ademas, en los machos que permanecen con su pareja y Ssus crias
proporcionando cuidados paternos, los niveles plasmaticos de T fueron
significativamente mayores que en los que permanecieron aislados, lo cual
sugiere que la T podria facilitar la exhibicion de cuidados paternos y no
inhibirlos, como se creyd inicialmente. Los machos de este roedor exhiben altos
niveles de agresion al mismo tiempo que proporciona 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 T no solo puede ser el sustrato

neural de la conducta agresiva y copulatoria, sino también de la paternal.

En el topillo rojo (Myodes glareolus), un roedor endémico de Gran Bretafa, se
revelé que en esta especie europea son necesarios incrementos en los niveles
de T para que este roedor despliegue cuidados paternos (Gromov y Osadchuk,

2013).

En el ratén de California, se demostré que la T es necesaria para la exhibicion
de la conducta paterna; en este raton la castracion 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 T tiene un papel facilitador de la conducta paterna (Trainor y Marler,

2001).
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Ademas, en el ratén de California, al colocar implantes subcutaneos de T o
estradiol (E2) mas fadrozol (un inhibidor de la aromatasa), demostraron que la T
no regula de manera directa la conducta paterna, sino que lo hace a través de
su conversion a E; (Trainor y Marler, 2002). Otro trabajo reporta que la
actividad de la aromatasa, enzima que participa en la conversion de T a E,, es
significativamente mas alta, en el MPOA de los machos que participan en el
cuidado de sus crias, respecto a los machos apareados sin crias (Trainor et al.,
2003). Estos resultados sugieren que el incremento en la conversion de T a E»

contribuye al despliegue de la conducta paterna.

Recientemente, en el gerbo de Mongolia, se determinaron los efectos de la T y
sus metabolitos, E, y dihidrotestosterona (DHT), en la regulacién de la
conducta paterna. La administracion de T, E; o DHT, inhibié la conducta
infanticida y facilito la exhibicion de cuidados paternos. Estos resultados
sugieren que en este roedor la conducta paterna puede estar regulada, a nivel

neural, a través de las vias estrogénica y androgénica (Martinez et al., 2015).

Estos resultados muestran la importancia de la T en la regulacion de la
conducta paterna, aunque sus efectos a nivel neural son ejercidos a través de
su conversién a E, y DHT (Fig. 1), con la consecuente participacion de los

receptores a estrégenos y el de andrégenos.
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Fig. 1. Via del metabolismo de la testosterona.
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Bases neurales de la conducta paterna

Un buen numero de estudios en la rata de laboratorio indican que el circuito
neural que regula la conducta materna, esta integrado principalmente por el
MPOA, la base de la estria terminalis (BST), el area hipotalamica anterior
(AHA) y el nucleo hipotalamico ventromedial (VMN), asi como otras areas con
multiples conexiones anatoémicas con estas regiones, como la MeA, que recibe
proyecciones del bulbo olfatorio (BO) (Rilling, 2013). Aunque las bases
neurales de la conducta paterna, se estan empezando a estudiar,
investigaciones realizadas en el raton de California y la rata de laboratorio, han
mostrado, que el MPOA, MeA, BNST y el nucleo accumbens participan en la
regulacion de la conducta paterna (Rosenblatt y Ceus, 1998; Lee y Brown,
2007). En el ratén de California, lesiones del MPOA y la MeA provocan la
reduccion del acicalamiento, el abrigo y el contacto de los machos con las crias
(Lee y Brown, 2007). En ratas machos de laboratorio, los implantes de E; en el
MPOA, inducen la exhibicion de cuidados paternos, a pesar de que en este
roedor no se presenta la conducta paterna, de manera natural (Rosenblatt y

Ceus, 1998). En la Fig. 2 se muestra la localizacion de estas areas neurales.

Newman (1999) ha hecho hincapié en la gran cantidad de superposiciones en
los circuitos neuronales que regulan una variedad de comportamientos sociales
en los mamiferos, entre los que se incluyen el comportamiento sexual, la
agresion ofensiva, y el comportamiento parental, tanto en el caso de la hembra

como en el macho.
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Fig. 2. Ubicacion de la MPOA (rectangulo azul) y MeA (cuadro rojo) en la seccion frontal del cerebro de rata (segun

Paxinos y Watson, 2004).
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Receptores androgénicos

Mecanismos de accion de los receptores androgénicos (AR)

La accion de los andrégenos en los diferentes tejidos esta mediada por los AR
(NR3C4; subfamilia de receptores nucleares 3, Grupo C, Gen 4). La familia de
receptores nucleares incluye receptores a hormonas esteroides, tiroideas,
todos los trans y 9-cis de acido retinoico, 1,25-dihidroxivitamina D, ecdisona y
receptores activados por proliferadores de peroxisomas (Evans, 1998; Laudet

et al., 1992; Robinson et al., 2001).

TESTiCULO

RETROALIMENTACION NEGATIVA
DE LA GnRH

ESPERMATOGENESIS

DIFERENCIACION SEXUAL DE
LOS CONDUCTOS WOLFIANOS

MADURACION SEXUAL Y
PUBERTAD

Fig. 3. Diferencias fisiolégicas en la accién de la testosterona (T) y 5a-dihidrotestosterona (DHT) via el receptor de

andrégenos (R). LH, hormona luteinizante (modificado de Brinkmann, 2011).
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El modelo mas conocido para la accién de los androgenos implica multiples
mecanismos. Cuando la T entra a la célula diana, se puede unir directamente a
su receptor o también puede ser reducida a DHT, por la 5a-reductasa, en
ambos casos se une al AR (Fig. 3). La union al receptor es seguida por la
disociacion de las proteinas de choque térmico (heatstock) en el citoplasma,
simultaneamente hay un cambio conformacional del receptor, resultando en la
translocacion al nucleo. El receptor debe dimerizarse con un segundo receptor,
la unién de este dimero al DNA resultara en la unidn de otras proteinas
(ejemplo: coactivadores, factores de transcripcion generales y RNA polimerasa
Il, Fig. 4), dando lugar a la activacion o represion de la transcripcion en sitios
especificos de la cromatina. Curiosamente, también puede ocurrir a través de
la sefalizacion no gendmica o rapida, en la que estan involucradas las

proteinas SCR, Raf-1y Erk-2 (Migliaccio et al., 2000; Kousteni et al., 2001).

