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RESUMEN

En la coneja, la conducta maternal (CM) inicia antes del parto con la construccion del nido
maternal. Este proceso consta de tres actividades: la excavacion de una madriguera, el acarreo
de paja y el arrancado de su propio pelo incorporados al nido. El inicio y declinacion de estas
etapas estan regidos por cambios en la concentracion de hormonas de la gestacion. La CM
post-parto parto se centra en la lactancia que dura cerca de 30 dias, durante los cuales, la
frecuencia con la que la madre entra al nido, se mantiene constante y cada episodio de
amamantamiento dura aproximadamente tres minutos y ocurre con periodicidad circadiana.
El estimulo mecanico de la succidn es indispensable para la regulacion de la CM post-parto,
pues al reducir la camada a uno 6 dos crios, se incrementa: el nimero de entradas de la madre
al nido en un dia y el tiempo que pasa la madre con los crios dentro del nido.

Las consecuencias neuroenddcrinas de la succion en la coneja incluyen, principalmente, la
secrecion de la prolactina y la oxitocina (OT), para la produccion y la evacuacion de la leche,
respectivamente. Por otra parte, durante la lactancia, se incrementa el nimero y el tamafio
de las neuronas que sintetizan OT, en el nGcleo supradptico (NSO) y el nucleo paraventricular
(NPV), en comparacion con el estro y la gestacion. Asimismo, el estimulo es suficiente para
sincronizar la actividad locomotora y la expresion de PER1 en las neuronas oxitocinérgicas
del NPV y el NSO pero no en el nacleo supraquismatico (NSQ). Por otro lado, en la rata, la
lesion del NPV en el embarazo tardio previene el inicio del comportamiento maternal
mientras que las lesiones hechas durante la lactancia temprana provocan solamente efectos
selectivos sobre algunos aspectos de la conducta maternal.

La evidencia sugiere que, las sefiales provenientes de la succidén impactan sobre regiones
especificas del cerebro, que regulan la motivacion de la madre para entrar al nido y
amamantar a su camada. Sin embargo, se desconoce la participacion del NPV en la
regulacién de la periodicidad y la duracion de cada episodio de amamantamiento. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de la lesion quimica del NPV
durante la lactancia temprana, sobre la conducta de amamantamiento (i.e. la periodicidad y
la duracion de cada episodio de succidn), en conejas que amamantan a una camada de 6 a 7
crios durante la lactancia temprana. Se utilizaron 21 conejas adultas primiparas (Oryctolagus
cuniculus), que amamantaban una camada de 6 a 8 crios y mostraron un comportamiento

materna normal a lo largo de siete dias consecutivos. Se mantuvieron en un bioterio



[fotoperiodo Luz/ Oscuridad (14h:10) a temperatura natural] , dentro del cual se instalé un
sistema de circuito cerrado de video para monitorear ininterrumpidamente su
comportamiento. Las hembras dispusieron de agua y alimento ad libitum, que se
cuantificaron diariamente como indicadores de bienestar. Luego de siete dias de registro
conductual (post-parto), las hembras fueron sometidas a la microinyeccién bilateral del NPV
(coordenadas: A = 1.5, L =£1, DV = 15) con AK (0.5pg/ul). Las hembras se sacrificaron 15
dias despues de la cirugia, sus cerebros fueron removidos, crioprotegidos y seccionados
coronalmente a 40um. El tejido fue montado en portaobjetos y tefiidos con violeta de cresilo
para apreciar las estructuras neuroanatomicas y determinar el volumen del area lesionada por
medio del método de Cavalieri. Mientras que para calcular la hora del amamantamiento en
cada hembra, y si los eventos ocurrian con periodicidad circadiana, se utilizé el analisis de
Rayleigh. En cuanto a los indicadores de bienestar, se encontrd que el consumo promedio de
agua y alimento durante la gestacion fue de 407 + 157.7 ml. y 154 £ 59.7¢gr respectivamente,
mientras durante los primeros dias de lactancia, las hembras registraron un incremento
significativo (P<0.001) en ambos indicadores (agua: 551.6 = 157.6 ml; alimento: 237.3
91.8gr MediaxDE). Luego de la cirugia, no se encontraron diferencias significativas en el
consumo de agua y alimento entre los tres grupos de hembras lesionadas. Sin embargo, cuatro
hembras dejaron de comer y/o beber por un dia luego de la lesiédn, tres de ellas pertenecientes
al grupo de lesion bilateral del NPV. El 100% de las hembras lesionadas fuera del NPV (n=8)
retuvo la motivacion para entrar al nido, y amamantar a su camada, una sola vez en 24hrs. El
100% de las hembras con lesién unilateral (n=5), con un dafio promedio de 19.9% en el NPV,
retuvo la motivacion para amamantar a sus crios dentro del nido. EI 80% de ellas amamanto
una sola vez cada 24hrs, mientras que el 20% restante, incremento la frecuencia de los
amamantamientos. De las hembras lesionadas bilateralmente (n=8), el 50%, con un dafio
promedio de 29.8% en el NPV, retuvo la motivacién para amamantar a su camada, sin
embargo, alteraron la frecuencia de los amamantamientos en 24 horas. El 50% restante, con
un dafio promedio de 33.6% en el NPV, perdié la motivacion para amamantar. Ninguna
lesion modificd la duracion de los episodios de amamantamiento. Por lo tanto, el presente
trabajo sugiere una participacion importante del NPV en la regulacion de dos aspectos de la
CM de la coneja: la periodicidad circadiana del amamantamiento y la motivacion para

amamantar.
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1 INTRODUCCION

1.1 Conducta parental
Se denomina conducta parental (CP) a la serie de acciones ejecutadas por alguno de los
miembros adultos de una especie, hacia uno de los miembros reproductivamente inmaduros

para asegurar la supervivencia y crecimiento hasta la madurez (Numan, 1988).

1.1.1 Conducta maternal

Dentro de los cuidados parentales, se encuentran aquéllos proporcionados
exclusivamente por la madre para asegurar el desarrollo normal de su descendencia. En los
mamiferos placentarios, varia entre las especies en relacion al el grado de desarrollo que
presentan los crios al momento de nacer (Numan, 1988). Las crias con menor grado de
desarrollo al nacimiento (altriciales: ratas, ratones, perros, conejos) requieren de mayores
cuidados en comparacion con aquellas mas desarrolladas (precoces: caballos, ballenas,
liebres).

La CM se puede diferenciar en dos etapas. La primera de ellas, tiene lugar durante la
gestacion y se denomina CM pre-parto. Esta etapa se caracteriza por conductas indirectas
hacia la camada como el aislamiento (ovejas y cabras), el incremento en la agresividad (ratas,
ratones y hdmsters) y la construccion del nido maternal (lagomorfos) (Gonzalez-Mariscal y
Poindron, 2002). La segunda etapa ocurre después del parto, por lo que, se denomina CM
post-parto. Durante esta Ultima fase de la CM se presenta una serie completamente diferente
de conductas, esta vez, dirigidas exclusivamente a las crias. La CM post-parto incluye el
acicalamiento, el acarreo y los lamidos genitales pero el componente mas conspicuo entre los

mamiferos es el amamantamiento.

1.1.2 Conducta maternal en la coneja

1.1.2.1 Conducta maternal pre-parto (CM pre-parto)
La coneja en vida silvestre, a mediados de la gestacion, se aparta del area comun, donde se
localiza el resto de los conejos, para construir una madriguera maternal en algun sitio oculto

(Vergaetal., 1978). La CM pre-parto inicia con la construccion del nido maternal puede ser
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dividida en tres etapas (Zarrow et al., 1965; Gonzalez-Mariscal et al., 1994), cuyo inicio y
declinacion, estan regidos por cambios en la concentracion de hormonas de la gestacion. La
excavacion inicia alrededor del dia 21, alcanzando su maxima expresion entre los dias 25 y
27, asociada con altos niveles de estradiol (60 pg/ml) y progesterona (9 ng/ml) en sangre. El
acarreo de paja inicia alrededor del dia 30 (cuando declina la excavacién), alcanzando su
maxima expresion uno o dos dias después, coincide con un descenso de progesterona y un
incremento en los niveles de estradiol (75 pg/ml) en sangre. Finalmente el arrancado de pelo,
su maxima expresion se presenta u dia después del parto, coincidiendo con altos niveles de
testosterona (308 pg/ml) y prolactina (160 ng/ml) en sangre (Gonzalez-Mariscal et al., 1994;
1996).

1.1.2.2 Conducta maternal post-parto (CM post-parto)

Tan pronto como cada uno de los gazapos atraviesa el canal de parto, la madre se
come la placenta (Melo y Gonzéalez-Mariscal, 2003). Al terminar, dedica su atencién a la
higiene del nido, para luego salir de la madriguera y cerrar el acceso (Verga et al., 1978). La
coneja no regresara hasta el dia siguiente para amamantar a sus crias. El resto de la CM-post
parto se centrard Unicamente en la lactancia. En la coneja la lactancia dura cerca de 30 dias,
durante los cuales la frecuencia con la que entra al nido se mantiene constante (Hoy y Selzer,
2000). Cada episodio de amamantamiento dura aproximadamente tres minutos y ocurre una
vez al dia cada 24 horas, dentro del nido maternal (Gonzalez-Mariscal et al., 2013, Jilge
1993, 1995; Hoy y Selzer, 2000).

1.2 Lactancia

La produccién de leche, en los mamiferos placentarios, consta de dos fases (Neville,
2006): Una fase de calostro (dias 1 a 3), el cual contiene altas concentraciones de sustancias
protectoras como inmunoglobulinas (Cowie, 1984) y una fase lactea (dias 4 a 30), en la que
se producen grandes cantidades de leche, que esta constituida por agua, proteinas, azucares
(lactosa), lipidos y minerales, asi como factores de crecimiento y hormonas (Delouis y
Richard, 1993).
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1.2.1 Sintesis y eyeccion de leche

La leche es sintetizada en el citoplasma de las células alveolares de la glandula mamaria, a
partir de moléculas elementales tomadas de la sangre (Delouis y Richard, 1993; Tucker,
2000). Posteriormente la leche es almacenada en el lumen del alveolo para ser evacuada al
momento de la succién. Durante el amamantamiento, la activacion el plexo nervioso de la
piel del pezon, el cual es sensible al tacto, produce impulsos nerviosos que son disparados
por los receptores sensoriales del pezén y transmitidos desde los nervios del pezon, hasta la
médula espinal, pasando por el nucleo cervical lateral (situado en la parte dorsal del funiculo
lateral, a nivel de las cervicales C1-C3), el nucleo externo del coliculo inferior y la region
peripeduncular (Fig 1). Por un lado, la sefial inhibe la liberacion de dopamina de las neuronas
tuberoinfundibulares, del ndcleo arcuato del hipotadlamo, e induce en los lactotrofos la
liberacion de prolactina (PRL), el principal componente del complejo galactopoiético (y el
unico necesario para una produccion lactea normal en la coneja) (Cowie, 1984; Clapp et al.,
1987). Asimismo, la integracion de las sefiales, del reflejo de succion, tiene lugar en las
neuronas oxitocinérgicas del ndcleo supradptico (NSO) y el nlcleo paraventricular (NPV).
Estas neuronas liberan una descarga de oxitocina (OT) a través la neurohipofisis. Cada
liberacion arroja cantidades masivas de OT a los vasos portahipofisiarios. Una vez en la
circulacién, llega a las células blanco de la glandula mamaria, donde produce la contraccién
de las células mioepiteliales de los ductos lactiferos y alveolos (Delouis y Richard, 1993;
Clapp, 1987; Tucker, 2000; Gimpl y Faharenholz, 2001; Neville, 2006) (Fig 2).

Fig 1. Via ascendente implicada en la liberaciéon de OT y PRL durante la succidn

Figura 1. Via ascendente implicada en la liberacion de OT y PRL durante la succion. Cuerno
dorsal (CD); Ndcleo cervical lateral (NCL), Nucleo externo del coliculo inferior (NECI); Regidn
peripeduncular (PP); Nucleo paraventricular (NPV); Nlcleo supradptico (NSO) y Nucleo arcuato
(NA). Modificado de Wakerley, 2006.
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1.3 Nucleo paraventricular

El nucleo paraventricular del hipotalamo (NPV) es una estructura bilateral que rodea al tercer
ventriculo en sentido anteroposterior. Se caracteriza por ser una estructura altamente
vascularizada capaz de integrar sefiales provenientes de diversas aferencias (i.e.: nucleo
arcuato, area preoptica media) y generar sefiales eferentes, neuroendocrinas y autonoémicas,
a través de sus axones, hacia otras areas (i.e.: neurohipofisis, eminencia media, médula
espinal) (Simmons y Swanson, 2008; Stern, 2011). Su composicion glial es principalmente
de astrocitos, mientras que su organizacion neuronal consta de una poblacion mixta de células
magnocelulares y parvocelulares que producen mayoritariamente oxitocina (OT) vy
vasopresina (AVP), respectivamente (Tasker et al., 2002), asi como también, somatostatina,
encefalina, angiotesina Il, renina, glucagén, hormona liberadora de adrenocorticotropina,
colecistoquinina, dinorfina y tirosina hidroxilasa (TH) (Sofroniew, 1985). Ademas de la
produccién hormonal, difieren en su tamafio y destino axonal. La mayoria de las neuronas
magnocelulares envian sus axones hacia la neurohipoéfisis y las neuronas parvocelulares se
extienden a diversas regiones del cerebro como la estria medular, la estria terminal, la
capsula interna (Buijs et al., 1978), el bulbo olfatorio, el septum lateral, el nlcleo de la banda
diagonal, la region supramamilar, la amigdala y el hipocampo (Sofroniew 1985). Tan s6lo
cerca del 0.2% de las neuronas del NPV poseen axones colaterales, es decir, que envian sus
axones tanto a la neurohipdéfisis como regiones fuera del hipotdlamo (Gimpl y Fahrenholz,
2001).
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Fig 2. Reflejo de eyeccion de leche.

Fig 2.: 1 — Estimulacién mecéanica de los pezones de la madre provocada por la succién de los crios; 2 — Cortes
coronales del corddn espinal, por donde viaja el estimulo de la succion (modificado de Tuker A, 2000); 3 —
Corte sagital del cerebro de la coneja: el estimulo es recibido por las neuronas del NPV y NSO (modificado
de Popesko P, 1992); 4 — Alveolos de la glandula mamaria. A) Capilares, B) Células mioepiteliales, C) Células
alveolares, D) Lumen del alve6lo (modificado de Cowie T, 1984); 5 — Pezon. Se unen de 5 a 6 galactdforos
(modificado de Cowie T, 1984) y 6 — Diseccidn ventral de las glandulas mamarias (modificado de Cooper A,
1840).
En la rata la distribucion de las neuronas del NPV es particularmente heterogénea, consiste
en una mezcla de neuronas parvocelulares y magnocelulares que se encuentran distribuidas
en sub-nucleos. El tamaiio y la forma de las neuronas que sintetizan OT y AVP, varia
considerablemente: algunas de ellas son ovales mientras que otras son mas alargadas
(fusiformes), con didmetros que van de los 10 a los 35 um (Sofroniew, 1985). En el conejo,
la parte anterobasal del NPV inicia rostralmente a nivel del ndcleo supraquiasmatico, se
extiende dorsocaudalmente a lo largo del tercer ventriculo y lateralmente hacia el fornix (Fig.
3). Sus poblaciones neuronales varian, morfolégicamente, en su aspecto. Mientras que las
células AVP son granulosas, las OT son de apariencia lisa y afinada. Adicionalmente,
difieren en el tamafio: mientras que en la region anterobasal las neuronas OT tienen mayor

area somatica (OT = 256.0+12.6um?; AVP = 255.1+17u m?), en el cuerpo principal del NPV,
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las neuronas AVP son de mayor tamafio (OT = 218.2+6.2um?; AVP = 325.1+36.9um?).
Comparado con el NSO (243.9+10.3um?) y el hipotalamo lateral (227.6+36.1um?) el NPV
es la estructura hipotalamica con las neuronas oxitocinérgicas de menor tamafio
(Schimchowitsch et al., 1989). A diferencia de la rata, en el conejo no existe una subdivision
de neuronas parvocelulares o magnocelulares (Schimchowitsch et al., 1989; Caba et al.,
1996).

