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Resumen

La reactividad al estrés estd dada por la estimulacion directa o indirecta de las neuronas
parvocelulares en el ndcleo paraventricular (NPV) del hipotalamo (Numan, 2015). Esto, a su
vez, provoca la liberacion del factor liberador de corticotropina (CRF) y de la Arginina-
Vasopresina (AVP), que estimulan a las neuronas corticotropas de la adenohipoéfisis para que se
sintetice y secrete la hormona liberadora de corticotropina (ACTH) al torrente sanguineo. El
aumento de ACTH en sangre, incrementa la biosintesis y liberacion de glucocorticoides desde
la glandula suprarrenal (Lui y cols. 1999, Sapolsky 1992, Griffiths y Hunter 2014). El papel de
la adrenalina es suministrar energia de manera inmediata, mientras que los glucocorticoides
mantienen constante el nivel de glucosa sanguinea para nutrir masculos, corazon y cerebro
(Selye 1936).

La reactividad al estrés, se encuentra regulada por el CRF en sus componentes
fisiologicos, emocionales y comportamentales. Mientras que los glucocorticoides son los
encargados de modular la intensidad y duracion de la reactividad, por medio de la
retroalimentacion negativa a nivel del hipocampo (Lui y cols. 1999). Sin embargo, la exposicion
(Unica o repetida) a diversos estimulos (manipulacion, separacién madre-crias, exposicion a
olores) durante el periodo posnatal temprano pueden ejercer efectos profundos y duraderos,
sobre la magnitud de la respuesta al estrés (aspectos conductuales y neuroendécrinos) cuando
adultos (Liuy cols. 1999; Gonzalez-Mariscal y Kinsley, 2009; Gonzalez-Mariscal y Melo, 2013;
Melo 2015). Debido a la plasticidad adaptativa del cerebro durante el periodo posnatal
temprano, momento en el que se llevan a cabo, procesos de proliferacion celular, migracion
neuronal, diferenciacion de neuronas y glia, sinaptogénesis, mielinizacion, apoptosis, entre otros
(Rice y Barone Jr. 2000).

En conejos, la separacién madre-crias por 48 h es un manejo comun en granjas, necesario
para cancelar un episodio de succion (bioestimulacion), después de este manejo, mejora la
receptividad sexual y la fertilidad en hembras lactantes (Bonanno y cols. 1999, Bonanno y cols.
2002, Rebollar y cols. 2006, Eiben y cols. 2013). Para las crias, esta separacién es un estimulo
estresante, que disminuye la reactividad a largo plazo del eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal
(HHA) (Brecchiay cols. 2009). No obstante, se desconocen los efectos de esta separacion sobre

la reactividad conductual al estres, por esta razon, en el presente trabajo evaluamos las



consecuencias de la separacion madre-crias por 48 h sobre la reactividad conductual y
neuroendocrina en conejos blancos Nueva Zelandia adultos (100-120 dias).

En el presente trabajo, la separacién madre-crias por 48 h no disminuy6 en las hembras,
la respuesta del eje HHA ante el estimulo de la inyeccion de solucion salina, no obstante, en las
hembras experimentales el horario en el que se aplico la prueba de inyeccién de solucion salina
afectd la magnitud de la respuesta del eje HHA, incrementando la cantidad de cortisol y
corticosterona en las muestras de la tarde en comparacién con las muestras de la mafiana. Por
otro lado, el horario en el que se aplicaron las pruebas conductuales, no tuvo ningun efecto
(controles y experimentales), sobre la reactividad conductual (ambos sexos). También
observamos que las consecuencias de la separacion madre-crias, fueron selectivas a la conducta
sexual, aumentando en los machos experimentales la latencia a la primera eyaculacion y el
porcentaje de montas que no culminaron en eyaculacion (tasa de error) y disminuyendo en las
hembras experimentales el cociente de lordosis, sin embargo al eliminar el factor genético en
las hembras el cociente de lordosis fue similar en controles y experimentales. Mientras que en
el resto de los indicadores conductuales no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre animales controles y experimentales (ambos sexos). Posiblemente, la
estimulacion proveniente de los hermanos de camada, amortigudé las consecuencias de la

separacion madre-crias sobre la reactividad conductual y neuroendocrina.

Vi
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1. Introduccién

1.1. Bioestimulacién

La bioestimulacion es una técnica ampliamente utilizada en granjas cunicolas para
mejorar la receptividad sexual y la fertilidad en hembras lactantes. Dicha técnica consiste en
cancelar un episodio de succidn, realizando una separacion madre-crias por 48 h, generalmente
en el dia diez de la lactancia (Bonanno y cols. 1999, Bonanno y cols. 2002, Rebollar y cols.
2006, Eibeny cols. 2013).

Durante la lactancia temprana, el estimulo de la succion, inhibe en la madre la secrecion
del pulso preovulatorio de GnRH, lo que, a su vez, limita la liberacion de LH (Pandnabhan y
McNeilly 2001, Nicol y cols. 2004). Esto, a su vez, inhibe el desarrollo folicular en el ovario y
la secrecién de estrégenos (Hamada y cols. 1980, Osteen y Mills 1980, Dorrington y Gore-
Langton 1981 citados por Bonanno y cols. 2004). Consecuentemente, la coneja esta en estado
de anestro, en el que la receptividad sexual esta reducida al minimo y la ovulacién no ocurre en
respuesta a la copula (Ubilla y Rebollar 1995, Garcia-Dalman y Gonzalez-Mariscal 2012).