TESTOSTERONA RESPUESTA

RECEPTOR
ANDROGENICO
PRODUCTO

COACTIVADOR DEL GEN

PROMOTORES

NUCLEO POTENCIADOR

CITOPLASMA

Fig. 4. Modelo convencional de la accion de los androgenos. TAFlls son factores asociados a TBP; TBP es la proteina

de union a caja TATA; GTFs es un factor de transcripciéon general (modificado de Brinkmann, 2011).
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Conformacion de los AR

La conformacion molecular de los AR sigue un patron general para la

subfamilia de receptores nucleares, debido a que estos presentan cuatro

dominios (Figura 5):

1.

Estructura amino terminal (NH2): en esta region se localizan las
principales funciones de activacion de la transcripcion y varios
subdominios estructurales. En sus 583 aminoacidos, tiene dos dominios
de activacion independientes; el dominio de activacion 1 (AF-1,
localizado entre los residuos 101 y 370), que es esencial para el AR de
larga duracion y el AF-5 (que se encuentra entre los residuos 360 y 485),
que se requiere para un AR constitutivamente activo, que carece de
dominio de unién a ligando (LBD) (Jenster et al., 1995). Por otro lado, se
ha observado que la regidon AF-5 interactia con un dominio rico en
glutamina en P160 y cofactores como SCR-1 y TIF2/G, y no con sus
“motifs” (Claessens et al., 2008). El dominio amino terminal (NH2) es
altamente flexible; tiene una estructura entre un estado completamente
desplegado, una conformacion plegada y una conformacion tipo globular
(Lavery y McEwan, 2008).

El dominio de union al ADN: este dominio es el mejor conservado en los
miembros de la super-familia de receptores nucleares. Se caracteriza
por un alto contenido de aminoacidos basicos, 9 residuos de cisteina
conservados. El dominio de union al ADN tiene una estructura
compactada globular, en la que se puedan distinguir tres sub-estructuras
(2 grupos de zinc y una extension poco estructurada carboxilo-terminal

(CTE)) (Jakob et al., 2007). Tanto los centros de coordinacién de zinc
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como el carboxilo-terminal flanquean una a-hélice (Luisi et al., 1991).
Las dos regiones que interactuan con el zinc, son estructuralmente y
funcionalmente diferentes y son codificadas por dos exones diferentes.
La a-hélice de la agrupacion de zinc, mas cercana al extremo N-terminal,
interactua directamente con los nucledtidos del elemento de respuesta a
la hormona, en el surco mayor del ADN. Tres residuos de aminoacidos
en el extremo N de esta a-hélice, son responsables de la especificidad
de reconocimiento de la secuencia del elemento sensible del ADN. Estos
tres residuos de aminoacidos, la llamada caja P (P-box) [glicina-serina-
valina], son idénticos en el AR, progesterona, glucocorticoides y
mineralocorticoides, y difieren de los residuos en las posiciones
homologas en el receptor de E,. No es sorprendente, por tanto, que los
AR, progesterona, glucocorticoides y mineralocorticoides puedan
reconocer el mismo elemento de respuesta (Saatcioglu, 2011).

La region de bisagra: se encuentra entre el dominio de unién al ADN y el
dominio de union al ligando, es una zona no conservada, debido a que
puede variar en tamano en diferentes receptores de esteroides. Esta
regidon puede ser considerada como un enlazador flexible del dominio de
unién al ligando y el resto de la molécula al receptor. Esta region es
importante para la localizacion nuclear; debido a que contiene una senal
de localizacidon nuclear bipartita. En algunos receptores nucleares,
incluyendo los AR, la acetilacion puede ocurrir en la regidén de bisagra
(Fu et al., 2004).

Finalmente, la segunda regién mas conservada en el AR es el dominio

de wunibn a la hormona. Este dominio estd integrado por
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aproximadamente 250 residuos en la region carboxilo-terminal final de la
molécula (Hollenberg et al., 1985; Green et al., 1998; Trapman et al.,
1988; Misrahi et al., 1987; Arriza et al., 1987; Brinkmann y Trapman,
2000). Experimentos in vivo favorecen la interaccién funcional
dependiente del ligando entre la region AF2 en el dominio de unién al
ligando con el dominio NH; terminal. La eliminacion del dominio de union
al ligando, impide completamente la unién de la hormona. Las
deleciones en el dominio N-terminal y dominio de union al ADN, no
afectan la unién a la hormona. La supresion del dominio de unién al
ligando conduce a un AR constitutivamente activo, con capacidad de
transactivacion comparable a la longitud completa de AR (Jenster et al.,
1991). Asi pues, parece que el dominio de unién a la hormona actua
como un represor de la funcion de transactivacion en ausencia de la

hormona (Hollenberg y Evans, 1988).

Fig. 5. Organizacion estructural del receptor de andrégenos (Segun Brinkmann, 2011).
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Mecanismos de accion de la union de androgenos al AR.

Los dos andrégenos mas importantes son la T y la DHT, ambas se unen a AR,
aunque cada andrégeno tiene su propia especificidad. Durante la diferenciacion
sexual masculina, la T esta directamente involucrada en el desarrollo y la
diferenciacion de estructuras derivadas de los conductos Wolfianos (epididimo,
conductos deferentes, las vesiculas seminales y los conductos eyaculadores),
mientras que la DHT esta presente en diferentes tejidos diana, tales como el
seno urogenital, tubérculo genital y sus estructuras derivadas (glandula de la
prostata, el escroto, la uretra y el pene) (Wilson et al., 1993; Randall, 1994, Fig.
3). La interaccién de ambos androgenos con el AR es distinta, la afinidad de la

T es dos veces menor que la DHT para el AR (Grino et al., 1991).

Receptores a-estrogénicos

Mecanismo de accion de los ERa

El E> es una hormona esteroide sintetizada principalmente en el ovario y los
testiculos (Katsu et al., 2010), en los vertebrados regula una variedad de
funciones, en el sistema nervioso central, inmune y reproductivo (Bakker y

Brock, 2010; McCarthy, 2010; Vasudevan y Pfaff, 2008).

Desde hace décadas se conoce que una via principal de la accion del E,, se
produce a través de la union de esta hormona a su receptor, y su dimerizacion
es necesaria para su translocacion al nucleo, en donde se une a la region
promotora de sus genes blanco. Existen dos subtipos de receptores para los
estrégenos los ERPB y los ERa, a estos ultimos les daremos mayor énfasis en la

presente tesis, debido a su participacion en la regulacién de la conducta
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materna y reproductiva (Jensen et al., 1968; Toft y Gorski, 1966, Giordano et

al., 1996; Numan et al., 2006; Pefna et al., 2013, Fig. 6).