Fia 3. Ubicacién de las neuronas AVP vy OT en el NPV del conejo
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Fig. 3. cortes coronales del NPV en diferentes planos, desde su extension anterobasal, hasta su cuerpo
principal. En cada secci6n, se pueden apreciar, lado izquierdo de cada corte, las neuronas
inmunoreactivas a AVP y del lado derecho las neuronas inmunoreactivas a OT. (QO) Quiasma 0ptico;
(TO) Tracto optico; (F) Fornix. (Modificado de Schimchowitsch et al., 1989).

1.3.1 Nucleo paraventricular y conducta maternal
Diversos investigadores han estudiado el NPV, con la finalidad de determinar su
participacion sobre la CM. Se sabe que las lesiones efectuadas durante la gestacion tardia
previenen el inicio de la CM, mientras que las realizadas en la lactancia temprana afectan

selectivamente algunos aspectos de esta conducta. Por ejemplo, en la rata la lesion
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electrolitica efectuada el dia 15 de gestacion, disminuyd significativamente la CM post-parto
(acarreo, agrupamiento, postura de amamantamiento y construccion del nido). Al lesionar el
NPV el dia 4 post-parto, no se encontraron alteraciones significativas en la CM (Insel y
Harbaugh, 1989). En 1985 Numan y Corodimas encontraron que las lesiones del NPV, por
radiofrecuencia o por cortes a sus conexiones laterales, el dia 4 post-parto, no causaron
alteraciones significativas de la conducta materna. Las hembras sometidas a una prueba de
agresion materna, luego de recibir una lesion electrolitica en el NPV el dia 5 post-parto,
solamente disminuyeron significativamente la frecuencia y la duracion de los ataques, pero
no mostraron diferencias significativas en la evaluacion de la CM (Consiglio y Lucion, 1996).
Las lesiones quimicas, con &cido kainico, que se realizaron en el dia 2 de lactancia solo
redujeron significativamente el acarreo de los crios y la construccion del nido (Olazabal y
Ferreira, 1997). Las lesiones realizadas con acido iboténico Unicamente incrementaron la
frecuencia de ataques contra un intruso durante una prueba de agresividad materna
(Giovenardi et al., 1998).

1.4 Oxitocina y Vasopresina (generalidades)

En 1895 Oliver y Shéfer descubrieron que los extractos de pituitaria alteraban la presion
sanguinea ademas de poseer una accion antidiurética (Laycock, 2010). Mas tarde, en 1906,
Henry Dale encontré que los mismos extractos ocasionaban contracciones uterinas y cuatro
afios después, Ott y Sott describieron que su efecto sobre la glandula mamaria provocaba la
eyeccion de la leche (Cross, 1966). Finalmente, a inicios de los afios 50, Du Vigneaud
establecio la estructura de los principios activos responsables de esos efectos, es decir: la
AVP, también conocida como hormona antidiureética, responsable de los cambios de presion
y antidiuresis y la OT, causante de las contracciones uterinas y la eyeccion de leche (Zingg,
2002).

Ambas hormonas neurohipofisiarias son nonapéptidos cercanamente relacionados
entre si pertenecientes a un grupo de neuropéptidos que virtualmente esta presente en todos
los vertebrados, la familia de la arginina vasotocina. Difieren Unicamente en los aminoacidos
ubicados en las posiciones 3 y 8 (Stoop, 2012). Tanto la OT como la AVP, tienen un puente

disulfuro entre las cisteinas 1 y 6, lo que da como resultado un péptido constituido por una
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parte ciclica de seis aminoacidos y un grupo COOH-terminal con una cola a-amidadada de
tres residuos (fig. 4b) (Gimpl y Faharenholz, 2001).

Fig 4. Neurohipdfisis y sus secreciones

Oxitocina Vasopresina
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Fig. 4. a) Corte sagital del hipotalamo y la neurohipéfisis de la rata. pvn: nicelo paraventricular; son: nicelo
supradptico. Se esquematizan las proyecciones hipofisiarias del NPV y el NSO (modificado de Sofroniew,
1985). b) Estructura de la OT y AVP, en rojo, muestra las modificaciones en los aminoacidos de las posiciones
3y 8 (modificado de Laycock, 2010).

En el cerebro de los vertebrados, la OT y AVP, son sintetizadas por distintas poblaciones
celulares ubicadas en el NPV y el NSO, asi como en algunos nucleos accesorios (Stoop,
2012). Los axones enviados a la neurohipofisis, salen lateral y caudalmente del NPV para
unirse ventro-caudalmente a los axones del NSO. Posteriormente estos grupos de fibras pasan
a través de la capsula interna de la eminencia media y se extienden hasta la neurohipofisis,
donde vierten su produccion al torrente sanguineo (Fig. 4a) (Neville, 2006).

La neurosecrecion es causada por un estimulo en las neuronas (OT o AVP),
principalmente en los grupos celulares del NPV y NSO, el potencial de accion viaja por el
axon y despolariza la membrana terminal, lo cual, provoca la apertura de los canales de Ca®*,
que resulta en la liberacion de OT y AVP por exocitosis (Tasker et al., 2002). La liberacion
de OT, hacia el torrente sanguineo, ejerce acciones periféricas (e.g. eyeccion de leche y
contracciones uterinas). Por otro lado, las dendritas de las neuronas magno y parvocelulares
liberan la OT por exocitosis dendritica, esta OT es vertida dentro del liquido cerebroespinal
(LCE) y permanece dentro del SNC, donde participa en la modificacion de diversas
conductas (Kennedy J y Ehlers D. 2011). Cuando la OT y la AVP se liberan centralmente,

son degradadas dentro del cerebro por aminopeptidasas o entran al LCE donde tienen una
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vida media de 20 minutos, antes de ser desechadas por el flujo masivo de la circulacion
(Stoop, 2012).

1.4.1 Oxitocina

La OT es sintetizada intracerebralmente por el NPV y el NSO, para luego ser liberada
a través de la neurohipofisis hacia el torrente sanguineo. Sin embargo, adicionalmente a su
fuente en el NPV, también es sintetizada por varios nucleos accesorios como el nucleo
intersticial de la estria terminal, el area preoptica, el hipotalamo anterior, el nacleo comisural
anterior y el hipotalamo lateral (Sofroniew, 1985) asi como por 6rganos y tejidos periféricos
(i.e. el epitelio uterino, los ovarios, los testiculos, las células del endotelio vascular y el
corazon) (Laycock, 2010).

Ademas de sus conocidas acciones durante el parto y la lactancia, se le atribuyen
funciones como un factor luteinizante en el ovario, en la expulsion de secreciones seminales
(por su presencia en los testiculos la préstata y el epididimo), es facilitadora de la filtracion
glomerular en el rifibn y promotora de bradicardia (descenso de la frecuencia cardiaca)
(Zingg, 2002).

A nivel central los receptores a OT (OTR) se encuentran ampliamente distribuidos,
tanto en los astrocitos como en las neuronas. En la rata se han detectado receptores a OT en
abundantes regiones del cerebro, como: corteza del pedinculo dorsal (area infralimbica),
nucleo olfatorio anterior, islotes de Calleja, el grupo ventral de células palidas (ganglios
basales), el nicleo del lecho de la estria terminal, el subiculo ventral, el nicleo amigdalino
central y el ndcleo ventromedial hipotalamico (Gimpl y Fahrenholz, 2001). La distribucion
de los OTR es extremadamente heterogénea entre las especies, tanto en la ubicacion como
en su densidad. Por ejemplo, mientras que en la rata el subiculo ventral y el area CA3 del
hipocampo contienen un alta densidad de receptores, en el conejo y el cuyo son indetectables
en dichas regiones (Tribollet, 1992; Gimpl y Fahrenholz, 2001). Entre las acciones centrales
asociadas a este neuropeptido, se encuentran: la conducta sexual, el comportamiento social,
comportamientos relacionados al estrés, la alimentacion, el acicalamiento, la memoria, el
aprendizaje y la conducta maternal (Zingg, 2002). Este Gltimo punto, se abordara a

continuacion con mayor detalle.
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1.4.1.1 Oxitocina y conducta maternal

Pedersen y Prange (1979) fueron los primeros en encontrar que, en ratas ovariectomizadas
pretratadas con estrogenos, la administracion intracerebroventricular (ICV) de OT induce el
despliegue de la CM en menos de una hora. En 1984, Fahrbach et al reportaron que el 50%
de las hembras infundidas con OT (400 ng/10ul) desplegaron completamente la CM
espontanea, comparado con el 25% de los animales inyectados con solucion salina. De
manera interesante, otros trabajos han encontrado que, a bajas concentraciones (5 fMol), la
administracion ICV de OT no es efectiva para inducir la CM, pero si lo es cuando se implanta
en el bulbo olfatorio, donde provocé el despliegue de todos los componentes de la CM en
menos de dos horas de exposicion a crios ajenos (Yu G-Z et al., 1996).

Otras aproximaciones experimentales para dilucidar la participacion del nonapéptido
sobre la CM, consisten en el uso de antagonistas o antisueros a OT. Por ejemplo, la infusién
ICV o en el bulbo olfatorio de d(CH2)5-8-ornitina-vasotocina (un antagonista andlogo a
oxitocina: OTA), durante el parto, causo un retraso significativo en el inicio de todos los
componentes de la CM (acarreo, agrupacion y postura de amamantamiento) (Leengoed et al.,
1987; Yu G-Z et al., 1996). Por otro lado el empleo de un antisuero de OT en ratas virgenes
ovariectomizadas, pretratadas con benzoato de estradiol mas progesterona, causé una
incidencia significativamente menor de CM (acarreo, acicalamiento, postura de
amamantamiento y agrupamiento), en comparacién con animales infundidos con suero
normal de conejo, antisuero a neurotensina, no infundidas e infundidas con antisuero a OT
mas oxitocina. En este Gltimo grupo la OT revirti6 el efecto del antisuero (Pedersen et al.,
1985). De igual modo, al administrar el antisuero OT a ratas, ovariectomizadas e
histerectomizadas el dia 16 de gestacion, pretratadas con benzoato de estradiol, se observé
un incremento significativo en la latencia para responder maternalmente a crios ajenos
(Fahrbach et al., 1985).

En otros experimentos, al comparar entre ratas seleccionadas como altamente
maternales (High LG-ABN) contra ratas menos maternales (Low LG-ABN), se encontré que
tras la administracién ICV de OTA en el dia tres post-parto, las ratas High LG-ABN con una
CM exacerbada, lamian y acicalaban a sus crios con la misma frecuencia que las ratas Low

LG-ABN (Champagne et al., 2001). Aun cuando algunos investigadores han reportado que
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la administracion de OTA durante la lactancia (i.e. dia 5 post-parto. Fahrbach et al., 1984)
no causa efectos significativos sobre el desempefio de la CM, Pedersen y Boccia (2003)
investigaron la influencia de la OT sobre la expresion de algunos componentes de la CM
post-parto, en ratas lactantes. Por medio de la administracion ICV de OTA durante los
primeros dias de lactancia (dias 2-3 y 6-7), encontraron una disminucién en frecuencia los
episodios largos de acicalamiento a crios (>2seg), mientras que incremento
significativamente (p=0.015) la frecuencia de episodios cortos de acicalamiento (<2seg), esto
significa que la oxitocina puede estar regulando los niveles de maternalidad exhibida durante
la lactancia, cuando la CM esta completamente establecida.

Ahora se sabe que los receptores a OT se encuentran distribuidos en &reas
relacionadas con la conducta maternal (Fig. 5). En la rata, por medio de autoradiografias, se
encontrd que el cerebro de ratas High LG-ABN exhibian un mayor nimero de receptores a
OT en el area preoptica media (APOM), el ndcleo del lecho de la estria terminal, el ndcleo
central amigdalino, el septum lateral (SL) y el ndcleo paraventricular (Champagne et al.,
2001) y que la concentracion de estos receptores aumenta significativamente durante la
lactancia en el APOM y el SL (Francis et al., 2000). Por otra parte, por medio de ensayos de
deteccion por radioligando, se sabe que en sitios como el area tegmental ventral del
mescencéfalo y el APOM los receptores a OT aumentan significativamente durante el parto
en comparacion con la gestacion y que al suministrarse OTA en esas areas, durante el parto,
se retrasa significativamente el acarreo de los crios ademas de disminuir la duracion de la
postura de amamantamiento (crouching) (Pedersen et al., 1994). Asi mismo, estas
observaciones se han replicado en otras especies, como el raton de campo (Microtus
ochrogaster), donde por medio de autoradiografia se encontrd que los animales maternales
expresan una mayor cantidad de receptores a OT en el nicleo acumbens y que la
administracion de OTA en ese sitio inhibe la respuesta maternal hacia los crios (Olazabal y
Young, 2006).
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Fig 5. Ubicacion de los receptores a AVP y OT en el cerebro de la rata
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1.4.2 Vasopresina
La arginina vasopresina (AVP) es sintetizada principalmente por las neuronas

magnocelulares del NSO del hipotalamo, las cuales envian sus axones a la neurohipdfisis.
Por otro lado, también es producida por las neuronas parvocelulares del NPV y algunos
nucleos accesorios, que se localizan en el nucleo del lecho de la estria terminal, el nucleo
circular, la amigdala media y el nucleo supraquiasmatico (Gerstberge y Fahrenholz, 1989;
Birnbaumer, 2002; Caldwel et al., 2008). Aunadas a las areas de sintesis intracerebral, se han
localizado fuentes periféricas de AVP, como los ganglios simpéticos, glandulas adrenales,
los ovarios, los testiculos, el corazén y el timo (Laycock, 2010).

Los efectos fisiologicos de la AVP son mediados por tres subtipos de receptores: V1a
y V1p, que activa la fosfolipasa via proteina Gg/11, y el receptor V2 que activa la adenilciclasa
interactuando con la proteina Gs (Birnbaumer, 2002). Por medio del analisis por
autoradiografia se han detectado los receptores a AVP en la rata (Fig. 5). Los receptores de
tipo V1a se han encontrado en el septum lateral, en la IV capa neocortical, el nicleo
supraquiasmatico, la sustancia nigra, el area ventral tegmental mescencefalica, los coliculos
superiores, el rafe dorsal, el ntcleo del tracto solitario, nicleo del lecho de la estria terminal,
el nacleo acumbens y el nacleo olivar inferior (Birnbaumer, 2002). Por otro lado, la
distribucion de los receptores de tipo V1b no esta establecida, aunque se sabe de areas con
presencia del receptor, como las neuronas piramidales de la region CA2 del hipocampo
(Gerstberge y Fahrenholz, 1989; Birnbaumer, 2002).

Los efectos de la AVP se han asociado a conductas como la agresion (territorialidad
y marcaje), afiliacion (formacién de parejas y cuidados parentales), aprendizaje y memoria
(reconocimiento social, memoria espacial y no espacial) asi como al estrés y la depresion
(Birnbaumer, 2002). Se sabe que en la rata, los niveles de AVP se incrementan
significativamente en el NSO y el NPV, durante el parto (Neumann et al., 1993) por lo que

se ha propuesto su participacion en la activacion de la CM.