El descubrimiento de los genes de ER y los elementos relacionados con la
respuesta hormonal, han proporcionado nuevos conocimientos sobre como la
senalizacion de estrégenos, induce cambios en la funciéon celular (Green et al.,
1986; Kuiper et al., 1996). En general, el mecanismo mas conocido de la accion
de los estrogenos es el gendmico, cuya respuesta tiene una latencia larga;
aunque la expresion de algunos genes por la via gendmica puede ocurrir
dentro de los primeros 15 min siguientes de la union de la hormona a su
receptor, la expresion de la proteina biolégicamente activa, normalmente se
produce varias horas mas tarde (Zangenehpour y Chaudhuri, 2002; Barnea y

Gorski, 1970).

En los ultimos afos, se han descubierto nuevos mecanismos de accion de los
estrogenos, cuya respuesta es inmediata, comparada con las respuestas
evocadas por la via gendmica (Vasudevan y Pfaff, 2008). En este mecanismo
participan ERa no nucleares, que se localizan en membranas plasmaticas, por
ejemplo, este tipo de receptores estan presentes en las espinas, axones y
terminales dendriticas (Blaustein et al., 1992; Towart et al, 2003).
Curiosamente, tanto los ERa del nucleo, como los de la membrana celular son
sintetizados a partir del mismo transcripto (Razandi et al., 1999). Los ER de
membrana son insertados en esta estructura por palmitilacién (Pedram et al.,
2007), que ocurre cuando el acido palmitico se une covalentemente al ER. La
palmitilacion agrega al ER una cola hidrofébica, facilitando asi su insercion en
la bicapa lipidica de la membrana (Acconcia et al., 2005). El hipocampo (Hart et

al., 2007) y el hipotalamo (Bondar et al., 2009), tienen ER palmitilados que se
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almacenan en vesiculas y posteriormente son insertados en la membrana por

exocitosis (Boulware et al., 2005).

Conformacion de los ERa

Funcionalmente, el ERa al igual que el resto de los receptores esteroideos,

esta organizado en 4 dominios:

1.

La regidn localizada en el lado amino terminal (NH2) de la proteina es la
menos conservada, entre los distintos receptores nucleares. Este
dominio contiene una funcion de activacién de la transcripcion genética
(AF-1) y varios sitios de fosforilacion que son importantes en el proceso
de activacion de la proteina, especialmente en los procesos en los que
el receptor es activado en ausencia de la hormona (Kato et al., 1995;

Pietras et al., 1995).

2. Adyacente a la AF-1 esta la region de unidon al ADN, que es la mas

conservada entre los diferentes receptores nucleares. Esta region esta
compuesta por nueve residuos de cisteinas, que son invariablemente
conservados entre los diferentes receptores de esteroides, de los cuales,
ocho estan dispuestos alrededor de dos iones de Zn?*, para formar dos
dedos de Zn?*, que le confieren al receptor la capacidad de unirse
especificamente al ADN. La unién a una secuencia especifica en el ADN
esta determinada por la composicion de los aminoacidos localizados
entre estos dos dedos de zinc, conocida como la caja P (P-box) (Laredo
etal., 2014).

Entre la region de union al ADN y el dominio carboxilo-terminal, se

encuentra la regién de bisagra, la cual no ha sido bien caracterizada,
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pero se cree que participa en la union a la proteina chaperona de
choque térmico hsp90 (heatshock protein 90), la cual permanece unida
al receptor, mientras éste se encuentre en un estado inactivo (Laredo et
al., 2014).

4. Finalmente, en el extremo carboxilo-terminal se encuentra el dominio de
unién al ligando (LBD), donde se une la hormona E». Esta region a pesar
que es conservada entre los diferentes receptores esteroideos, es
altamente especifica para su hormona, es decir, que el ER se une al
estrégeno con alta afinidad, pero no a otras hormonas esteroides. Otras
funciones de este dominio incluyen la activacidon de la transcripcién y de
AF-2, la dimerizacion, la interaccion con otras proteinas co-activadoras o
co-represoras de la transcripcion, la fosforilacion y la localizacion nuclear
(Laredo et al., 2014).

Mecanismos de accion de la unién del estradiol a los ERa

Los estrégenos cumplen una funcion vital en la fisiologia reproductiva, tanto
femenina como masculina, estimulando el crecimiento y diferenciacion celular
en el tejido mamario, utero, vagina, ovario, testiculos, epididimo y préstata

(Korach, 1994).

Por otra parte, los estrogenos tienen efectos importantes en una amplia
variedad de comportamientos sociales. Los receptores nucleares de
estrogenos en la via gendmica son irrelevantes en la accion rapida de estas
hormonas en la conducta. Sin embargo, hay fuertes indicios de que los
estrogenos regulan una amplia gama de comportamientos sociales a través de
mecanismos no gendémicos; tal como la agresion en animales mantenidos bajo

fotoperiodos cortos. Machos castrados de la rata de laboratorio, cuando se les
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administra E;, exhiben conducta sexual entre 15 y 35 minutos siguientes a la
administracién de la hormona, este periodo en la respuesta indica que no
depende de la via gendmica (Caldwell y Albers, 2004; Fiszbein et al., 2010;

Sperry et al., 2010).

Fig. 6. Modelo del mecanismo de accién del estradiol (E,): via genédmica y no gendmica (segun Laredo et al., 2014).

ERa en la regulacion de la conducta parental

Entre los dos subtipos de receptores a estrégenos, a y B, el ERa ha sido
asociado con la regulacion de la conducta materna; en las ratas, la cantidad de
marcas de ERa se eleva significativamente, en varias areas que integran el
circuito neural de la conducta materna (MeA, MPOA y BNST), en el ultimo
tercio de la prefiez, cuando se elevan los niveles de E,, hormona, que ha sido

demostrada, promueve el inicio de la conducta materna (Giordano et al., 1996;
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Numan et al., 2006; Pefa et al., 2013). En la rata y ratén de laboratorio, asi
como en el raton mandarin, altas concentraciones de E; favorecen el
despliegue de conducta paterna, que coincide con un incremento en la
inmunorreactividad del ERa, en regiones como MPOA y MeA, que
posiblemente formen parte del circuito neural de regulacion de esta conducta
como en el raton de California (Koch y Ehret, 1988; Rosenblatt y Ceus, 1998;

Zhenzhen et al., 2010).
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Caracteristicas de la especie de estudio

El hamster de la especie Phodopus campbelli, es uno de los dos hamster
enano. El adulto de este roedor tiene una longitud de 80 mm a 103 mm de la
cabeza a la cola, con un promedio de 102 mm; longitud del pie trasero 12-18
mm; longitud de la cola 4-14 mm y longitud de la oreja 13-15 mm. Las mejillas y
los labios son color crema, el resto de la cara y la cabeza esta coloreada en
tonos que van del gris al madera-marron grisacea. El pelaje presenta una raya
en posicion dorsal, que va desde la nuca hasta 2.5 cm antes de la cola (Fig. 7).
Presentan una glandula olorosa en la region media ventral, la cual es visible en
el macho. Este roedor presenta actividad crepuscular y nocturna durante todo

el ano (Ross, 1995).

El hamster enano alcanza la madurez sexual entre los 18 y 23 dias postnatal,
se reproduce en primavera y verano, y tiene un periodo de gestacion de 20 a

22 dias, produciendo de 2 a 10 crias por camada, y de 4 a 6 camadas por afio.

En su medio natural se alimentan de alrededor de 51 plantas, entre las que se
encuentran Stipa capillata, Allium, Iris ruthenia e lIris flavisima. En cautiverio
puede ser alimentado con 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 Region Autbnoma de Tuvinskaya (Tuva), Transbaikalia,
Mongolia, y las zonas adyacentes de Heilungkiang y Hebei, provincias al norte

de China (Ross, 1995, Fig. 7).
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Fig. 7. Distribucién geografica del hamster enano en Asia central (imagen superior), foto lateral del hamster enano

(imagen inferior) (segun Ross, 1995).
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ANTECEDENTES

Debido a que el hamster enano exhibe cuidados paternos naturales, es un
modelo de estudio en las investigaciones de las bases neuroendocrinas de la
conducta paterna. El hamster enano exhibe acicalamiento, olfateo y
recuperacion de la crias, esta ultima actividad se ha utilizado como un
parametro de medicién en las pruebas de conducta paterna (Wynne-Edwards y
Lisk, 1988, Reburn y Wynne-Edwards, 1999; Schum y Wynne-Edwards, 2005;
Hume y Wynne-Edwards, 2005). Probablemente, debido a que esta conducta
es especifica de la conducta paterna, a diferencia del acicalamiento y el olfateo

que también son exhibidos en otras interacciones sociales.

El primer estudio de las bases bioldgicas de la conducta paterna en el hamster
enano, sefald que las concentraciones de T en plasma descienden
significativamente después del nacimiento de sus crias, cuando los machos
proporcionan cuidados paternos, por lo cual se creyé que esta hormona tenia
un papel inhibitorio en la regulacion de esta conducta (Reburn y Wynne-
Edwards, 1999). Mientras que un estudio posterior, menciona que los niveles
de T no descienden, cuando los machos exhiben cuidados paternos. A
diferencia del estudio anterior, en esta investigacion las concentraciones de T,
fueron cuantificadas en varios tiempos de la prefiez y la lactancia (Schum y
Wynne-Edwards, 2005). Posteriormente, aunque se mostré que la extirpacion
de testiculos, en machos con experiencia sexual, ocasiond una disminucion
significativa en los niveles de T y E,, la latencia de contacto y la recuperacién
de las crias, no fueron afectadas (Hume y Wynne-Edwards, 2005). En nuestro
laboratorio, utilizando el modelo de castracién y reemplazamiento hormonal en

machos virgenes, se analizo el efecto de la T y el E; en la conducta paterna del
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hamster enano, encontrandose que aunque los niveles de T y E; fueron
significativamente mas altos en los machos con reemplazamiento de estas
hormonas, comparados con los castrados y simulados, no se observd ningun
efecto sobre esta conducta (Romero-Morales, 2014). Estos resultados sugieren
que la conducta paterna en el hamster enano, no es dependiente de cambios
periféricos en los niveles de T o E,, posiblemente esto se debe a que en este
roedor, aproximadamente el 95% de los machos virgenes, no atacan a las crias
de su especie, contrariamente las acicalan y las olfatean, pero no las
recuperan, a diferencia de los machos que permanecen con la hembra desde el
apareamiento hasta el nacimiento de las crias. El otro 5% de machos son
altamente agresivos e infanticidas. Estas observaciones llevan a pensar que el
despliegue de todas las actividades que integran la conducta paterna,
especificamente la recuperacion de las crias, asi como la transicion de machos
infanticidas a paternales puede ser facilitado por estimulos, como el
apareamiento, la cohabitacidén con la hembra, y la presencia de las crias, como
ocurre en el raton California (Gubernick y Laskin, 1994). Estos estimulos
pueden estar asociados con cambios en la expresién de ERa y AR, en las
areas neurales que regulan la conducta paterna en los roedores, como el
MPOA y la MeA. Desde que estos receptores han sido involucrados en la

regulacion de la conducta paterna.
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HIPOTESIS

El despliegue de la conducta de recuperacién de las crias, es inducido por
estimulos, como la cépula y/o la presencia de las crias, y la exhibicidon de esta
conducta se asocia a un cambio en la inmunorreactividad de ERa y AR en el

MPOA y MeA del hamster enano (Phodopus campbelli).
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OBJETIVOS

General

e Determinar el factor social que induce la conducta de recuperacion en el
hamster enano (Phodopus campbelli), y si la exhibicion de esta conducta
esta asociada a un cambio en la inmunorreactividad de receptores a-

estrogénicos y/o androgénicos en el MPOA y MeA.

Particulares

o Establecer el efecto de la copula, la cohabitacién con la hembra o la
presencia de las crias en la induccién de la conducta de recuperacion.

e Determinar los cambios en la inmunorreactividad de los ERa y AR en
MPOA y MeA en el hamster enano, en las diferentes condiciones

reproductivas antes mencionadas.
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 60 hamsteres enanos (30 machos y 30 hembras) de 90-120 dias
de edad, sin experiencia sexual, procedentes de una colonia, establecida en un
anexo del Laboratorio de Biologia de la Reproduccion, F.E.S.-Iztacala, UNAM.
Los animales se mantuvieron en un fotoperiodo invertido de 12 h: 12 h luz-
oscuridad, a una temperatura de 17 a 21 °C y humedad ambiental de
laboratorio. Como alimento se les proporcioné Lab Diet Nutricubes, para

roedores pequefios y agua ad libitum.