1.4.2.1 Vasopresina y conducta maternal
Al administrar antisuero a AVP, a ratas virgenes ovariectomizadas y pretratadas con
benzoato de estradiol mas progesterona, se observo que desplegaron CM con una incidencia
significativamente menor que los animales tratados con suero normal de conejo, antisuero a

neurotensina o no infundidos, durante la prueba de exposicion a crios ajenos (Pedersen et al.,
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1985). Al administrar d(CH2)5Tyr(me)AVP (un antagonista al receptor a vasopresina V1a)
en el APOM, durante el parto, se retraso significativamente el acarreo de los crios; ademas,
se aumentd la latencia a presentar la postura de amamantamiento y se redujo su duracion total
(Pedersen et al., 1994). Por otra parte, al infundir, a finales de la gestacidn, un antagonista a
AVP de manera ICV o en la amigdala central, no se afecto el establecimiento de la CM post-
parto, pero si causé una disminucion significativa de la memoria maternal (respuesta
maternal hacia crios ajenos, después de haber sido separada de la camada, tras una primer
experiencia maternal) cuando se administr6 en la amigdala central (Nephew y Bridges,
2008%). Por otro lado al analizar la CM durante una prueba de agresién maternal, tanto la
AVP como el antagonista al receptor VV1a, Unicamente redujeron significativamente la CM
(i.e. acarreo, construccion de nido, acicalamiento y postura de amamantamiento), pero no las
conductas agresivas (i.e. mordidas, golpes con extremidades anteriores o posteriores). Sin
embargo, la administracion de AVP ocasiono un incremento en la latencia a iniciar el ataque

contra un intruso (Nephew y Bridges, 2008).

1.5 Regulacién de la CM post-parto

Durante el periodo post-parto la via principal a través de la cual los crios interaccionan
con su madre es el amamantamiento. Se ha sugerido que la via neuroenddcrina que regula la
eyeccion de la leche participa en la manutencién de la CM post-parto, debido a que la
estimulacion del pezén durante la succion es la sefial mas importante, mediante la cual, los
crios indican su presencia a la madre. Ademas en el hamster (Giordano et al, 1984) y en la
rata (Giovenardi et al., 1998) la presencia de los crios es esencial durante la lactancia para la
expresion de conductas agonistas. Giordano et al (1984) analizaron el efecto de la separacion
madre-crio sobre la expresion de la agresion maternal en los hamsteres (Mesocricetus
auratus). Encontraron que cuando las madres son separadas de sus crios presentan
significativamente menos ataques contra un macho intruso en comparacion con hembras
expuestas a una prueba de agresion maternal en presencia de sus crios. Por otro lado, los
niveles de agresividad fueron restaurados tras probar a las hembras 30 minutos después de
ser reunidas con su camada.

Por otra parte, se sabe que las lesiones efectuadas en el mesencéfalo resultan en una

disminucion significativa de la liberacion de OT durante la succion (Juss y Wakerley 1981)
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y que al lesionar el nucleo peripeduncular, del mesencéfalo, con &cido iboténico las hembras
son incapaces de amamantar a sus crios, aun cuando presentan leche en las glandulas
mamarias (Hansen y Kohler 1984; Hansen y Ferreira, 1986). Asimismo, en la rata, la lesion
electrolitica del nucleo peripeduncular el dia 8 post-parto, no sélo provoco la incapacidad de
la madre para proveer alimento a sus crios; también abatio completamente la conducta
agresiva hacia un macho intruso. Sin embargo, a pesar de la lesion, las madres continuaron
adoptando la postura de amamantamiento sobre los crios (Hansen y Ferreira, 1986).

Otros trabajos han demostrado que la privacién del estimulo de la succion a las
hembras lactantes repercute sobre la CM. Por ejemplo, en ratones, la telectomia (i.e.
remocion quirdrgica de los pezones) realizada antes del parto ocasion6 que los ataques en
contra de un macho intruso fueran completamente eliminados durante la prueba de
agresividad maternal (Svare y Gandelman, 1976). Por el contrario la telectomia realizada
durante los primeros dos tercios de la lactancia no caus6 ninguna influencia sobre la agresion
maternal lo cual indica que existe un periodo de sensibilidad durante las primeras horas post-
parto en el cual el estimulo de la succién es fundamental para iniciar la conducta de
agresividad, probablemente debido a la accion de la serotonina sobre areas como el 6rgano
vomeronasal (Svare y Gandelman, 1976; Garland y Svare, 1988).

En la rata al modificar la capacidad de los crios para succionar (e.g. al enfriar a los
crios, suturar sus bocas o al anestesiar el nervio infraorbital), se encontré que la calidad del
estimulo de la succion es esencial para provocar que la madre adopte correctamente la postura
de amamantamiento. Asi mismo, al variar el nimero de crios que succionan en la camada,
encontraron que la estimulacion de uno o dos crios es eficaz para inducir la inmovilidad de
la madre, pero no lo es para provocar una adecuada postura de amamantamiento, como la
ocasionada por una camada de ocho crios (Stern y Johnson, 1990).

En ratones (Mus musculus) se encontr6 que las hembras que amamantan camadas de
menor tamario (2-5 crios) pasan mas tiempo al cuidado de los crios (e.g. tiempo dentro del
nido, acicalamiento y amamantamiento) en comparacion a las madres con camadas mas
numerosas (8 crios), que invierten mas tiempo en comer y beber (Priestnall, 1972). Otros
investigadores han reportado que en los hamsteres existe una relacion inversamente
proporcional entre el nUmero de individuos en la camada y la cantidad de interaccion madre-

crio (Guerra 'y Nunes, 2001).
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1.5.1 Frecuencia de succion en la coneja

Se sabe que durante el periodo de lactancia, la coneja amamanta a sus crios una vez al dia
durante 3-5 minutos (Zarrow et al., 1965; Gonzalez-Mariscal et al., 1994; Hoy y Selzer,
2000; Lincoln, 1974). Por su parte Jilge analizd, durante los primeros 15 dias de lactancia, el
comportamiento de conejas lactantes en busca de un ritmo de amamantamiento predecible.
Encontré que las hembras que alimentaban a una camada de 5-8 crios dentro de un bioterio
aislado del ruido exterior, con un ciclo de luz-oscuridad 12:12 (Jilge, 1993) o luz continua
(Jilge, 1995), amamantan con periodicidad circadiana y que durante los primeros 10 dias los
episodios se ajustaban a la hora de mayor actividad de los crios.

Por otro lado, se estudiaron las caracteristicas del estimulo de la succion para
determinar si el tiempo que pasaba la coneja, dentro del nido, era modificado por la edad (2-
3y 7-8dias) y el numero (1, 2, 4, y 8 crios) de crios en la camada. Se encontr6 que al reducir
el tamafio de la camada, a un crio, se provocaba un incremento en la duracion del tiempo que
pasa la madre dentro del nido (20.81+6.02 min y 9.81+3.09 min para los grupos de 2-3y 7-
8 dias de edad, respetivamente) (Gonzalez-Mariscal et al., 2012). Asimismo, al analizar la
participacion de la succion sobre la periodicidad del amamantamiento, se encontrd que las
hembras, con libre acceso a los crios, en un bioterio con temperatura natural y un fotoperiodo
luz/oscuridad (14:10), entran con mayor frecuencia al nido cuando se reduce el nimero de
gazapos en la camada (e.g uno, dos o cuatro crios). Por el contrario, las hembras con una
camada de 6-8 crios desplegaron sus amamantamientos con una regularidad circadiana,
descrita por un vector poblacional con un angulo de 58° que corresponde a las 3:51h
(p<0.001) (Gonzalez-Mariscal et al., 2013).

En 1970, Findlay y Roth, encontraron que al anestesiar conejas lactantes y extraer la
leche de las glandulas mamarias, previo a su habitual episodio de amamantamiento, entraban
inmediatamente al nido, adoptaban una postura de amamantamiento sobre los crios y
permanecian dentro por alrededor de tres minutos. Esto sugiere que la duracion del
amamantamiento no esta determinada por la expulsion de la leche o la saciedad de los crios.
En otro modelo experimental Gonzalez-Mariscal et al (2004) encontraron que el 37% de
conejas virgenes con remocién del bulbo olfatorio accesorio entraron al nido, adoptaron la

postura de amamantamiento y se dejaron succionar por 3-4 min, cuando se les proporciond
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una camada de crios ajenos durante una hora, a pesar de no tener leche que proveer a dicha
camada. Esta conducta se abatio con la OVX. Posteriormente, encontraron que al lesionar el
epitelio del bulbo olfatorio de conejas virgenes con sulfato de zinc, para determinar la
participacion del sistema olfatorio principal, el 70% de las hembras virgenes desplegaron una
CM, caracteristica de las hembras lactantes (e.g. rapida entrada al nido, adopcién de postura
da amamantamiento y de 3 a 5 min dentro del nido) (Chirino et al., 2007). Por otro lado, se
sabe que la privacion del estimulo de la succién provoca que las madres permanezcan un
mayor tiempo dentro del nido con sus crios, e.g.: al anestesiar los pezones (Findlay, 1968);
por telectomia (Gonzalez-Mariscal et al., 2000) o al cubrir los pezones con cinta (Gonzélez-
Mariscal, 2007).

La informacion anterior, sugiere que la duracion del amamantamiento no esta
regulada por la evacuacion lactea pero si por las sefiales recibidas durante la succion. Las
sefiales somatosensoriales generadas por la estimulacion del pezon durante la succion,
ascienden por la medula espinal, pasando por el nucleo cervical lateral, el nicleo externo del
coliculo inferior y la region peripeduncular hasta alcanzar las neuronas oxitocinérgicas del
NPV y el NSO (Lincoln y Paisley, 1982). Mientras que, la ausencia del estimulo de la
succion, por mas de 48 horas, causa una disminucién significativa en la expresion de PER1,
en neuronas inmunoreactivas a OT (NPV y NSO), en neuronas inmunoreactivas a TH, asi
como en las neuronas del SL.

Por otro lado, al analizar la fuerza de contraccion del Gtero, en respuesta la succion,
para estimar la liberacion de OT, encontraron que la fuerza de contraccion del Gtero es mayor
si la coneja es succionada por una camada de 4 crios que al amamantar sélo uno o dos crios
(Fuchs y Wagner 1963). Adicionalmente, al analizar la influencia de la intensidad de succion
sobre la liberacion de OT en plasma (a través de muestras de sangre tomadas, antes, durante
y después de la succidn), se encontrd que la succidon de una camada de seis crios ocasiond un
significativo aumento en los niveles de OT en plasma, asi como una mayor ganancia de leche
per cépita (15.5gr/crio), comparado con los bajos niveles de OT y la pobre ganancia de leche
(2.5gr), encontrados por la succion un sélo crio (Fuchs et al., 1984). Por otra parte, la succion
de una camada de 5-6 crios activa a las neuronas del NSO y el NPV pues el nimero de
neuronas inmunoreactivas a c-FOS es mayor que el observado en hembras virgenes

(Gonzalez-Mariscal et al., 2009). Asimismo, el tamafio y el numero de las neuronas que
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sintetizan OT en el NSO y el NPV se incrementan significativamente durante la lactancia,
comparadas con el estro y la gestacion tardia (Caba et al, 1996). También, este mismo
estimulo es suficiente para sincronizar la actividad locomotora de las hembras a la hora del
amamantamiento. Al mismo tiempo, incrementa la expresion de la proteina PER1 en diversas
poblaciones neuronales, relacionadas con la produccion y la eyeccién lactea, como las
neuronas inmunoreactivas a tirosina hidroxilasa de la region tuberoinfundibular del ndcleo
arcuato y la region periventricular hipofisiaria (Meza et al, 2011), asi como las neuronas
oxitocinergicas del NPV y del NSO (Meza et al, 2008). Por otro lado, se sabe que el estimulo
de la succion que también sincroniza la expresion de la proteina PER1 en areas relacionadas

con la CM, como el area predptica, el septum lateral (dorsal y ventral) (Meza et al, 2015).

1.6 Ritmos bioldgicos
Los movimientos de rotacién y traslacion de la tierra son los principales responsables de
generar los ciclos (i.e. luz y temperatura) que dotan a nuestro medio de una ritmicidad. A su
vez, estos cambios se traducen dentro de un sistema biolégico como fendmenos recurrentes
(bioquimicos, fisioldgicos o conductuales) con intervalos regulares, conocidos como ritmos
bioldgicos. Estos ritmos, son una propiedad de los seres vivos que se presenta como una
adaptacion al entorno, por lo cual, probablemente todos los organismos expresan un ritmo
asociado a las oscilaciones del medio. Los ritmos biol6gicos se caracterizan por poseer una
frecuencia (nimero de acontecimientos de un evento repetido por unidad de tiempo), un
periodo (tiempo que tarda cada ciclo de fluctuacién), una amplitud (medida de la magnitud
de la oscilacion de un ciclo) y una fase (punto de referencia especifico en el ciclo de un ritmo)
(Morales y Fernandez, 2008). Debido a que la principal sefial sincronizadora es el ciclo de
luz/oscuridad, los ritmos se pueden clasificar dependiendo de la frecuencia con la que se
repite dicho ciclo. Los ritmos con una frecuencia cercana a 24 horas se consideran
circadianos, mientras que a aquellos con una frecuencia mayor a 24 horas se denominan
infradianos (i.e. ciclos anuales y lunares) y por ultimo los ritmos ultradianos (i.e.
circamareales), que se repiten mas de una vez en 24 horas, (Morales y Fernandez, 2008;
Aguilar y Escobar, 2002).

El conejo ha presentado ser un excelente modelo para el estudio de los ritmos

circadianos. Por ejemplo, con la intencion de caracterizar la capacidad del alimento como un
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posible sincronizador, se utilizo la restriccion de alimento (por cuatro horas) en condiciones

de luz constante, sobre: la conducta de locomocién, la excrecion de heces duras, la excrecion

de orina, las aproximaciones al bebedero y al comedero. Se encontré que estas cinco

actividades, de los conejos machos, pueden ser sincronizadas por un estimulo no fético como

el alimento (Jilge, 1991 y Jilge et al., 1987). Asimismo, al registrar la temperatura corporal

en conejas gestantes, por medio de telemetria, se encontré que la temperatura corporal

muestra un ritmo en libre corrimiento con un periodo de duracion mayor a 24 horas, sin

embargo, después del parto, este ritmo se sincroniza con el amamantamiento y los picos de

temperatura coinciden con el amamantamiento (Jilge et al., 2001).

Actividad de los crios
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Figura 6. Actograma de la actividad de
los crios. Cada columna representa
periodos de observacion de 7.5min. Eje:
(Y) horas del dia en un doble ploteo;
(X) dias post-parto; Flecha abierta:
amamantamiento (Jilge 1995).

Por otra parte, al analizar el comportamiento de conejas
lactantes durante los primeros 15 dias de lactancia, en
busca de un ritmo de amamantamiento predecible, se
encontrd que las hembras que alimentaban a una camada
de 5-8 crios dentro de un bioterio aislado del ruido
exterior, con un ciclo de luz-oscuridad 12:12 (Jilge, 1993)
0 luz continua (Jilge, 1995), amamantan con periodicidad
circadiana y que durante los primeros 10 dias los
episodios se ajustaban a la hora de mayor actividad de los
crios (Fig. 6). Recientemente, se han mostrado parte del
mecanismo responsable de la periodicidad circadiana del
amamantamiento. Al analizar las posibles variaciones en
la proteina PERL, producto de la expresion del gen Perl,
en el NPV y el NSO de conejas que amamantaron en dos
diferentes horarios, a través de un ciclo de luz/oscuridad
(12:12), se encontrd un ritmo diario en la expresién de la
proteina PER1, el cual se sincroniza en paralelo con la
hora programada de amamantamiento, en las neuronas
oxitocinérgicas hipotaldamicas (del NPV y del NSO) y las
células dopaminérgicas de la region tuberoinfundibular
del nacleo arcuato y la region periventricular hipofisiaria
(Meza et al, 2008, 2011).
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1.6.1 Regulacion de los ritmos biol6gicos
En el cerebro, en la region ventral del hipotdlamo anterior, se encuentra el nucleo
supraquiasmatico (NSQ), situado por encima del quiasma optico, el cual es considerado
como el principal reloj circadiano en los mamiferos (Mendoza, 2009).