Para conocer las conductas (agresivas o no agresivas) de los hamsteres hacia
las crias, previamente al experimento, se realizaron pruebas de conducta
paterna, con crias ajenas de la misma especie. A través de este método se
eligieron 30 machos, que fueron organizados en 3 grupos, de 10 animales cada
uno. Cabe senalar, que en estas pruebas de conducta paterna 5 machos
mostraron agresion hacia las crias, de estos, 2 machos se integraron al grupo
1, 1 al grupo 2 y 2 al grupo 3. Este criterio de inclusion se basoé en el numero de

animales agresivos.

e Grupo 1: integrado por 10 machos, que fueron apareados (por pareja),
con 10 hembras virgenes intactas.

e Grupo 2: integrado por 10 machos que fueron apareados (por pareja),
con 10 hembras virgenes con oviductos ligados (Salpingoclasia).

e Grupo 3: integrado por 10 machos que cohabitaron con 10 hembras

virgenes ovariectomizadas.
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Pruebas de conducta paterna

Cada macho se coloco en una jaula de observacion (33x 45x 18 cm), con cama
de aserrin limpio; después de 15 minutos de adecuacion se introdujeron para

cada macho, dos crias ajenas, de la misma especie, con una edad 1-3 dias.
Se registraron (Anexo 1):

e La latencia de contacto (tiempo que transcurre desde que la cria es
introducida, hasta que el macho entra en contacto con ésta)

e Tiempo invertido en el acicalamiento

e Frecuencia de olfateo
e Frecuencia de recuperacion de las crias

Estas pruebas se realizaron en los machos del grupo 1: después de la copula,
a la mitad de la prefiez de su pareja, en el dia del nacimiento de las crias y a
las 24 h siguientes del nacimiento. En los machos del grupo 2: después de la
copula y a los 22 dias de cohabitacién con la hembra (tiempo equivalente al
nacimiento de las crias). En los machos del grupo 3: a los 10 dias de
cohabitacion con la hembra (debido a que éstas se vuelven muy agresivas e
incluso matan a los machos que intentan aparearse). Las observaciones se
realizaron entre las 11 a 14 h, en cuarto con luz roja. Cada individuo fue
observado durante 15 minutos, utilizando el método focal. Cuando la cria fue

agredida fue retirada inmediatamente.

Ovariectomias y salpingoclasias

Las hembras del hamster enano fueron anestesiadas via intramuscular con
xilacina 10 mg/kg y ketamina 80 mg/kg. Enseguida se depil6 el abdomen y se
realizé la asepsia con cloruro de benzalconio. Posteriormente, se hizo una

incision en la region abdominal, para exponer los érganos internos. Se localizé
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el ovario, tomando de referencia la localizacion del rindn, debido a que
anatdmicamente estos 6Organos se encuentran acomodados de manera
paralela, enseguida el ovario y oviducto fueron expuestos, se ligaron las
arterias que corren a cada lado del ovario, con hilo cat-gut 0000. Ambos
ovarios fueron cortados y retirados. En las hembras en las que se realizo la
salpingoclasia, los oviductos fueron ligados y cortados de los extremos que los
unen con el utero. Finalmente, se suturaron los tejidos internos con hilo cat-gut
y los externos con seda 0000. Como analgésico se les administro via

intramuscular ketorolaco 66 mg/kg, 1 hora después de haber despertado.

Inmunohistoquimica para receptores androgénicos (AR) y estrogénicos

(ERa) en MPOA y MeA

Cinco machos de cada grupo experimental, fueron sacrificados inmediatamente
después de la ultima prueba de conducta paterna, o cuando se presento, por
primera vez, la conducta de recuperacion. Cada hamster fue anestesiado via
intramuscular profundamente con xilacina 10 mg/kg y ketamina 80 mg/kg. Una
vez anestesiados fueron perfundidos por via intracardiaca, con solucion
fisiologica seguida de paraformaldehido al 2% (disuelto en buffer de fosfatos).
Después de la fijacién se extrajo el cerebro, el cual fue post fijado durante 18
horas en el mismo fijador. Posteriormente, este tejido fue procesado
histolégicamente (Anexo 2). Se realizaron cortes de 7 ym de grosor, entre el
segundo y tercer tercio en el plano sagital del cerebro. La localizacion de la
region del MPOA y la MeA se realiz6 por comparacién con el atlas
estereotaxico de rata (Paxinos y Watson, 2004). En la inmunohistoquimica se

utilizaron anticuerpos policlonales para AR y ERa nucleares IgG de conejo

36



(Santa Cruz Biotecnology, inc). Como segundo anticuerpo se uso el incluido en

el kit de Vectastain Elite ABC Kit (Rabbit IgG, Anexo 3). |
Cuantificacion de marcas inmunorreactivas

Para la cuantificacion de las marcas inmunorreactivas se hicieron
observaciones bajo un microscopio Optico (Motic BA400), se tomaron
fotografias con una camara Moticam de 10 MP, a un aumento de 40X, que
equivale a 180 pmz. Se realizé la impresidén de la imagen. El conteo por area
neural analizada se hizo en 5 animales, tomando de cada uno de ellos un corte.
Una marca se considerd inmunorreactiva, si el producto de reaccion azul-negro

era visible y de la forma y tamafio de un nucleo de la célula (Meek et al., 1997).
Anidlisis de datos

Los datos conductuales obtenidos de las pruebas de conducta paterna: latencia
de contacto, acicalamiento y olfateo, entre los diferentes grupos experimentales
se contrastaron aplicando un ANOVA de dos factores para medidas repetidas

(los dos factores a analizar fueron los tiempos y los tratamientos).