Las investigaciones que consiguieron apuntar directamente al NSQ como la region
especifica del hipotdlamo, encargada de controlar las oscilaciones circadianas, fueron
Ilevadas a cabo en 1972 por dos laboratorios de manera independiente, el grupo de Moore y
Eichler y el de Stephan y Zucker. Por un lado, por los estudios del Dr. Robert Y. Moore en
la Universidad de Chicago, mediante la técnica del trazado axénico por autorradiografia,
demostraron la existencia de un via anatémica directa desde la retina hasta una region del
hipotdlamo anterior, el nacleo supraquiasmatico (NSQ), posteriormente, mediante lesiones
especificas del NSQ se confirmd su participacion en la generacion de la ritmicidad circadiana
de mamiferos (Refinetti, 2005).

La capacidad de las células del NSQ para oscilar depende de un sistema
autosostenido, en el cual, la expresion de ciertos genes trabaja conjuntamente para producir
una actividad circadiana. Los estudios sobre el funcionamiento molecular del NSQ muestran
un sistema de asas de retroalimentacion (positivas y negativas) en la expresion de diversos
genes reloj, cuyos productos son importantes para la generacion y el mantenimiento de la
funcién circadiana del reloj. En cada célula del NSQ, las proteinas producto de los genes
reloj Clock y Bmall se unen para formar un heterodimero que da inicio a la transcripcion de
otro grupo de genes reloj como los genes del Periodo (Per 1, 2 y 3) y Criptocromo (Cry 1y
2). Posteriormente, PER y CRY forman un complejo heterodimero PER:CRY , que se
acumula dentro del nucleo de la célula para inhibir su propia transcripcion, a través de una
accion en el complejo formado por CLOCK y BMALL. Una vez que las proteinas PER y
CRY han sido degradadas en el nucleo, ocurre la reactivacion de Clock y Bmall, para
reiniciar un nuevo ciclo. Por otro lado, el heterodimero de Clock:Bmall activa la
transcripcion de un gen que codifica para la transcripcion de un receptor huérfano nuclear,
denominado Rev-Erba/ROR. Esta proteina (Rev-Erba/ROR) reprime la transcripcion de
Bmall, mientras que los niveles de los ARNm de Cry suben. Cuando el heterodimero

CRY:PER inhiben la transcripcion de Per y Cry, también inhiben a Rev-Erba, activando la
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transcripcion de Bmall. El pico maximo del ARNm de Bmall s alcanza 12 horas después,
en antifase con relacion a los ARNm de Per y Cry. Esto causa un incremento en BMALL y
la formacion de heterodimeros con CLOCK, para reactivar la transcripcion de Per y Cry
(Garcia y Caba, 2008).
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2 JUSTIFICACION

Sabemos que a mediados de la gestacion la coneja inicia la construccion de un nido maternal,
excavando una madriguera subterranea, introduciendo en ella paja y recubriéndola de su
propio pelo y que el despliegue secuencial de estas tres actividades estd controlado por
hormonas de la gestacion. Desde el parto y la lactancia, la coneja amamantard a sus crios
dentro del nido maternal, sélo una vez al dia. Cada episodio de amamantamiento dura
alrededor de 3 min y se presenta con periodicidad circadiana. Sabemos, que el estimulo
mecanico de la succidn juega un papel preponderante. La evidencia sugiere que el estimulo
generado por la succién de mas de mas de cuatro crios, es necesario para alcanzar un umbral
inhibitorio que previene a la madre de entrar al nido mas de una vez en 24 hrs'y por otro lado,
este mismo estimulo, regula la duracion del episodio de succion. Pues reducir el numero de
crios de la camada, a uno 6 dos crios, provoca un incremento en la duracién del tiempo que
pasa la madre con los crios dentro del nido y un mayor nimero de entradas de la madre al
nido en un dia.

Las consecuencias neuroenddcrinas de la succién en la coneja incluyen,
principalmente, la secrecion de dos hormonas: la prolactina (PRL) y la oxitocina (OT) cuyas
acciones primordiales son la produccién y la evacuacion de la leche, respectivamente.

Por otra parte, al cuantificar la proteina c-fos por inmunocitoquimica, se encontrd
que la succion de una camada de 5-6 crios activa a las neuronas del NSO y el NPV.
Asimismo, el nimero de las neuronas que sintetizan OT en los nucleos NSO y NPV se
incrementa entre el estro, el embarazo y la lactancia. Mientras que, el estimulo de la succion
de cuatro o cinco crios, sincroniza la expresion de la proteina PER1 en el NPV y el NSO pero
no en el NSQ. Por otro lado, en la rata, la lesion del NPV en el embarazo tardio previene el
inicio del comportamiento maternal mientras que las lesiones hechas durante la lactancia
temprana provocan solamente efectos selectivos sobre algunos aspectos de la conducta
maternal (i.e. disminucion del acarreo de los crios y de la construccion del nido). Lo cual
sugiere que, las sefiales provenientes de la succidén impactan sobre regiones especificas del
cerebro, que regulan la motivacién de la madre para entrar al nido y amamantar a su camada.
Sin embargo, se desconoce la participacion del NPV en la regulacién de la periodicidad y la

duracion de cada episodio de amamantamiento.
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3 HIPOTESIS

La lesion de NPV en conejas que amamantan a una camada de 6 a 7 crios durante la lactancia

temprana, modificara la periodicidad y/o la duracién de cada episodio amamantamiento.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar los efectos de la lesion quimica del NPV durante la lactancia temprana, sobre
la conducta de amamantamiento (i.e. la periodicidad y la duracién de cada episodio de
succion).

4.2 Objetivos particulares

Determinar si la lesion del NPV durante la lactancia afecta sélo la conducta maternal o

también pardmetros no maternales.

Determinar si la lesion del NPV durante la lactancia afecta el consumo de agua y/o
alimento, pues se sabe que este nicleo es parte del sistema que regula estas variables.

Determinar si la lesién del NPV durante la lactancia afecta el peso de los animales, como

consecuencia de cambios en el consumo del agua y del alimento.

Determinar si los efectos de la lesion del NPV dependen del volumen de la lesion, de su

ubicacion o de si esta es unilateral o bilateral.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1Animales y alojamiento
Se utilizaron 21 conejas adultas primiparas, Nueva Zelanda blancas (Oryctolagus cuniculus),
gue amamantaban una camada de 6 a 8 crios y mostraron un comportamiento materna normal
a lo largo de siete dias consecutivos. Los animales fueron alojados en jaulas maternales (90
cm de largo x 60 cm de ancho x 41 cm de alto) que contenian una caja nido. Se mantuvieron
en un bioterio, bajo condiciones controladas de luz/oscuridad (14h:10h) y temperatura
natural, dentro del cual se instald un sistema de circuito cerrado de video para monitorear
ininterrumpidamente su comportamiento. Las hembras recibieron diariamente alimento (ad

libitum) balanceado (Alimento Purina-Linea conejos, Conejina Mater) y agua potable.

5.1.1 Apareamientos
Las hembras se colocaron en una arena circular (1 m diametro x 43 cm de alto) con
un macho sexualmente activo; luego de recibir de dos a tres eyaculaciones, fueron regresadas
a su jaula. Las hembras (gestantes) fueron colocadas en una jaula que contenia una caja-nido
de acrilico transparente (50 cm de largo x 30 cm de ancho x 32 cm de alto) para facilitar el
monitoreo de la actividad dentro del nido. A cada hembra se le proporcion6 material para la
construccion del nido maternal (cartén para estimular la conducta de excavacion y paja para

permitir el acarreo de este material al interior de la caja-nido).

5.2 Indicadores de bienestar

5.2.1 Medicién de agua y alimento
Como indicadores de bienestar de los animales a lo largo del experimento se midieron la
cantidad de agua y de alimento consumidos en 24h. Una vez al dia se les proporcionaron
500gr de alimento y un litro de agua. Al siguiente dia se cuantifico la cantidad restante en el
comedero y el bebedero para determinar la ingestion (Fig 7). Los animales fueron pesados el

dia del apareamiento, antes de la cirugia y al final del experimento.
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Fig 7. Mediciones de agua y alimento
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Fig. 7. Dias en que se midieron la ingestion de agua y de alimento.

5.3 Registros conductuales
Un dia antes del parto se comenzo a registrar, a través del video, el comportamiento de las
conejas. Se registro la hora a la que ocurrié el parto y, unas horas después, se removié la
camada completa, se contd el nimero de crios, vivos y muertos, para ajustar todas las
camadas a un namero entre 6 y 8 crios. En los siguientes 15 dias de lactancia se registrd en
las madres: la hora de ocurrencia y la duracion de cada amamantamiento (i.e., el tiempo
transcurrido entre la entrada y la salida de la hembra a la caja-nido), la ingestion alimenticia,

la bebida de agua, el acicalamiento y otras conductas no anticipadas (Fig.8).

Fig 8. Sistema de registro de video
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Fig. 8. Muestra los dias en los que se registro, en video, la actividad de cada hembra.

5.3.1 Analisis de Rayleigh
Posteriormente, para conocer la hora a la que amamanto cada una de las hembras y si
estos eventos ocurrian con periodicidad circadiana, se utilizo el analisis de Rayleigh, el cual,

nos permitio determinar si una muestra de valores angulares, se distribuyeron de manera
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aleatoria, 0 si presentaron una direccion. Se obtuvo un vector caracterizado por un angulo,
que indica la hora del amamantamiento, y una longitud (Rho) que es una medida de
dispersion angular, con valores que van de cero (méxima dispersion) a uno (maxima
concentracion). Para el andlisis poblacional, Gnicamente se utilizaron aquellas conejas cuyo

vector posee una P < 0.05.

5.4 Procedimiento experimental
Luego de siete dias de registro conductual (post-parto), las hembras que mostraron un
comportamiento maternal normal (amamantamiento: circadiano y de 4 a 5 min. por

episodio), fueron seleccionadas para la cirugia.

5.4.1 Cirugias

Las conejas fueron anestesiadas con inyecciones intramusculares de xilacina
(Rompun 8 mg/kg) méas ketamina (Anesket 25 mg/kg) y posicionadas cuidadosamente en el
aparato estereotaxico Kopf. Para la microinyeccion intracerebral se utiliz6 una aguja de acero
inoxidable (calibre 27) que sobresalia 1mm por debajo del bisel de la canula guia (calibre 22)
(Fig. 9). Las coordenadas del implante, relativas a bregma fueron anterior = 1.5, lateral = £1,
dorsoventral = 15, por debajo de bregma, de acuerdo al atlas de Girgis y Shih-Chang (1981).
Posteriormente, fueron ajustadas al peso de cada animal.

Fig 9. Sistema de microinyeccion y localizacion de las canulas
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Fig. 9. a) Arreglo utilizado para lesionar el NPV (jeringa, catéter, aguja y canula guia) y b) vista sagital del
cerebro, en donde se aprecia la posicion del NPV.

Para la lesion bilateral, se utiliz6 acido kainico (ver apéndice A) disuelto en buffer de fosfatos

(0.5pg/ul) de acuerdo con la concentracion usada por Olazabal y Ferreira (1997). La
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microinyeccion se realizo en 10 min (a razén de 0.1ul/min). Posterior a la microinyeccion,
la aguja se mantuvo dentro de la canula guia por 5 minutos. Al término de la cirugia, se les
inyecto estreptomicina intramuscular (Estreptoenzim 207000 L.U. por Kg de peso).

Posteriormente fueron regresadas al bioterio para su recuperacion y continuar con su registro.

5.4.2 Sacrificio y perfusion

Al termino del amamantamiento, 15 dias después de la cirugia, los animales se
sacrificaron con pentobarbital sodico (Anestesal, 60 mg/kg) y se perfundieron por via
transcardiaca con dos litros de solucion salina seguido de dos litros de paraformaldehido al
20%. Los cerebros fueron removidos y crioprotegidos sucesivamente en sacarosa al 10%,
20% y 30%. Posteriormente fueron cortados coronalmente (cortes de 40 pm) en el criostato
a -21°C. Los cortes se colectaron en crioprotector (polivinilpirrolidona) y se guardaron a -
9°C.

5.4.3 Histologia y evaluacién de la lesion
El tejido se monto en portaobjetos con grenetina y se tifid con violeta de cresilo para
apreciar las estructuras neuroanatomicas. Dos semanas después, se observd el tejido para
localizar la lesion. Posteriormente se determiné el volumen del area lesionada por medio del
método de Cavalieri (Howard y Reed, 1998).

5.4.3.1 Método de Cavalieri
Es un método desarrollado a partir del principio de los indivisibles, establecido por el
matematico Italiano Bonventura Cavalieri en 1635, el cual establece que los volumenes de
dos objetos son iguales, si las sumas de las areas de sus correspondientes secciones
transversales también lo son. Para aplicar este principio es necesario dividir el objeto en una
serie de secciones paralelas que cortan el objeto a distancias fijas (Fig. 10a). ElI volumen
(Formula 1) se estima sumando las areas (Fig. 10b y Formula 2) de todos los transectos y

multiplicandolas por el grosor de las rebanadas (Howard y Reed, 1998).
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Volumen de la 4° rebanada = A, x T

Fig. 10. a) Objeto dividido en secciones equidistantes y b) Relacion del area asociada a cada punto y su
equivalente en volumen.

Formula 1 Formula 2
V=(Mx A A= (a/p) x 2p)
Donde: Donde:
V = volumen estimado A = érea estimada
T = distancia entre secciones (grosor) a/p = éarea asociada a cada punto

> A = sumatoria del area de los transectos ) p = suma de puntos que cortan el transecto

6 RESULTADOS

6.1 Observaciones pre-lesion
Con el objetivo de determinar si las conejas mostraban una conducta maternal normal (i.e.
amamantamientos con periodicidad circadiana con una duracion entre 3-5 min.) antes de la
cirugia, se determin0 la duracion y la ocurrencia de cada amamantamiento durante los
primeros 8 dias post-parto. Se encontrd que, en las 21 hembras, el 57.3% los
amamantamientos ocurrieron (Tabla I). La duracién promedio de esos eventos fue de 3.52 +
1.25 min (Tabla I).

Para la prueba de Rayleigh poblacional, 15 de las 21 hembras cumplieron con el
criterio (p<0.05) para entrar en el analisis (Tabla Il). El vector para esta poblacion tuvo un
angulo de fase de 102° (equivalente a las 06:48Hrs), con una rho = 0.60 y una p = 0.05 (Fig.
11). En estas hembras, los amamantamientos ocurrieron con una nocturnalidad del 43% vy el

tiempo promedio dentro del nido fue de 3.49 £ 1.2 min.
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Tabla I. Nocturnlidad

Pre-cirugia Post-cirugia Nocturnalidad (%)

Hembra — T
L 0} L 0] Pre-cirugia Post-cirugia

2302 6 3 2 6 33.33 75

2314 3 6 2 6 66.67 75

§ H1G2 7 1 1 7 12.50 87.50
< | H2Ga 2 5 0 7 71.43 100.00
o | HsG3 | o0 6 6 1 100 14.29
5| H1G2 0 6 1 7 100 87.50
H8G5 4 4 1 4 50 80

H9G3 8 1 3 5 11.11 62.50

2313 6 2 3 6 25 66.67

< g H10G2 7 0 7 0 0 0
2 | B HIGS 4 5 12 5 55.56 29.41
=~ 5 HGs 5 3 3 2 37.50 40
H8G2 9 4 0 8 30.77 100

H9G2 4 7 8 3 63.64 27.27

H3G4 5 3 6 8 37.50 57.14

| H3G5 4 3 0 0 42.86 0
S | HaGa 7 1 3 5 12.50 62.50
g H4G5 5 6 0 0 54.55 0
H5G5 6 0 0 0 0 0

H6G3 5 3 0 0 37.50 0

H6G5 1 6 1 3 85.71 75.00

Tabla I. Numero de amamantamientos y porcentaje de nocturnalidad pre-cirugia, post-
cirugia y durante todo el experimento. (L) horas de luz; (O) horas de oscuridad.
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Lesion

Tabla II. Duracion dentro del nido

Tiempo en el nido (min) Media + DE

Hembra — —
Pre-cirugia Post-cirugia Total
2302 4,06 £0.33 3.31+0.1 3.5+0.51
2314 5.47 £0.75 3.32+0.14 436+2.12
§ H1G2 4.15+0.44 3.34+£0.08 3.54+1.05
K] H2G4 3.35+0.37 3.33+0.06 3.34+£0.43
o | HsG3 3.34£0.14 3.57+0.08 3.45+0.32
l_% H7G2 4,57 £0.76 2.58 £ 0.06 3.2+2.05
H8G5 4.13+0.38 3.58+0.12 4.07+1.01
H9G3 3.04+£0.13 3.15 £ 0.06 2.58 £ 0.56
2313 3.33+£0.10 5.44 £ 0.37 442 +1.54
T‘L‘j H10G2 3.26£0.21 2.53 £0.09 3.09+£0.46
© H1G5 241+0.14 2.43 £0.06 2.42 £0.29
§ H2G5 3.44 £ 0.09 4.24 +0.44 401+1
H8G2 432 +0.39 4.38 £0.06 434+1.14
H9G2 3.45+0.31 3.11+£0.04 3.27+£0.48
H3G4 3.16 £ 0.06 3.37+0.20 3.29+0.48
_ H3G5 3.47 £ 0.07 - 3.47 £0.07
g H4G4 4,49 +0.09 4.53+0.20 4.51+0.45
5 | 4GS 5.29 £ 0.36 - 5.29 £ 0.36
H5G5 2.59+0.12 - 2.59+0.12
H6G3 2.22 £0.45 - 2.22 £0.45
H6G5 3.47+£0.10 4.11+£0.53 3.57+£1.06
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dejaron de amamantar; (X) Menos de 5 datos registrados (P no calculada); (N) Hembras con

Tabla I1l. Andlisis de Rayleigh para cada hembra antes y después de la cirugia. (-) Hembras que
multiples amamantamientos post-lesion.



Fig 11. Grafica de Rayleigh para los primeros ocho dias de lactancia

Hora de amamantamiento pre-cirugia

Anélisis de Rayleigh

n =15 hembras

o =102.8 (6:48)

rho =0.6

P=0.05

Numero de crios= 6-7
Tiempo en el nido= 3.49+1.2

Figura 11. Analisis de Rayleigh, para los primeros ocho dias de lactancia, antes de la cirugia. Los
puntos sefialan un vector individual, obtenido para cada coneja (n=15) que alimentaba a una
camada de 7 crios. La flecha representa el vector que describe la hora a la que amamanta la
poblacién.

En cuanto a los indicadores de bienestar, agua (Tabla I11) y alimento (Tabla V), se observé
que durante la gestacion las hembras consumieron 407 + 157.7 ml. de agua y 154 + 59.7 gr.
de alimento (Media£DE). Durante el periodo de lactancia, previo a la cirugia, el consumo de
agua fue de 551.6 + 157.6 ml. y el de alimento de 237.3 £ 91.8 gr. (MediatDE; Fig. 12.). Al
comparar el consumo entre la gestacion y la lactancia, se encontré un incremento
significativo en la ingestion del agua (P<0.001) y del alimento (P<0.001). Por otro lado, las
hembras tuvieron, en promedio, un incremento de 0.21 + 0.14 Kg de peso durante ese periodo
(Tabla VI).
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Tabla IV. Consumo de agua

Consumo de agua (ml) X+ D.E.

Gestacion Lactancia
Hembra Pre-cirugia Post-cirugia
15 dias 6 dias 3 dias
2302 | 475.3+111.2 501.6 + 83 600 + 69.4
2314 441.3+92.6 530 +93.7 426.6 +77.5
§ H1G2 | 443.6+156.8 | 675%152.1 790 £ 152.6
¥ H2G4 376 £ 152.8 445 +149.9 746.6 + 157
-cg H5G3 | 437.3+142.5 | 436.6+138 380 £ 134.7
§ H7G2 | 432.6+180.1 | 636.6+174.3 | 616.6+177.4
H8G5 286 + 89.5 481.6 + 88.2 466.6 + 60.8
H9G3 357.3+141 | 403.3+102.9 | 366.6+ 105.1
2313 412.6 £91.7 480+ 739 496.6 £ 48.5
g H10G2 | 400.6+107.7 | 598.3+108.4 | 646.6 + 132.7
© H1G5 | 235.3+93.26 | 388.3+100.3 | 152.3+92.5
':E, H2G5 309.3+96.4 | 406.6+100.4 | 610+ 104.1
H8G2 | 459.3+139.6 | 723.3+131.1 | 803.3+114.7
H9G2 465.3 + 98 748.3+£108.5 | 566.6 + 125.1
H3G4 | 710.6+116.9 | 431.6+128.2 | 590+ 156.7
_ H3G5 | 489.4+134.1 | 597.8+132.8 | 280+ 132.8
g H4G4 282.6 + 87.7 521.6+82.9 586.6 + 109.3
.c‘%‘; H4G5 491.3+161 | 646.6+165.1 | 273.3+149.9
H5G5 394 +£102.8 456.6 £ 108.5 180 +£104.7
H6G3 260 £ 67.4 275 £ 66.9 343.3+71.3
H6G5 386 + 157.6 700 £ 148 376.6 £ 165.4
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Tabla V. Consumo de alimento

Consumo de alimento (gr) Xt D.E.

Gestacion - ,Lactancia —
Hembra Pre-cirugia Post-cirugia
15 dias 6 dias 3 dias
2302 204.8 £36.9 182.3 +85.3 378.6 £49.2
2314 198.4+43 208.1 + 88.6 450 £ 86.6
& | HIG2 | 206%515 | 3946498 | 340.6%109
T H2G4 148.5+36.4 | 256.6 £137.3 290 +48.5
E H5G3 158.1+50.1 197.3+42 186 +47.6
§ H7G2 119.7 £50.8 277.5+63.9 274 + 83
H8G5 118.2+74.7 | 225.8+110.4 | 151.6+114.1
H9G3 135+ 54.1 177.1+80.9 136.6 + 16.4
2313 228.4 £50.7 234.3+32 194.6 + 35.9
g H10G2 | 152.9+46.4 274 £ 66.3 272.3+89
© H1G5 112.4+44.6 192.8+47 49.3+78.6
'S H2G5 140.8 + 47.3 183.3 £ 69 166.3 + 81.6
H8G2 149.7 £ 51.3 352.8 £63.7 406.6 £ 51.3
H9G2 158.5+41.7 272.8£67.9 233.6 £ 143
H3G4 139.6 +77.8 266.3 £ 89.2 386.6 £ 167
_ H3G5 122.8+37.4 122.3 +95.7 87.3+130.2
% HAG4 152.7 +35.9 187.1+79.1 212.3+49.5
S | HAGS | 1665%381 | 20584577 | 364499
H5G5 126.9+19.8 146 £ 61.5 49.3+44.3
H6G3 130 £31.8 125+62.2 231+51.9
H6G5 137.7 £50.5 274.6 £ 36.3 167.3+ 129
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Fig 12. Consumo de agua y alimento
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Figura 12. Consumo de agua (A) y alimento (B) durante la gestacion y la lactancia previa a la
cirugia (n=21). Gestacion (area blanca dias -31 a 0); Lactancia pre-cirugia (area gris dias 1 a 5).
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Tabla V1. Peso corporal

Tabla VI. Peso de las hembras al inici6 del experimento
(apareamiento), el dia de la cirugia y el dia del sacrificio. La
ganancia de peso sefialada se calcul6 en relaciéon con el peso al

inicio de experimento.

PESO Kg
Hembra | Inicio | Cirugia | Sacrificio Ganancia de peso
2302 | 32 | 3.7 3.7 0.5
2314 | 35 | 3.7 3.8 0.3
& | H1G2 | 42 | 43 4.3 0.1
% H2G4 | 41 | 44 45 0.4
® | H5G3 | 35 | 36 3.6 0.1
S| H7G2 | 3.9 3.8 3.8 -0.1
H8G5 | 3.4 | 3.4 3.9 0.5
H9G3 | 44 | 46 4.8 0.4
2313 | 33 | 3.7 3.8 0.5
T | H10G2 | 34 | 3.7 3.8 0.4
2 HIGS | 32 | 36 3.7 0.5
5 | H2Gs | 47 5 4.8 0.1
H8G2 | 3.7 4.2 0.5
H9G2 | 3.2 | 35 3.6 0.4
H3G4 | 41 | 43 4.5 0.4
_ | H3G5 | 44 44 43 -0.1
S | HaG4 | 35 | 38 3.8 0.3
g HAG5 | 35 | 3.7 3.7 0.2
H5G5 | 3.3 | 3.4 3.3 0
H6G3 | 3.3 | 35 3.5 0.2
H6G5 | 4.4 | 4.6 4.5 0.1
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6.2 Observaciones post-lesion

6.2.1 Histologia
6.2.1.1 Caracterizacion e identificacion de la lesion
La lesidn causada por el AK se caracterizo por la disminucion en el nUmero de cuerpos
celulares. Por lo tanto, el &rea dafiada, se aprecié como una zona de baja densidad celular,

producto de la degeneracion neuronal (Fig. 13).

6.2.1.1 Ubicacion de las lesiones

En conjunto, las 21 lesiones se localizaron entre los planos A-2.0 y P-3.0. Ocho se
localizaron fuera del NPV, cinco causaron un dafio unilateral, mientras que las ocho restantes,
ocasionaron un dafio bilateral. Las lesiones ubicadas en el NPV, entre los planos P-1.0 y P-
1.5, causaron alteraciones en la ritmicidad del amamantamiento (e). Por otro lado, algunas
de las lesiones del NPV, encontradas entre los planos P-0.5 y P-2.5, provocaron la abolicion
del amamantamiento (A). Por tltimo, la mayoria de las lesiones unilaterales del NPV, asi
como las que se encontraron alejadas del nucleo, no causaron un efecto significativo sobre
las conductas analizadas () (Fig. 14).

Luego del analisis histologico, las 21 hembras se dividieron en tres grupos. Tomando
como referencia la ubicacion de la lesion sobre el NPV, es decir, lesiones fuera del NPV,

lesiones unilaterales y lesiones bilaterales.
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Fig 13. Identificacién de la lesion con &cido kainico

Figura 13. Comparacién de la citoarquitectura del NPV, a través de la tincién de Nissl.
Las secciones del NPV corresponden al plano 2.5 posterior de acuerdo con el atlas de
Girgis y Shih-Chang (1981). En A se observa un NPV intacto mientras que en B se aprecia
la neurodegeneracion del tejido que indica la destruccion de las células del NPV, 15 dias
posteriores a la administracion del AK. Las flechas sefialan el trayecto de la cdnula. En
rojo: delimitacion del nucleo paraventricular; en amarillo (F): fornix. La barra de escala
corresponde en Al y B1 a 300um, en A2 y B2 a 120um, en A3 y B3 a 60pum y en A4y B4
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Fig 14. Ubicacion de las lesiones

@ Alteracion de la periodicidad circadiana

A Abatimiento del amamantamiento
* No alteracién del amamantamiento

Figura 14. Localizacion las lesiones en todas las hembras. Planos modificados de Girgis y Shih —
Chang (1981).
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6.3 Grupo 1 (Hembras lesionadas fuera del NPV)

6.3.1 Histologia
En ocho de las hembras, las lesiones se localizaron fuera del NPV en areas como: la comisura

anterior, el fornix, la fimbria del hipocampo, el area hipotalamica anterior, el area dorsal
hipotalamica, el &rea hipotaldmica lateral, el nicleo periventricular del tdlamo, el nucleo
ventromedial del tdlamo, el tracto mamilotalamico, el ndcleo dorsomedial del hipotalamo, el
area hipotalamica posterior, asi como en el tercer ventriculo. Debido a que las lesiones no
dafaron el NPV, en este grupo fue posible realizar una estimacion del volumen de dicho
nticleo 8.5x108 + 0.88 um?® (Media+DE; Tabla VII).

Tabla VII. Estimacion de volumen del NPV en el grupo 1.

Hembra Volumen x 108 (um3)
NPV

lzquierdo Derecho Total
2302 3.846 4.046 7.893
2314 3.999 4.032 8.031
H1G2 4.479 4.313 8.792
H2G4 4.794 4.256 9.049
H5G3 3.642 3.608 7.250
H7G2 4.584 4.560 9.145
H8G5 3.942 3.946 7.888
H9G3 4.865 5.113 9.978
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Figura 15. Ubicacion de la lesién y actograma de la hembra 2302

Figura 15. Ubicacion de la lesion en la hembra 2302. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-2.0). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 16. Ubicacidn de la lesién y actograma de la hembra 2314
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Figura 16. Ubicacion de la lesion en la hembra 2314. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-3.0). (B) Microfotografia (40X) del &rea lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion. (C)
Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada cuadro representa un evento de
amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca de agua sefiala el cambio de

fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 17. Ubicacidn de la lesién y actograma de la hembra H1G2
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Figura 17. Ubicacion de la lesion en la hembra H1G2. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (A-2.0). (B) Microfotografia (40X) del &rea lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion. (C)
Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada cuadro representa un evento de
amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca de agua sefiala el cambio de
fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 18. Ubicacion de la lesién y actograma de la hembra H2G4
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Figura 18. Ubicacion de la lesion en la hembra H2G4. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-1.0). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 19. Ubicacidn de la lesidn y actograma de la hembra H5G3
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Figura 19. Ubicacion de la lesion en la hembra H3G5. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-1.0). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada cuadro representa
un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca de agua sefiala
el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 20. Ubicacidn de la lesién y actograma de la hembra H7G2
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Figura 20. Ubicacion de la lesion en la hembra H7G2. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-3.0). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion. (C)
Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada cuadro representa un evento de
amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca de agua sefiala el cambio de
fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 21. Ubicacidn de la lesién y actograma de la hembra H8G5
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Figura 21. Ubicacion de la lesion en la hembra H8G5. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (AP-0). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 22. Ubicacidn de la lesién y actograma de la hembra H9G3
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Figura 22. Ubicacion de la lesion en la hembra H9G3. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-2.5). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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6.3.2 Registro conductual
Al analizar la CM se observo que las ocho hembras continuaron amamantando después de la

cirugia. Durante los primeros 15 dias de lactancia los amamantamientos tuvieron una
duracion promedio de 3.45 £ 1.22 min y ocurrieron con un 61.76% de nocturnalidad (Tablas
I'y 11). Por medio del anélisis de Rayleigh, se observo que seis de ellas obtuvieron un vector
individual con una p<0.05, por lo que fue posible calcular un vector poblacional, el cual,
tiene un angulo de fase de 71.92° (equivalente a las 4:47nrs) y una rho = 0.63 con una p <
0.002 (Fig 23), que describe los amamantamientos de estas hembras a lo largo del

experimento.

Figura 23. Anélisis de Rayleigh para las hembras lesionadas fuera del NPV antes de la cirugia

Hora de amamantamiento (h)

Andlisis de Rayleigh
n==6
o =71.92° (4:47,,,)
rho = 0.63
p <0.002
Ndmero de crios en la camada = 6-7
Tiempo en el nido = 3.45 + 1.22 min

Figura 23. Analisis de Rayleigh para las hembras lesionadas fuera del NPV antes de la cirugia. Los
puntos sefialan un vector individual, obtenido para cada coneja (n=6) que alimentaba a una camada
de 7 crios. La flecha representa el vector que describe la hora a la que amamanta la poblacion.