La inmunorreactividad de ERa y AR en el MPOA y MeA, cuantificada en los
machos de los diferentes grupos se analizaron aplicando el estadistico de
Kruskal-Wallis. Aqui se aplicé para las comparaciones multiples entre pares, la

correccion de Bonferroni conservativa (BMI SPSS Statistics, version 21).
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RESULTADOS
Factores sociales y conducta paterna
Transicién de agresivos a paternales

Las pruebas de conducta paterna pretratamiento mostraron que el 83% de los
machos virgenes olfatearon y acicalaron a las crias (25 machos), mientras que
el 16% mostraron agresion (5 machos). De estos machos agresivos, sélo 3
machos transitaron a paternales después de 10 dias de cohabitacién con una
hembra intacta o con salpingoclasia. Sin embargo, s6lo 2 machos agresivos
que cohabitaron con hembras ovariectomizadas y que no copularon, no
cambiaron su conducta de agresivos a paternales. En las hembras de los
diferentes grupos, se confirmé la ausencia de conducta de receptividad sexual,
ciclos estrales y la ausencia de copula en los frotis vaginales, con la presencia

de espermatozoides (x* = 0, GL = 1, P < 0.05; Fig. 9 y Tabla 2).
Efecto de la prefiez

El grupo de machos que permanecieron con hembras intactas, con las cuales
se aparearon Yy tuvieron descendencia, no cambid su conducta hacia las crias:
las mismas actividades que se observaron en las pruebas de conducta paterna
pretratamiento, también fueron observadas, en las pruebas que se realizaron
durante la cohabitacion con la hembra prefiada. Asimismo, la cohabitacion con
hembras con salpingoclasia, después de un periodo de 20 dias (periodo
equivalente a la prefiez), tampoco tuvo ningun efecto en la conducta; los
machos que eran paternales, continuaron siendo paternales (x2 =0,GL=1,P

< 0.05; Tabla 2).
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Efecto del nacimiento y presencia de las crias

Las pruebas de conducta paterna que se realizaron después del nacimiento de
las crias indicaron que este factor social, si ocasioné un cambio en la conducta:
el 80% de los machos que estuvieron presentes en el nacimiento de sus hijos,

exhibieron recuperacién de las crias 24 h después del parto (Tabla 2 y Fig. 2).

Latencia y frecuencia de las actividades desplegadas por el macho del

hamster enano en los distintos tratamientos

Las latencias de contacto con las crias no difirieron significativamente (F= 0.18,
GL= 2, P > 0.05) entre los diferentes grupos. Tampoco se encontraron
diferencias significativas, en el tiempo invertido en el acicalamiento y la
frecuencia de olfateo, entre los machos mantenidos en las distintas condiciones
(F=1.77, GL= 2, P > 0.05; F= 3.50, GL= 2, P > 0.05). Como unicamente los
machos que cohabitaron con hembras intactas hasta el nacimiento de sus
crias, exhibieron conducta de recuperacion, los registros obtenidos de esta

conducta no fueron contrastados estadisticamente (Tabla 2 y Fig. 8).
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McHI= & + Q intactas, 24 h
después del nacimiento de
sus crias

McHS= & + @ con
salpingoclasia, dia 22 de
apareamiento

McHO= ) + Q
ovariectomizada, 10 dias de
cohabitacion

Fig. 8. Unicamente los machos que permanecieron con sus crias después de 24 h del nacimiento, mostraron durante la
conducta de recuperacion, a diferencia de los otros grupos experimentales. Como Unicamente los machos que
cohabitaron con hembras intactas hasta el nacimiento de sus crias, exhibieron conducta de recuperacion, los registros
obtenidos de esta conducta no fueron contrastados estadisticamente. Los datos estan representados en medianas y

cuartiles, debido a su a que no presentan distribucion normal.
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Fig. 9. Fotografias de frotis vaginales de hembra ovariectomizada (A), hembra con salpingoclasia (B), hembra con

salpingoclasia y presencia de espermatozoides (C) y hembra intacta con presencia de espermatozoides (D).
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Tabla 2. Porcentaje de machos que presentaron agresion (Agr), acicalamiento (Acicala) y recuperacion de las crias (RP) en diferentes etapas del ciclo sexual de este roedor.

Pruebas de conducta | Condicion 1 dia después de la copula En el dia 10 de la prefiez 24 h después del nacimiento
paterna pre-tratamiento de las crias

experimental
Acicala | RP Agr Acicala RP Agr Acicala | RP Agr Acicala RP Agr

80% | 0% |20% | < *@intactas | 80% | 0% | 20% | 90% | 0% | 10% | 100% | 60% | 0%

n=10

90% | 0% | 10% g+ con 0% | 0% |10% | 90% | 0% | 10% | 100% | 0% | 0%
salpingoclasia

n=10

80% | 0% | 20% g+ % con 80% | 0% | 20% | 80% | 0% | 20%

ovariectomia

n=10




Inmunorreactividad de ERa en MPOA y MeA

La inmunorreactividad en 180 u? para ERa (ir-ERa) en MPOA y MeA, difirié
significativamente entre los grupos con diferentes intervenciones (H= 18.93,

GL=4, P <0.001 y H=11.959, GL=4, P = 0.018, respectivamente; Fig. 14).

La ir- ERa en MPOA de los machos apareados con hembras intactas, fue
significativamente mayor (Bonferroni, P = 0.0125) que la observada en machos
apareados con hembras con salpingoclasia y ovariectomizadas. Asi mismo, los
machos apareados con hembras intactas también presentaron
significativamente mayor ir-ERa que los machos virgenes con conducta paterna
espontanea y los agresivos hacia las crias. Machos apareados con hembras
con salpingoclasia también presentaron mayor inmunorreactividad que los
machos que cohabitaron con hembras ovariectomizadas, con conducta paterna

espontanea y los agresivos hacia las crias (Figs. 10 y 14).

En cuanto a la cantidad de marcas ir-ERa en MeA, la comparacion multiple de
medias (Bonferroni, P = 0.0125), indicd diferencias significativas solamente
entre los machos que cohabitaron con hembras ovariectomizadas y los machos

con conducta paterna espontanea (Figs. 11y 14).
Inmunorreactividad de AR en MPOA y MeA

La cantidad de marcas inmunorreactivas en 180 p? para AR (ir-AR) en MPOA y
MeA, difirié significativamente entre los grupos de machos (H = 19.033, GL = 4,

P <0.001yH=13.049, GL =4, P =0.01, respectivamente; Fig. 15).

La comparacion multiple de medias (Bonferroni, P = 0.0125) indic6 diferencias

significativas en las marcas ir-AR en MPOA, entre los machos que cohabitaron
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con hembras intactas, los machos que cohabitaron con hembras
ovariectomizadas y los agresivos hacia las crias. También se encontraron
diferencias significativas en la irrAR en MPOA, entre machos que
permanecieron apareados con hembras con salpingoclasia y los que

cohabitaron con hembras ovariectomizadas (Figs. 12 y 15).