Al analizar los indicadores de bienestar, se encontr0 que posterior a la cirugia
consumieron 549.16 + 200.64 ml. de agua y 270.63 £ 119.64 gr. de alimento (Tablas IV y
V). El peso de las hembras al final del experimento revel6 que 7 de ellas, obtuvieron una
ganancia de peso de 0.32 + 0.17 Kg., mientras que solo una de ellas perdié 0.1 Kg con

respecto a su peso inicial (Tabla VI).
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6.4 Grupo 2 (Hembras con lesion unilateral del NPV)
6.4.1 Histologia
El analisis histoldgico reveld que cinco de las 21 hembras lesionadas recibieron un dafio
unilateral en el NPV (Fig. 21 a 25). Debido a la asimetria de la lesion se determing, en el lado
no lesionado, el volumen del NPV y en el lado si lesionado, el volumen de la lesion (Tabla
V).

Tabla VIII. Estimacion de volumen de la lesion y del NPV en el grupo 2.

Volumen x 10% (um?)

Hembra NPV Lesion
Izquierdo | Derecho | lzquierdo | Derecho Total
2313 0 4.565 2.290 0 2.290
H10G2 0 4.665 1.671 0 1.671
H1G5 4.379 0 0 0.914 0.914
H2G5 0 3.594 2.109 0 2.109
H8G2 0 4.394 1.500 0 1.500
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Figura 24. Ubicacidn de la lesién y actograma de la hembra 2313
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Figura 24. Ubicacion de la lesion en la hembra 2313. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-0.5). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 25. Ubicacidon de la lesién y actograma de la hembra H10G2
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Figura 25. Ubicacion de la lesion en la hembra H10G2. (A) Esquema representativo del plano de
la lesion (P-0.5). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 26. Ubicacidon de la lesidon y actograma de la hembra H1G5
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Figura 26. Ubicacion de la lesion en la hembra H1G5. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-1.5). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 27. Ubicacidn de la lesidn y actograma de la hembra H2G5
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Figura 27. Ubicacion de la lesion en la hembra H2G5. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-0.5). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 28. Ubicacion de la lesién y actograma de la hembra H8G2
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Figura 28. Ubicacion de la lesion en la hembra H8G2. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-2.0). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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6.4.2 Registro conductual
Al analizar la CM, se observé que las cinco continuaron amamantando durante los dias
posteriores a la cirugia. Sin embargo, la hembra H1G5 incrementd notablemente el nimero
de amamantamientos, llegando a amamantar hasta en cuatro ocasiones en 24 horas (Fig. 23-
C). Tres de las cinco hembras cumplieron con el criterio p<0.05 para el anélisis poblacional,
con un vector con un angulo de fase de 79.4° (5:17 hrs), una rho de 0.62 y una p= 0.002. Para
cada hembra se obtuvo un vector y un angulo que describe la hora a la que ocurrieron los

amamantamientos en los primeros 15 dias de lactancia (Tabla I11).

Hora de amamantamiento

n =3 hembras

a=79.4°(5:17,,)

rho =0.62

p <0.002

Duracién en el nido = 3.46 + 1.24 min

Fig. 29. Analisis de Rayleigh, para los 15 dias de lactancia. Cada punto representa un vector individual (n=3)
con una camada de 7 crios. La flecha representa el vector que describe la hora a la que amamanta la poblacion.

Durante el experimento, el 38.46% de los amamantamientos ocurrieron durante las
horas de oscuridad (Tabla I) y tuvieron una duracion promedio de 3.46 + 1.24 min (Tabla I1).
Por otro lado, no se observaron diferencias significativas (p=0.27) al comparar la duracion
de los amamantamientos post-cirugia, entre este grupo y el grupo 1.

Al analizar los indicadores de bienestar se encontré que luego de la cirugia el
consumo de agua (541.8 + 258.8 ml.) no fue significativamente diferente (p=0.94) al del
grupo 1. La ingestion de alimento (217.8 = 136.2 gr.) tampoco fue significativamente
diferente a la del grupo 1 (p=0.41). Sin embargo, una de las hembras del grupo (H1G5)
consumio, en promedio, menos agua (152.3 + 92.5) y alimento (49.3 = 78.6) que el resto,
debido a que durante el primer dia post-lesion, no ingiri6 agua ni alimento (Tablas IV y V).

El pesaje de las hembras revelo que al final del experimento obtuvieron una ganancia

de 0.4 + 0.17 Kg. con respecto a su peso inicial (Tabla VI).
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6.5 Grupo 3 (Hembras con lesion bilateral del NPV)

6.5.1 Histologia
En ocho de las hembras se encontrd que la lesion afect6 asimétricamente ambos lados
del NPV. Por ello, en este grupo, unicamente se determind el volumen de la lesion (Tabla
IX). Con la finalidad de estimar la magnitud de la lesion del NPV se utilizé como referencia
el volumen promedio del NPV obtenido en el grupo 1, se determind que para este grupo, en
Pr Tabla IX. Estimacion de volumen de la lesion en el NPV del grupo 3

Volumen x 108 (um3)

Hembra Lesidn
Izquierdo % dafiado Derecho % dafiado Total % dafiado
H9G2 2.437 28.7 0.709 8.3 3.147 37.0
H3G4 1.328 15.6 0.581 6.8 1.909 22.4
H3G5 1.495 17.6 1.576 18.5 3.070 36.1
H4G4 1.295 15.2 1.495 17.6 2.790 32.8
H4G5 1.019 12.0 1.338 15.7 2.356 27.7
H5G5 0.947 11.1 1.285 15.1 2.233 26.3
H6G3 1.738 20.4 2.028 23.8 3.765 44.3
H6G5 0.819 9.6 1.466 17.2 2.285 26.9

Tabla IX. El porcentaje al final de la tabla se calculé usando como referencia el volumen
promedio del NPV en grupo 1.

6.5.2 Registro conductual
Al analizar la CM de las hembras en este grupo, se observo que, luego de la cirugia, cuatro
continuaron entrando al nido para amamantar, aunque con alteraciones en su conducta. En
las cuatro restantes se abatid el amamantamiento, a cada una de estas conejas se les
proporcionaron diariamente crios provenientes de una madre sustituta, con la finalidad de
continuar con el registro conductual hasta el dia 15 post-parto.

En este grupo no fue posible determinar un vector poblacional, para describir la hora
de sus amamantamientos, debido a que la mitad del grupo dejé de amamantar y a que en el
resto de las hembras se altero el nUmero de amamantamientos en 24 horas. Sin embargo, para
cada una de las hembras se obtuvo un vector individual, asi como un angulo, que describe la

hora a la que ocurrieron los amamantamientos antes de la cirugia (Tabla I11).
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Al analizar los indicadores de bienestar se encontré que luego de la cirugia el
consumo de agua (399.5 + 221.1 ml.) no fue significativamente diferente a lo consumido por
el grupo 1 (P=0.08) 6 el grupo 2 (P=0.22) (Tabla IV).

El consumo de alimento mostr6 una tendencia similar. Luego de la lesion, las hembras
en este grupo, no mostraron una diferencia significativa en el consumo de alimento (175.4 +
143 gr.) comparado con las hembras del grupo 1 (P=0.1) y el grupo 2 (0.55) (Tabla V).

El pesaje de las hembras reveld que, al final del experimento, obtuvieron una ganancia
de peso de 0.4 £ 0.17 Kg. con respecto a su peso inicial (Tabla V1).

Debido a la variabilidad encontrada entre las hembras, como respuesta a la lesion bilateral
del NPV, a continuacidn se describen con detalle las caracteristicas de la conducta en cada
una de las hembras lesionadas bilateralmente.

Durante los primeros ocho dias de lactancia, la hembra H9G2 entré a amamantar a su
camada una vez al dia (Fig. 30-C) de manera irregular [angulo de 112.39° (7:29 hrs), rho =
0.34y p > 0.05] (Tabla II1). Los amamantamientos tuvieron una duracion promedio de 3.45
+ 0.31 min. y el 63.6% ocurrieron durante las horas de oscuridad (Tablas I y I1). Luego de la
cirugia, el analisis histoldgico reveld que recibié un dafio parcial, en ambos lados del NPV,
con un volumen total de 3.14x108um?® (Izquierda 2.43x108um?®; Derecha 0.70x10%um?d),
equivalente a una lesion del 37% del NPV (Fig. 30-A y Tabla IX). Luego de la cirugia
incrementd considerablemente el nimero de amamantamientos por dia (Fig. 30-C). La
duracion promedio de los amamantamientos, durante la lactancia post- lesion, fue de 3.11 +
0.04 min. y ocurrieron con una nocturnalidad del 27.2% (Tablas 1 y I1).

Durante los primeros ocho dias de lactancia, la hembra H3G4 entré a amamantar a su
camada una vez al dia (Fig. 31-C) con periodicidad circadiana [angulo de 109.88° (7:19 hrs),
rho =0.72 y p <0.05] (Tabla Il1). Los amamantamientos tuvieron una duracion promedio de
3.16 £ 0.06 min. y el 37.7% ocurrieron durante las horas de oscuridad (Tablas I y II). Luego
de la cirugia, el analisis histologico revel6 que recibié un dafio parcial, en ambos lados del
NPV, con un volumen total de 1.9x108um?® (Izquierda 1.32x108um?; Derecha 0.58x10%um?3),
equivalente a una lesién del 22.4% del NPV (Fig. 30-A y Tabla 1X). Luego de la cirugia,
incrementd considerablemente el nimero de amamantamientos por dia (Fig. 31-C). La
duracién promedio de los amamantamientos, durante la lactancia post-lesion, fue de 3.37 +

0.20 min. y ocurrieron con una nocturnalidad del 57.1% (Tablas 1 y I).
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Figura 30. Ubicacidn de la lesidn y actograma de la hembra H9G2
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Figura 30. Ubicacion de la lesion en la hembra H9G2. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-1.5). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitaciéon de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 31. Ubicacidn de la lesidn y actograma de la hembra H3G4
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Figura 31. Ubicacion de la lesion en la hembra H3G4. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-1.0). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacién de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Durante los primeros ocho dias de lactancia, la hembra H3G5 entr6 a amamantar a su camada
una vez al dia (Fig. 32-C) con periodicidad circadiana [angulo de 92.87° (6:11 am), rho =
0.87 y p<0.001] (Tabla H). Los amamantamientos tuvieron una duracién promedio de 3.47
+ 0.07 min. y el 42.8% ocurrieron durante las horas de oscuridad (Tablas I y I1). Luego de la
cirugia, el analisis histoldgico reveld que recibié un dafio parcial, en ambos lados del NPV,
con un volumen total de 3.07x10%um? (Izquierda 1.49x10%um?®; Derecha 1.57x10%umd),
equivalente a una lesion del 36.1% del NPV (Fig. 32-A y Tabla 1X). Luego de la cirugia, la
hembra dejé de amamantar a su camada. Sin embargo, el dia 14 de lactancia varios crios
lograron salir del nido maternal y asirse a los pezones de la madre, provocando que adoptara
la postura de sifosis por varios minutos (4.26 min). En cuanto a los indicadores de bienestar,
esta hembra no consumid agua ni alimento durante el dia posterior a la cirugia, sin embargo,
el consumo se reestablecio para el dia 15. Mientras que al final de experimento obtuvo una
pérdida de peso de 0.01Kg con respecto a su peso inicial (Tabla VI).

Durante los primeros ocho dias de lactancia, la hembra HAG5 entrd a amamantar a su
camada una vez al dia (Fig. 33-C) de manera irregular [angulo de 65.55° (4:22 am), rho =
0.5y p>0.05] (Tabla I1). Los amamantamientos tuvieron una duracion promedio de 5.29 +
0.36 min. y el 42.8% ocurrieron durante las horas de oscuridad (Tablas | y II). Luego de la
cirugia, el andlisis histoldgico revel6 que recibi6 un dafio parcial, en ambos lados del NPV,
con un volumen total de 2.35x10%um3 (Izquierda 1.01x108um?®; Derecha 1.33x108um?),
equivalente a una lesion del 27.7% del NPV (Fig. 32-A y Tabla IX). Luego de la cirugia el
comportamiento maternal fue abolido: la hembra dejé de entrar al nido para amamantar (Fig.
33-C). En cuanto a los indicadores de bienestar, esta hembra no consumié alimento luego de
la cirugia y posteriormente el consumo de alimento se mantuvo bajo hasta el dia 15. Por su
parte el consumo de agua no se vio afectado. Al final de experimento obtuvo una ganancia

de peso de 0.02Kg con respecto a su peso inicial (Tabla VI).
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Figura 32. Ubicacidn de la lesidn y actograma en la hembra H3G5
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Figura 32. Ubicacion de la lesion en la hembra H3G5. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-2.0). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 33. Ubicacidn de la lesién y actograma en la hembra H4G5
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Figura 33. Ubicacion de la lesion en la hembra H4G5. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-2.5). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Durante los primeros ocho dias de lactancia, la hembra H4G4 entr6 a amamantar a su camada
una vez al dia (Fig. 34-C) con periodicidad circadiana [angulo de 180.4° (12:01 hrs), rho =
0.63 y p <0.05] (Tabla I1). Los amamantamientos tuvieron una duracion promedio de 4.49
+0.09 min. y el 12.5% ocurrieron durante las horas de oscuridad (Tablas I y I1). Luego de la
cirugia, el analisis histoldgico reveld que recibié un dafio parcial, en ambos lados del NPV,
con un volumen total de 2.78x10%um? (Izquierda 1.29x10%um?®; Derecha 1.49x108umd),
equivalente a una lesion del 32.8% del NPV (Fig. 34 y Tabla 1X).

Figura 34. Ubicacidn de la lesién en la hembra H4G4

Figura 34. Ubicacion de la lesion en la hembra H4G4. (A) Microfotografia (40X) del area
lesionada. (B) Esquema representativo del plano de la lesion (P-1.0). Rojo: delimitacion de la
lesion; Verde: NPV; Amarillo: Fornix.

Luego de la cirugia, se observé que la coneja continué amamantando (Fig. 34-C) con
periodicidad circadiana [angulo de 180.4° (12:01 hrs), rho = 0.63 y p = 0.041] (Tabla I11).
Esos amamantamientos tuvieron una duracion promedio de 4.53 = 0.20 min. con un 62.5%
de nocturnalidad (Tablas I y I1). Sin embargo, adicionalmente realizé numerosas entradas sin
amamantamiento (Fig. 34-D). Estas “falsas” entradas se caracterizaron por evitar
activamente a los crios y por permanecer dentro sin adoptar la postura de amamantamiento.
La duracion promedio de las entradas falsas fue de 2.10 £ 0.39min con un porcentaje de
nocturnalidad de 47.3%.

Debido a que esta hembra continu6 desplegando amamantamientos con periodicidad
circadiana, después de la cirugia, fue posible determinar un vector para los primeros 15 dias

de lactancia, el cual tiene un angulo de 130° (equivalente a las 8:40 hrs) y una rho = 0.43 con
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una p = 0.05 (Fig. 34 y Tabla I1I). Estos amamantamientos tuvieron una duracion de 4.51 +

0.45min con un porcentaje de nocturnalidad de 37.5%.

Figura 34 (Cy D). Actogramas de la hembra H4G4

2122230 123 4567 8 9101112131415 1617 1819 20 21

01 * w e 4

X

Figura 34. (C) Actograma de amamantamiento. (D) Actograma de entradas “falsas”. Eje Y dias;
eje X horas. Cada cuadro representa una entrada a la caja nido, la linea roja indica el dia de la
cirugia y la marca de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).