También en MeA se encontraron diferencias significativas en la ir-AR
(Bonferroni, P = 0.0125), entre los machos que se aparearon con hembras con
salpingoclasia, con los que cohabitaron con hembras ovariectomizadas y los

machos con conducta paterna espontanea (Figs. 13 y 15).
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McHI= & + Q intactas, 24 h
* 4 después del nacimiento de
sus crias

McHS= & + @ con
salpingoclasia, dia 22 de
apareamiento

*+ McHO= 4+ 0
ovariectomizadas, 10 dias

de cohabitacion

MPE= Macho con conducta
paterna espontanea

MA= Machos agresivos

*+

*+

Fig. 10. Los machos que permanecieron con sus crias 24 h después del nacimiento presentaron significativamente
mayor ir-ERa en MPOA, que los machos de las otras condiciones experimentales (P < 0.001). Cuantificada en 180

um2. Los datos estan representados en medianas y cuartiles.
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McHI= & + Q intactas, 24 h
después del nacimiento de
Sus crias

McHS= & + Q@ con
salpingoclasia, dia 22 de
apareamiento

McHO= i) + Q
ovariectomizadas, 10 dias

de cohabitacion

MPE= Macho con conducta
paterna espontanea

MA= Machos agresivos

Fig. 11. Los machos con conducta paterna espontanea presentaron significativamente mayor ir-ERa (P < 0.001) que

los machos que cohabitaron con hembras ovariectomizadas, en el dia 10 de cohabitacion. Cuantificacién en 180 pm2.

Los datos estan representados en medianas y cuartiles.
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McHI= & + Q intactas, 24 h
después del nacimiento de
sus crias

McHS= & + Q@ con
+ salpingoclasia, dia 22 de
apareamiento

McHO= ) + Q
ovariectomizadas, 10 dias

de cohabitacién

MPE= Macho con conducta
paterna espontanea

MA= Machos agresivos

*y *y

Fig. 12. La ir-AR en MPOA fue significativamente mas alta en los machos que permanecieron apareados con hembras
intactas, en comparacién a los que cohabitaron con hembras ovariectomizadas, machos virgenes con conducta
paterna espontanea y agresiva. Pero no difirieron de los machos apareados con hembras con salpingoclasia (P <

0.001). Cuantificacion en 180 pm2. Los datos estan representados en medianas y cuartiles.

47



McHI= & + Q intactas, 24 h
después del nacimiento de
sus crias

McHS= & + @ con
salpingoclasia, dia 22 de
apareamiento

McHO= ) + Q
ovariectomizadas, 10 dias

de cohabitacion

MPE = Macho con conducta
paterna espontanea

MA= Machos agresivos

Fig. 13. Los machos apareados con hembras con salpingoclasia presentaron significativamente mayor ir-AR que los

machos de las otras condiciones experimentales (P < 0.001). Cuantificacion en 180 um2. Los datos estan

representados en medianas y cuartiles.
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MPOA

MeA

Fig. 14. Fotomicrografias de ir-ERa en el MPOA y MeA, en machos 24 h después del nacimiento de sus crias (A y F), machos en el dia 22
de apareamiento (B y G), machos en el dia 10 de cohabitacion con hembras ovariectomizadas (C y H), machos con conducta paterna
espontanea (D e |) y agresivos hacia las crias (E y J). Barra de 50um.
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MPOA

MeA

Fig. 15. Fotomicrografias de ir-AR en el MPOA y MeA, en machos 24 h después del nacimiento de sus crias (K y P), machos en el dia 22 de
apareamiento (L y Q), machos en el dia 10 de cohabitacién con hembras ovariectomizadas (M y R), machos con conducta paterna
espontanea (N y S) y agresivos hacia las crias (O y T). Barra de 50pm.
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DISCUSION

En este trabajo encontramos que la presencia de las crias facilita el despliegue
de todas las actividades que integran la conducta paterna del hamster enano,
especificamente la conducta de recuperacion, debido a que ninguno de los
machos apareados con hembras con salpingoclasia o que cohabitaron con

hembras ovariectomizadas exhibieron esta conducta.

Los machos que en la primera exposicion a las crias fueron agresivos (5
machos), cambiaron esta conducta a paternal, después del apareamiento con
hembras intactas (2 machos), o con salpingoclasia (1 macho), pero no en la
cohabitacion con hembras ovariectomizadas (2 machos). Estos resultados
sugieren que en el hamster enano, la copula es un factor social, que facilita la
transicion de machos agresivos a paternales. En el ratén de California, el 34%
de los machos que permanecen cohabitando con su pareja, despliegan
cuidados paternos después de 24 h siguientes a la cépula (Gubernick et al.,
1994). Esto también ha sido observado en el raton de laboratorio y el gerbo de
Mongolia, en los cuales la transicion de infanticidas a paternales también es
facilitada por la copula, en el 100% de los machos (Vom Saal, 1985; McCarthy

y Vom Saal, 1986; Clark y Galef, 2000; Jong et al., 2009).

La exhibicién de la conducta de recuperacion de las crias en el hamster enano,
unicamente fue observada en los machos apareados con hembras intactas,
que permanecieron con sus crias 24 h después del nacimiento. Esto muestra
que la presencia de las crias es un factor determinante en la exhibicién de la
conducta de recuperacion, en este roedor. Estos hallazgos coinciden con lo
reportado en el raton de California, en el cual sélo después del nacimiento de

las crias, el 100% de los machos son paternales. Lo cual indica que la
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presencia de las crias es un estimulo esencial en el establecimiento de la

conducta paterna (Gubernick y Laskin, 1994).

No se encontraron diferencias significativas en la ir-ERa en MeA, en los
machos de las diferentes condiciones experimentales. Esto podria deberse a
que en la regulacién neural de la conducta paterna, como en la regulacién de la
conducta materna, la MeA tiene como funcién enviar las sefales de olfaccidon
provenientes del BO, tanto a regiones que forman parte del circuito neural

positivo, como el negativo que regula esta conducta (Numan, 2007).

Los machos apareados con hembras intactas, que permanecieron 24 h
después del nacimiento con sus crias, presentaron significativamente mayor ir-
ERa en el MPOA, que los machos de las otras condiciones experimentales.
Estos resultados muestran que hay una asociacidén entre la presencia de las
crias, la exhibicion de la conducta de recuperacion y el aumento en la ir-ERa en
MPOA, lo cual sugiere que los ERa, y por tanto los estrogenos desempefian
una funcién importante en la regulacion de la conducta paterna de este roedor.
Al parecer, el impacto del efecto de los estrogenos no tiene que ver con
cambios en los niveles periféricos de estas hormonas, debido a que éstos no
cambian significativamente a través de su ciclo reproductivo (Schum y Wynne-
Edwards, 2005). En otro estudio realizado en el hamster enano, en el cual se
analizaron los cambios en la ir-ERa en MeA, BNST y MPOA, en machos
virgenes, apareados y con experiencia paterna, se sefald que no se
observaron cambios, en las diferentes condiciones reproductivas (Timonin et
al., 2008). La diferencia entre estos resultados y los aqui obtenidos,
posiblemente se deban al disefio experimental; en este estudio se realizaron

pruebas de conducta paterna, antes de iniciar el experimento, que permitieron
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conocer la conducta de los machos virgenes hacia las crias (paternales o
agresivos), y se registraron los cambios en estas conductas, ocasionados por
la copula, presencia de la hembra o de las crias, y su relacion con la ir-ERa, en
la areas neurales estudiadas. Mientras que en el de Timonin et al. (2008), solo
compararon los cambio de ir-ERa en diferentes etapas del ciclo reproductivo,
sin asociar el efecto de cada uno de estos factores, con la exhibicion de la

conducta paterna.

La ir-AR en MPOA y MeA fue significativamente mas alta tanto en el grupo de
machos que permanecieron con la hembra hasta 24 h después del nacimiento
de sus crias, asi como en los machos que permanecieron apareados con
hembras con salpingoclasia, en comparacién con los machos que cohabitaron
con hembras ovariectomizadas y los machos virgenes. Estos resultados
sugieren que la ir-AR se incrementa con la copula, debido a que los dos grupos
experimentales con altos niveles de ir-AR tuvieron en comun, el factor social,
copula. Estos hallazgos indican que la presencia de las crias no esta asociada
a la ir-AR. Sin embargo, es probable que en la transicion de machos agresivos
a paternales, los AR y por tanto los androgenos participen como un estimulo,
que abra el circuito neural de la regulacién de la conducta paterna. El efecto
facilitador de la cépula, en el inicio de la conducta paterna puede deberse al
incremento de T que se registra después del apareamiento (Gary y Kristen,
1969, Bonilla et al., 2006). En el gerbo de Mongolia, machos virgenes
infanticidas, se convierten en paternales después de un incremento
suprafisiolégico en los niveles de T o de sus metabolitos, E; 0 DHT, ocasionado
por la administracion de estas hormonas, mostrando que el inicio de la

conducta paterna en este roedor, depende de la via estrogénica y androgénica

53



(Martinez et al., 2015). Futuros estudios en el hamster enano deben evaluar el
efecto de la administracion de T o sus metabolitos en el inicio de la conducta

paterna en machos virgenes agresivos hacia las crias.

CONCLUSIONES

Con base en estos resultados se concluye: que la presencia de las crias es el
factor que induce la exhibicion de todas las actividades de la conducta paterna
del hamster enano, especificamente la conducta de recuperacion. La exhibiciéon
de esta conducta, esta asociada a un incremento en la ir-ERa en MPOA, por lo
cual se sugiere que los estrogenos participan en la regulacion de la conducta

paterna de este roedor.
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Anexo 1. Etograma utilizado en el registro de las conductas paternas del

macho del hamster enano (Phodopus campbelli).
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Anexo 2

Técnica para deshidratacion del tejido cerebral e inclusion en parafina.

1. Después de la perfusion dejar el tejido en el fijador (paraformaldehido al

2%) entre 12 'y 16 horas.

2. Lavar con agua corriente (Cambios cada 15 minutos)................. 1h

3. AICONOI B0 ... e 40 min
4. AlCONOl 70°. .. 40 min
5. AICONOI B0 ... 40 min
6. AICONOl O0°. ... e 40 min
7. AICONOI OB°.. .. 40 min
8. AICONOl T00° .. 40 min
9. AICONOl T00° 2. .. 40 min
10.Alcohol AMIlICO 1. ... 2 min
11.AICOnOl AMIlICO 2. e, 2 min
12.Parafina 1. ... 1 h 30 min
13.Parafina 2. 1 h 30 min

14.Inclusioén en cubo de parafina
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Anexo 3

Técnica para Inmunohistoquimica en tejidos fijados con paraformaldehido al

2% con el Kit Vectastain Elite.

1 KIlOl A 10 min
2. X0l 2. 10 min
3. Hidratar (alcohol 90°, 80°, 70° y agua destilada).................... 10 min c/u
4. Citrato de sodio (0.01M).............. Bafio Maria hasta 90° C y dejar enfriar
5. Colocar Bloxall (Bloking solution (SP-6000))............ccccoviviinnn.n. 10 min
6. Lavar en buffer de fosfatos.............cooooiiii 5 min
7. Incubar en suero bloquedor............cooiiiiiiii e, 20 min
8. Quitar exceso de suero e incubar en 1° anticuerpo 1/50 ...Toda la noche
9. Lavar en buffer de fosfatos. ... 5 min
10.Incubar 2° anticuerpo biotilinado (ABC- KIT-Elite).................. 1 h 30 min
11. Lavar en buffer de fosfatos.............ccooiiii 5 min

12. Incubar en ABC-Reagent Vectastain.................cocooviiiiinnn. 30 min

13.Lavar en buffer de fosfatos. ..o 5 min

14.Incubar en sustrato para peroxidasa hasta cambio de color (DAB

Sustrate Kit (SK-4100))

15.Lavar con agua destilada

16.Limpiar, secar y montar con Vecta Mount (H-5000)
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Anexo 4

Lista de abreviaturas

AR
BNST
DHT
E2
ERa
AHA

McHI
McHO
McHS
MeA
MPOA

VMN

Receptor androgénico

Nucleo de la base de la estria terminalis
Dihidrotestosterona

Estradiol

Receptor estrogénico a
Area hipotalamica anterior

Nucleo inmunorreactivo

Machos apareados con hembras intactas

Machos que cohabitaron con hembras ovariectomizadas
Machos apareados con hembras con salpingoclasia
Amigdala media

Area predptica media
Testosterona

Nucleo hipotalamico ventromedial
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