Figura 35. Analisis de Rayleigh para la hembra H4G4

Hora de amamantamiento (h)

Analisis de Rayleigh

n=1%5

« =130° (3:40,,,)

rho =0.43

p=0.05

MNumero de crios =6-7
Tiempo en el nide =451 +
0.45min.

Figura 35. El vector, sefialado con una flecha, indica la hora de amamantamiento para la hembra
H4G4, durante los 15 dias del experimento. Los puntos cerrados representan un evento de
amamantamiento mientras que cada punto abierto indica una entrada “falsa”.
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Durante los primeros ocho dias de lactancia, la hembra H5G5 entr6 a amamantar a su camada
una vez al dia (Fig. 36-C) con periodicidad circadiana [angulo de 137.7° (9:11 am), rho =
0.93y p<0.001] (Tabla H). Los amamantamientos tuvieron una duracién promedio de 2.59
+0.12 min. y el 100% ocurrio6 durante las horas de luz (Tablas I y I1). Luego de la cirugia, el
analisis histologico revel6 que recibio un dafio parcial, en ambos lados del NPV, con un
volumen total de 2.23x108um? (I1zquierda 0.94x108um?; Derecha 1.28x108um?®), equivalente
auna lesion del 26.3% del NPV (Fig. 32-A y Tabla IX). Luego de la cirugia esta hembra dejo
de amamantar el noveno dia de lactancia (Fig. 36-C). En cuanto a los indicadores de
bienestar, esta hembra no consumié agua ni alimento después de la cirugia. Los dias
posteriores, el consumo de agua se recuper0, a diferencia del consumo de alimento, que se
mantuvo bajo hasta el dia 15. Mientras que al final de experimento no gano ni perdio peso,
con respecto a su peso al inicio del experimento (Tabla V1).

Durante los primeros ocho dias de lactancia, la hembra H6G3 entrd a amamantar a su
camada una vez al dia (Fig. 37-C) con periodicidad circadiana [angulo de 107.19° (7:08 hrs),
rho = 0.93 y p < 0.001] (Tabla IIl). Los amamantamientos tuvieron una duracion promedio
de 2.22 £+ 0.45 min. y el 37.5% ocurrieron durante las horas de oscuridad (Tablas I y II).
Luego de la cirugia, el andlisis histoldgico revel6 que recibid un dafio parcial, en ambos lados
del NPV, con un volumen total de 3.76x10%um?® (Izquierda 1.73x10%um3; Derecha
2.02x10%umq), equivalente a una lesion del 44.3% del NPV (Fig. 36-A y Tabla 1X). Luego
de la cirugia, la hembra continu6 entrando al nido, sin embargo, dejo de amamantar (Fig. 37-
D). Estas “falsas” entradas al nido, se caracterizaron por su larga duracion (20.53 min+ 1h 9
min) asi como por un completo desinterés hacia los crios. Durante ese tiempo en el nido, la
hembra entr6 a consumir la paja y/o dormir, pero nunca adoptdé una postura de

amamantamiento.
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Figura 36. Ubicacidn de la lesién y actograma de la hembra H5G5

2122230 1 2 3 45 6 7 8 9101112131415 1617 1819 2021

S S S S T SO SO ST S SR R

Figura 36. Ubicacion de la lesion en la hembra H5G5. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (P-0.5). (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. Rojo: delimitacion de la lesion;
Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X horas. Cada
cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la cirugia y la marca
de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Figura 37. Ubicacion de la lesidn y actograma de la hembra H6G3
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Figura 37. Ubicacion de la lesion en la hembra H6G3. (A) Esquema representativo del plano de la
lesion (B) Microfotografia (40X) del area lesionada. (P-1.5). Rojo: delimitacién de la lesion;
Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento, cada cuadro representa un evento de
amamantamiento, (D) Actograma de entradas falsas, cada rombo representa una entrada a la caja
nido. Eje Y dias; eje X horas. La linea roja indica el dia de la cirugia y la marca de agua sefiala el
cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Durante los primeros ocho dias de lactancia, la hembra H6G5 entr6 a amamantar a su camada
una vez al dia (Fig. 38-C) con periodicidad circadiana [angulo de 349.94° (23:19 hrs), rho =
0.7 y p <0.05] (Tabla I1I). Los amamantamientos tuvieron una duracién promedio de 3.47 +
0.10 min. y el 85.7% ocurrieron durante las horas de oscuridad (Tablas I y 11). Luego de la
cirugia, el analisis histoldgico reveld que recibié un dafio parcial, en ambos lados del NPV,
con un volumen total de 2.28x10%um? (Izquierda 0.81x10%um?®; Derecha 1.46x108umd),
equivalente a una lesion del 26.9% del NPV (Fig. 37-A y Tabla IX).

Figura 38. Ubicacidon de la lesién y actograma de la hembra H6G5
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Figura 38. Ubicacion de la lesion en la hembra H6G5. (A) Microfotografia (40X) del &rea
lesionada. (B) Esquema representativo del plano de la lesion (P-1.0). Rojo: delimitacion de la
lesién; Verde: NPV; Amarillo: Fornix. (C) Actograma de amamantamiento. Eje Y dias; eje X
horas. Cada cuadro representa un evento de amamantamiento, la linea roja indica el dia de la
cirugia y la marca de agua sefiala el cambio de fase luz-oscuridad (14-10).
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Luego de la cirugia incremento el intervalo entre los amamantamientos, con latencias
cercanas a las 48hrs (Fig. 38-C). La duracion promedio de sus amamantamientos fue de 4.11
+ 0.53 min. con un porcentaje de nocturnalidad de 75% (Tablas | y I1). Debido a que esta
hembra continu6 amamantando a su camada una vez al dia, despueés de la cirugia, fue posible
determinar un vector para los primeros 15 dias de lactancia, el cual tiene un angulo de 349.8°
(equivalente a las 23:19 hrs) y una rho = 0.63 con una p = 0.011 (Fig. 39). Estos
amamantamientos tuvieron una duracion de 3.57 + 1.06 min con un porcentaje de
nocturnalidad de 81.8% (Tablas I y II).

Fig 39. Grafica de Rayleigh para la hembra H6G5

Hora de amamantamiento (h)

Andlisis de Rayleigh
n=10
o =349.7° (23:18,,)
rho =0.63
p=0.011
Numero de crios en la camada = 6-7
Tiempo en el nido = 3.57 + 1.06 min

Figura 39. El vector, sefialado con una flecha, indica la hora de amamantamiento para la hembra
H6G5. Cada punto indica la hora a la que ocurrié cada amamantamiento.
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Tabla XI. Nimero de amamantamientos

Hembra

Pre-cirugia

Post-cirugia
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H8G2
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H3G5

HAG4

HAGS5

Bilateral

==

H5G5

H6G3

R RN R|R|[R|[R

H6G5
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N R RRRIR(R[R R[RL|[R
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Tabla XI. NUmero de amamantamientos que realizo cada una de las hembras, durante los dias

del experimento. La (X) indica fallo en el sistema de video; (-) No entro a amamantar.
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7 DISCUSION

7.1 Efectos de la lesion del NPV sobre la CM
El principal objetivo de esta tesis fue evaluar la participacion del NPV sobre dos aspectos
fundamentales de la conducta maternal en la coneja: la periodicidad circadiana del
amamantamiento y la duracion del tiempo en el nido. Para cumplir con este objetivo,
comparamos por 15 dias la conducta maternal de conejas lactantes, especificamente la hora
y la duracién de cada evento de amamantamiento, antes y despues de ser lesionadas
quimicamente en el NPV.

Al analizar la conducta maternal de todas las hembras, durante los primeros dias de
lactancia (pre-cirugia), en busca de un patron circadiano en los amamantamientos, se
encontré por medio del analisis de Rayleigh, que 15 de las 21 conejas mostraban una
ritmicidad circadiana en sus entradas al nido. Mientras que el analisis poblacional para las
hembras (n=15), bajo estas condiciones experimentales (Fotoperiodo luz/oscuridad 14h:10h,
6-8 crios en la camada, temperatura natural y ruido habitual), mostré que amamantaron con
periodicidad circadiana (angulo = 102°, rho = 0.60, p = 0.05) y con una duracion promedio
dentro del nido de 4.06+2.16 min. Estas observaciones confirman los resultados encontrados
por otros investigadores (Jilge, 1993 y 1995; Zarrow et al., 1965; Gonzélez-Mariscal et al.,
1994; Hoy y Selzer, 2000; Lincoln, 1974), quienes sefialan que las hembras lactantes entran
al nido maternal una vez cada 24 horas para alimentar a su camada, al igual que en el presente
estudio. Sin embargo, difiere del vector reportado por Gonzélez-Mariscal et al (2013) (angulo
= 58° hora 3:51h; rho = 0.78; p < 0.001). Las diferencias entre ambos resultados,
probablemente se deban al tamafio de la muestra, ya que el analisis de Rayleigh es sensible
al nimero de datos utilizados para estimar el angulo. En consecuencia, al usar solo siete dias
para analizar cada hembra, y no 15 como en el trabajo del 2013, el vector resultante presenta
un angulo/hora diferente al reportado anteriormente.

Después de la cirugia, el analisis histoldgico de los cerebros revel6 que el AK actud
selectivamente sin dafiar las fibras de paso. Provocd una marcada pérdida de neuronas
parvocelulares, mientras que las neuronas magnocelulares fueron afectadas en menor
medida, al igual que en reportes previos (Giovenardi et al., 1998; Olazabal y Ferreira, 1997).

Lo anterior sugiere que las secuelas conductuales producidas por la lesion con AK se deben
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principalmente a la pérdida de neuronas parvocelulares. Esto permite a las hembras
lesionadas en el NPV adoptar una postura de amamantamiento y permite la eyeccion de leche,
al mantener parcialmente la sintesis de OT en las neuronas magnocelulares que proyectan
hacia la neurohipdfisis. Aun cuando algunos autores reportan una pérdida de peso en los crios
de las madres lesionadas en el NPV, probablemente por la interrupcion del reflejo de
eyeccion lactea (Olazabal y Ferreira, 1997), otros trabajos respaldan esta aseveracion
(Giovenardi et al., 1997). Sin embargo, es importante considerar que ningun trabajo,
independientemente de las caracteristicas de la lesién del NPV, ha reportado un completo
abatimiento de la eyeccion lactea (Consiglio y Lucion, 1996; Insel y Harbaugh, 1985; Numan
y Corodimas, 1985).

Las hembras lesionadas fuera del NPV (grupo 1) no mostraron cambios significativos
en su CM post-parto, es decir, continuaron amamantando a su camada dentro del nido con
periodicidad circadiana, de manera similar a lo acontecido antes de la cirugia. Al final del
experimento las ocho hembras continuaron entrando al nido para amamantar a sus crios.
Estos amamantamientos tuvieron una duracion promedio de 3.45 £+ 1.22 min y ocurrieron
con un 61.76% de nocturnalidad (Tablas I y 1), seis de ellas cumplieron con el criterio
(p<0.05) para el analisis de Rayleigh poblacional, y establecieron un vector con un angulo
de 71.92° (equivalente a las 4:47ns) ¥y una rho = 0.63 con una p < 0.002 (Tabla IlI).
Probablemente, la diferencia entre este resultado y el vector reportado por Gonzalez-Mariscal
et al (2013), radica nuevamente en la cantidad de datos usados para el analisis, ya que en el
trabajo anteriormente citado, el nimero de hembras en la poblacion fue mayor (n = 15) al
utilizado para obtener este vector (n = 6). Sin embargo, es muy importante reconocer que,
pese a haber sido sometidas a un procedimiento experimental (altamente invasivo) las
hembras no sélo continuaron amamantando individualmente con periodicidad circadiana
sino que, ademas, poblacionalmente obtuvieron un vector significativo (p < 0.002) lo que
indica claramente que mantienen una periodicidad en el amamantamiento.

La identificacion de las lesiones de este grupo fue particularmente complicado,
debido a que en algunas de las hembras las lesiones se situaron sobre fibras o en areas del
cerebro carentes de los receptores al AK. Sin embargo, se identificaron indirectamente por
la trayectoria de la canula y la acumulacion de neuroglia alrededor del AK. Las lesiones se

ubicaron en areas como: la comisura anterior, el fornix, la fimbria del hipocampo, el area
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hipotaldamica anterior, el area dorsal hipotalamica, el area hipotalamica lateral, el nucleo
periventricular del tdlamo, el nacleo ventromedial del talamo, el tracto mamilotaldmico, el
nacleo dorsomedial del hipotalamo, el &rea hipotaldmica posterior, asi como en el tercer
ventriculo. Empero, en ninguno de estos casos el dafio se reflejo en una alteracion
significativa de las conductas analizadas.

Luego de la cirugia las cinco hembras lesionadas unilateralmente en el NPV (grupo
2) continuaron amamantando a su camada dentro del nido hasta el final del experimento.
Esos amamantamientos tuvieron una duracion promedio de 3.46 = 1.24 min, similar a la
duracion reportada por otros grupos de investigadores (Zarrow et al., 1965; Gonzalez-
Mariscal et al., 1994; Hoy y Selzer, 2000; Lincoln, 1974), lo que indica que en este grupo no
se afect6 ese componente de la CM.

Por otra parte, al analizar la periodicidad de los amamantamientos, se observo que
una de las hembras en este grupo (H1G5), mostro una alteracion en la periodicidad de los
amamantamientos, al incrementar considerablemente el nimero de amamantamientos
Ilegando a amamantar hasta en cuatro ocasiones en 24 horas (Fig. 26-C); la duracion de esos
amamantamientos fue de 2.43 £ 0.06 min (Tabla Il). El andlisis histolégico revelé que una
de las canulas se ubic6 dentro del tercer ventriculo mientras que la otra, causé un dafio en la
cara externa del lado derecho del NPV, con un volumen de 0.914x108um? (Fig. 26-A y Tabla
VIII). Sin embargo, a pesar de que otras hembras presentan lesiones ubicadas en el tercer
ventriculo, sin mostrar cambios significativos en su CM, es dificil determinar si la alteracion
conductual observada en esta hembra se debio exclusivamente al dafio ocasionado en el NPV.

Por ultimo, en el tercer grupo (n=8) se encuentran las hembras que presentaron una
lesion asimétrica en ambos lados del NPV, las lesiones se localizaron principalmente entre
los planos (P-1y P-2). Al analizar la conducta de las hembras luego de a cirugia se observé,
gue no habia una respuesta conductual homogénea como resultado de la lesion bilateral del
NPV. Tres de las hembras en este grupo dejaron de amamantar a su camada, una continuo
entrando al nido sin amamantar a los crios (entradas falsas), tres modificaron la periodicidad
de los amamantamientos y otra mas afiadid multiples entradas “falsas” ademas de sus

amamantamientos.
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Cuatro hembras dejaron de amamantar por completo. Sin embargo, dos de ellas mostraron
algunos elementos de la CM post-parto. La hembra H3G5 evit6 activamente el contacto con
los crios, sin embargo, en el dia 14 permitié un episodio de amamantamiento con una
duracion de 4.26 min, luego de ser alcanzada por al menos cuatro crios fuera del nido, lo que
indica que persiste la capacidad para adoptar la postura de amamantamiento. Por otro lado,
la hembra H6G3 continudo entrando a la caja nido que contenia a los crios, pero sin adoptar
la postura de sifosis. Esto Gltimo sugiere que, a pesar de la lesion del NPV, persiste la
motivacidn para acercarse a los crios, pero no la capacidad de culminar la accion, debido a
que dentro del nido no interaccion6 con los crios. Estos resultados coinciden con, los reportes
realizados por Insel y Harbaugh (1989), que encontraron que algunas de las ratas lesionadas
en el NPV el dia cuatro post-parto, durante la prueba de acarreo, fueron capaces de acercarse
a los crios y sujetarlos, pero no de depositarlos correctamente dentro del nido, dejandolos
dispersos en el camino.

En el presente estudio se encontrd que en tres hembras (H9G2, H3G4, H6G5) la lesidn
bilateral del NPV modificé la frecuencia de amamantamiento en las conejas, al aumentar o
disminuir el intervalo entre cada episodio de succién. Lo anterior sugiere una interrupcion en
la integracion de las sefiales provenientes de la succidn, pues se sabe que, el estimulo de la
succion de una camada (de 5 a 8 crios) sincroniza la temperatura (Jilge et al., 2001) y la
locomocion (Meza et al., 2008) de las conejas e incrementa, en el NPV, el nimero de
neuronas c-FOS-ir (GonzalezMariscal et al., 2009). Por otra parte, cuatro horas después, este
mismo estimulo causa un incremento en la expresion de la proteina PER1 en las células
oxitocinergicas (Meza et al., 2008) en el NPV.

El NPV esta altamente interconectado con el NSQ (Vrang, 1995). Se sabe que en la
rata, al lesionar electroliticamente el NPV, los niveles de melatonina en la glandula pineal,
asi como su principal metabolito (6-hydroxymelatonina), disminuyen cerca del 90% durante
la noche, en comparacion con ratas control (Klein et al., 1983). Mientras que, la misma lesion
en el hamster macho, inhibe la regresion gonadal inducida por un fotoperiodo luz/oscuridad
6h:18h, sin afectar el ritmo de actividad locomotora (Pickard y Turek, 1983), lo que sugiere
que el NPV participa como una estacidn de relevo sinaptico del NSQ.

Por otra parte, se sabe que el NPV requiere de sefiales provenientes del NSQ para

generar un ritmo, es decir, es incapaz de generar y mantener un ritmo auto-sostenido, como
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se ha demostrado por estudios in vitro (Tousson y Meissl, 2004). Estudios in vitro, realizados
en cultivos aislados, para analizar la expresion del gen Perl en diferentes areas de tejido
neural, provenientes de ratas portadoras del trans-gen Perl-liciferasa, mostraron que el NPV
exhibe un ritmo con mayor expresion de PER1 durante la noche (Abe et al., 2002). Mientras
que otros estudios, realizados en ratones transgénicos, portadores de una proteina
fluorescente en el gen Perl, demostraron que en el NPV, la proteina PER1 exhibe ritmos
diurnos, con una mayor expresion de PER1 durante el dia en comparacién de la noche
(Kriegsfeld et al., 2003), lo que sugiere que el NSQ comunica informacién al NPV, a través
de sus aferencias, para regular sus oscilaciones. Evidencia reciente demuestra que diversas
areas del cerebro expresan la proteina PER1, en poblaciones celulares neuroendocrinas
(Meza et al., 2008 y 2011), incluyendo las neuronas oxitocinérgicas del NPV y que ademas,
el estimulo diario de la succién de mas de cinco crios, es suficiente para sincronizar la
actividad locomotora y la expresion de PER1 en las neuronas oxitocinérgicas del NPV (Meza
et al., 2008). Por lo tanto, en el presente trabajo, la lesion del NPV estaria interrumpiendo la
integracion de las sefiales provenientes del NSQ y de la succion al, al NPV, causando asi, la
alteracion de la periodicidad circadiana del amamantamiento.

Sabemos que en el NPV se sintetizan principalmente OT y AVP y que durante la
lactancia, en la coneja se incrementan el nimero y el tamafio de las neuronas inmunoreactivas
a OT y AVP dentro del NPV (Caba et al., 1996). Ambos péptidos han sido estudiados en
relacién a su participacion en la CM (Fahrbach et al., 1984; Fahrbach et al., 1985; Leengoed
et al., 1987; Pedersen et al., 1985; Pedersen et al., 1994; Pedersen y Prange 1979; Yu G-Z et
al., 1996). Sin embargo, las lesiones del NPV sélo han permitido sugerir que esta estructura
participa en la iniciacion de la CM, mas no en su manutencion (Consiglio y Lucion, 1996;
Insel y Harbaugh, 1989; Numan y Corodimas, 1985; Olazabal y Ferreira, 1997). El presente
trabajo muestra por primera vez que el NPV participa en la regulacién de la CM durante la
lactancia, al afectar uno de los componentes analizados, y el mas caracteristico de la coneja,
la periodicidad circadiana del amamantamiento.

Se encontr6 que el 100% de las hembras lesionadas fuera del NPV retuvo la
motivacidn para entrar al nido, y amamantar a su camada, una sola vez en 24hrs. Mientras
del 100% de las hembras lesionadas unilateralmente, que continuaron amamantando a s

camada, solamente el 20% incremento la frecuencia de los amamantamientos.
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Por altimo, de las ocho hembras lesionadas bilateralmente en el NPV, el 50%
continu6 entrando a la caja nido para alimentar a sus crias, aunque lo hicieron con
alteraciones en la frecuencia de los amamantamientos. Mientras que en el 50% se perdi6 la
motivacion de entrar al nido para amamantar.

Es posible que la AVP y la OT participen como parte del mecanismo regulador del
reloj circadiano. Se sabe que el nivel de AVP en el liquido cerebroespinal (LCE) exhibe un
ritmo enddgeno (Wim et al., 1982) y que esta misma hormona aparentemente facilita el
efecto sincronizador de la luz, sobre diferentes ritmos circadianos (temperatura corporal,
frecuencia cardiaca, actividad locomotora) (Murphy et al., 1998).

A diferencia de la AVP, los niveles de OT dentro del LCE no cambian
significativamente durante el transcurso del dia (Wim et al., 1982), independientemente de
la fase de luz/oscuridad (Roizen et al., 2007). Sin embargo la evidencia sugiere que los
niveles de OT se incrementan durante el parto (Burbach, 2006) y la lactancia (en la succién)
(Fuchs y Wagner, 1963; Fuchs et al., 1984). Asimismo, Roizen et al (2007) encontraron que,
al estimar la ocurrencia del parto en ratones, mediante el anélisis de Rayleigh los animales
con un knockout al gen de OT s6lo exhibieron periodicidad circadiana en los partos (p <
0.01), cuando se mantuvo el fotoperiodo inicial. Por el contrario, los sujetos sometidos a un
adelanto de 6 horas en la fase luz/oscuridad, parieron de forma aleatoria durante el dia (rho
= 0.56, p = 0.08); lo mismo se encontrd cuando fueron sometidos a un retraso de fase (rho =
0.20, p = 0.68). A diferencia de los sujetos control, quienes continuaron expresando vectores
significativos (adelanto de fase: p < 0.01; retraso de fase: p < 0.05; sin cambio: p < 0.001)
independientemente de la condicion del fotoperiodo.

Es importante notar que la CM de la rata y la coneja, difieren considerablemente, al
igual que el criterio empleado para determinar la maternalidad de un individuo. Una coneja
considerada “maternal” no s6lo debe amamantar a su camada, sino que ademas, debe hacerlo
con periodicidad circadiana y una duracion de entre tres y cinco minutos. Por el contrario, en
la rata cominmente se evalla la presencia y/o la consumacion de algunos patrones
conductuales (acarrear, agrupar, acicalar), que no representa la coneja. Sin embargo, algunos
autores han reportado que luego de la lesiéon del NPV, disminuyo la frecuencia y la duracion

de los ataques contra intrusos (Consiglio y Lucion, 1996) y que la administracion de un
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antagonistaa OT, redujo la duracion de los acicalamientos y aumenté su frecuencia (Pedersen
y Boccia, 2003).

7.2 Efecto de la lesion del NPV sobre la ingestion de agua y alimento

Durante la gestacion y los primeros siete dias de lactancia, no se observaron
diferencias significativas entre las hembras lesionadas fuera (grupo 1) o en el NPV (grupos
2y 3) ni en el consumo de agua ni en el de alimento. Unicamente se registré un incremento
significativo en el consumo de alimento durante la lactancia, conforme se ha reportado en
trabajos anteriores (Szendro et al., 1999; Gonzalez-Mariscal et al., 2009). En cuanto a la
ingestion de agua nuestros resultados son, hasta donde sabemos, los primeros en medir el
consumo individual durante la gestacion y la lactancia en la coneja. Encontramos que durante
la gestacion las hembras consumen en promedio 407 £ 157.7 ml. y registran un incremento
significativo (P<0.001) en la ingestion del agua durante los primeros dias de lactancia (551.6
+ 157.6 ml; Media£DE). Luego de la cirugia, no se encontraron diferencias significativas en
el consumo de agua y alimento entre los tres grupos de hembras lesionadas. Sin embargo,
cuatro hembras dejaron de comer en el dia posterior a la lesién

Tres de las hembras en las que se inhibi6 transitoriamente el consumo de agua y/o
alimento, un dia después de la cirugia, pertenecen al grupo 3 (lesion bilateral del NPV), y en
los tres casos, las hembras dejaron de amamantar a su camada. Mientras que la hembra H4G5
solo dejo de comer alimentos comprimidos, las hembras H5G5 y H3G5, no ingirieron agua
ni alimento, esta ultima hembra permitié un episodio de succién fuera del nido, lo que sugiere
que perdurdé la capacidad para amamantar. Por Gltimo una de las hembras perteneciente al
grupo 2 (lesion unilateral del NPV), incrementd el nUmero de entradas para amamantar, lo
cual, insinta que el ayuno de 24 horas producto de la lesion, no interfirié significativamente
la crianza de su camada hasta el destete.

Se ha descrito que la lesion del NPV provoca hiperfagia (Aravich y Sclafani, 1983;
Leibowitz et al., 1981; Shor-Posner et al., 1985) y polidipsia (Aravich y Sclafani, 1983;
Leibowitz et al., 1981). Desafortunadamente, estos trabajos se han limitado a explorar el
modelo de la rata macho y pocos han usado hembras, dejando al margen la condicion
reproductiva (Leibowitz et al., 1981). Los dos estudios en los que se lesioné el NPV durante

la lactancia, unicamente registraron el peso de los individuos y no se encontraron diferencias
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significativas entre el peso de las hembras lesionadas y los controles (Olazabal y Ferreira,
1997; Numan y Corodimas, 1985). Sin embargo, sabemos que la lactancia es una condicion
que induce naturalmente un incremento en el consumo de agua y de alimento, es decir, las
conejas lactantes consumen mas agua y alimento (Szendro et al., 1999; Gonzalez-Mariscal
et al., 2009) que las hembras en estro, al igual que se observa en nuestros resultados (Tablas
IV y V). Por lo tanto la condicion reproductiva de nuestras hembras podria enmascarar la
hiperfagia y la polidipsia inducidas por la lesion del NPV, como la que se ha observado en
roedores.

Es importante reconocer que el NPV es un nucleo complejo, compuesto por dos
poblaciones neuronales que producen principalmente oxitocina y vasopresina, asi Como otros
péptidos (somatostatina, encefalina, angiotensina Il renina, glucagén, hormona liberadora de
adrenocorticotropina, colecistoquinina, dinorfina) y la enzima tirosina hidroxilasa.
Asimismo, algunas neuronas pueden sintetizar mas de un sélo péptido. Por lo tanto, a pesar
de la aparente selectividad del AK por las neuronas parvocelulares, no es posible determinar

que los efectos encontrados se deban a la disminucién de una hormona en particular.

8 CONCLUSION

El NPV participa en la regulacion de algunos aspectos de la conducta maternal post-
parto en la coneja. La proporcion del volumen lesionado del NPV se correlaciona con la
afectacion de la CM, puesto que: a) EI 100% de las hembras lesionadas fuera del NPV (n=8)
retuvo la motivacion para entrar al nido, y amamantar a su camada, una sola vez en 24hrs. b)
El 100% de las hembras con lesion unilateral del NPV (n=5), con un dafio promedio de 19.9%
en el NPV, retuvo la motivacion para amamantar a sus crios dentro del nido. EI 80% de estas
hembras continuaron amamantando una sola vez cada 24hrs, mientras que so6lo el 20%,
incremento la frecuencia de los amamantamientos. ¢) En tanto que, de las ocho que recibieron
una lesion bilateral, anicamente el 50% de las hembras (con un dafio promedio de 29.8% en
el NPV) retuvieron la motivacion para amamantar a su camada, sin embargo, incrementaron
la frecuencia de los amamantamientos en 24 horas. Mientras que el 50% restante (con un
dafio promedio de 33.6% en el NPV) se perdié la motivacion de entrar al nido para

amamantar.
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9 APENDICE
9.1 ACIDO KAINICO

9.1.1 Glutamato

El glutamato (Glu) se encuentra en concentraciones particularmente altas en el
sistema nervioso central: entre 40 y 45% de las sinapsis son mediadas por Glu en los
vertebrados (Farooqui et al., 2008). El Glu actta sobre receptores de membrana clasificados
en dos subclases: a) Los receptores ionotropicos, responsables de la muerte neuronal por
excitotoxicidad (Verdaguer et al., 2002), N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazol-propionato (AMPA) y kainato (KA). Son los responsables de las sinapsis
excitatorias rapidas (Kandel et al., 2001). b) El receptor metabotropico trans-1-amino-
ciclopentano-1,3-dicarboxilato (t-ACPD), acoplado a un sistema de segundos mensajeros,
asociados a respuestas sinapticas lentas (Farooqui et al., 2008).

9.1.2 Acido kainico (AK)

En 1953 Murakami aislé una sustancia del alga marina (Diagenea simplex) que
inicialmente fue usada como tratamiento para ascariasis. Ahora se sabe que el &cido kainico
(AK)  es un aminoacido sintético (no degradable) analogo al glutamato. Estudios
neurofisioldgicos indican que es de 30 a 100 veces mas poderoso que el Glu, como excitador
neuronal (Coyle y Schwarcz, 1983). Es conocido por sus propiedades convulsivas: cuando
se administra por via intraperitoneal, intramuscular, intracerebral o intracerebroventricular,
es capaz de producir prolongados estados epilépticos. De igual forma es reconocido como
una poderosa herramienta en el area de las neurociencias dada su capacidad para provocar
lesiones en células nerviosas sin dafar fibras de paso (Gary et al., 1980; Farooqui et al., 2008;
Coyle y Schwarcz, 1983). Una de las caracteristicas mas peculiares del AK es la marcada
variacion que exhiben las neuronas a sus efectos. Asi pues, hay areas cuyas neuronas son
extremadamente sensibles a su accion, como las células piramidales del hipocampo (Coyle y
Schwarcz, 1983) y otras que no se ven afectadas ain con altas concentraciones, como las
células del nucleo supraquiasmatico. De manera interesante, algunos nucleos como el

supradptico y el paraventricular, expresan diferencialmente la sensibilidad al AK, debido a

Pagina | 82



que sélo las neuronas parvocelulares expresan el receptor al AK (Gary et al., 1980; Zhang y
Ciriello, 1985; Herman y Wiegand, 1986). Ademas, estas variaciones en la sensibilidad al
AK, difieren entre especies y entre poblaciones celulares. “Por ejemplo, una dosis que, en la
rata causa una modesta lesion en el nucleo estriado, produce una lesion con un radio 2 a 3
veces mas grande en el nucleo estriado del mono (Coyle y Schwarcz, 1983).” El AK actaa
como un potente agonista de los receptores AMPA y kainato, para inducir muerte celular por
excitotoxicidad. La activacion de los receptores al AK, produce una despolarizacion de la
membrana que resulta en una entrada masiva de calcio, la cual, detona la cascada de muerte
neuronal (Fig. 40). También induce la liberacidn de lactato deshidrogenasa (LDH), y un
decremento en los niveles de bromuro de 3-(4 5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difeniltetrazolio
(MTT), que resulta en un dafio de la funcién mitocondrial (Zhang y Jie Zhu, 2010).

Figura 40. Muerte celular por AK. (1) La

estimulacién del receptor a glutamato (RAK), el
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ROS: oxigeno reactivo (modificado de Zhang y Jie Zhu, 2010).
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