Después de la separacion madre-crias por 48 h, se restaura el estro en la coneja lactante,
y es posible aparearla y provocar el reflejo de ovulacion (Bonanno y cols. 1999) o inseminarla
artificialmente (Alvarifio y cols. 1998, Bonanno y cols. 2004, Rebollar y cols. 2006, Eiben y
cols. 2013). Esto lleva a que la hembra esté concurrentemente gestante y lactante (Rebollar y
cols. 2006, Garcia-Dalman y Gonzalez-Mariscal 2012). Para las crias, la separacion por 48 h,
en el periodo posnatal temprano, es un estimulo estresante, que modifica su reactividad al estrés
cuando adultos (Brecchiay cols. 2009), entendida ésta como la modificacion de la respuesta del

eje hipotadlamo-hipofisis-adrenal (HHA).
1.2. Estrés

El estrés se define como un estimulo puntual, agresivo o no, real o percibido, que
amenaza la integridad fisiologica o psicoldgica de un individuo, frente al cual, el organismo
activa un conjunto de reacciones fisiologicas (neuronales, metabdlicas y neuroenddcrinas) y
conductuales adaptativas, que incluyen la activacion del sistema nervioso simpatico y del eje
HHA (Sapolsky 1992, McEwen 2000, Sapolsky 2004, Duval y cols. 2010).



1.3.Reactividad al estrés

La reactividad al estrés esta controlada en sus componentes fisioldgicos, emocionales y
comportamentales, por el factor liberador de corticotropina (CRF). La reaccion del eje HHA al
estrés, estd modulado en su intensidad y su duracion por la retroalimentacion negativa de los
glucocorticoides a nivel del hipocampo (Duval y cols. 2010).

La respuesta al estrés agudo incluye varias regiones cerebrales (e.g. corteza prefrontal,
amigdala, hipocampo, hipotalamo) donde se han evidenciado diferencias sexuales, tanto en la
estructura como en la funcion; las regiones limbicas y cerebrales anteriores son extremadamente
sensibles a las hormonas liberadas durante el estrés, especialmente a los glucocorticoides (GC).
Por otra parte, el estrés cronico causa plasticidad adaptativa en el cerebro, la cual incluye
cambios estructurales y funcionales a través de una gran variedad de interacciones entre
neurotransmisores locales y hormonas (cortisol, corticosterona, vasopresina, etc.) los cuales
reprograman el genoma via procesos epigenéticos (Duval y cols. 2010, Griffiths y Hunter 2014,
Reul 2014, Numan 2015).

1.3.1. Aspectos fisiologicos

La reactividad neuroenddcrina al estrés, esta dada por la activacion del sistema nervioso
simpatico, que estimula a la glandula adrenal, provocando asi la secrecion de adrenalina. La
adrenalina provoca: aumento en la frecuencia respiratoria (para facilitar el intercambio de
oxigeno en los pulmones), incremento de la presion sanguinea (consecuencia de la
vasoconstriccion), lo cual indirectamente incrementa la fuerza de la contraccion cardiaca (ver
fig. 1). Ademas, la vasopresina incrementa la reabsorcion de agua en los rifiones, incrementando
asi el volumen sanguineo (Sapolsky, 1992). Desde 1936, Selye describi6 el “Sindrome General

de Adaptacion”, el cual se compone de 3 fases de respuesta ante un estimulo estresante:

1. Fase de alerta. En reaccion a un estresor, el hipotdlamo estimula a las glandulas
suprarrenales (en su parte medular) para secretar la adrenalina, cuyo objetivo es suministrar la
energia en caso de urgencia. Habrd entonces una serie de respuestas del organismo como:
aumento de la frecuencia cardiaca, vasodilatacion, aumento de la vigilancia por efecto de la

noradrenalina (NA).



2. Fase de defensa (o resistencia), que se activa solamente si el estrés se mantiene. La
corteza suprarrenal va a secretar entonces un segundo tipo de hormona, el cortisol. Su papel, es
mantener constante el nivel de glucosa sanguinea para nutrir musculos, corazon y cerebro. Asi,
la adrenalina suministra la energia de urgenciay el cortisol asegura la renovacién de las reservas.

3. Fase de agotamiento (o relajamiento): se instala si la situacion persiste, y se acompafa
de una alteracion hormonal crénica (con consecuencias organicas y psiquiatricas). Si la situacién
persiste, es posible que el organismo se encuentre agotado. Poco a poco las hormonas secretadas

son menos eficaces y comienzan a acumularse en la circulacion.

En otras palabras, la reactividad al estrés incluye la activacion del eje HHA, ya sea por
estimulacion directa o indirecta de las neuronas parvocelulares en el ndcleo paraventricular
(NPV) del hipotdlamo (Numan, 2015). Esto, a su vez, provoca la liberacion del factor liberador
de corticotropina (CRF) y de la Arginina-Vasopresina (AVP), que estimulan a las neuronas
corticotropas de la adenohipdfisis para que se sintetice y secrete la hormona liberadora de
corticotropina (ACTH) al torrente sanguineo. El aumento en los niveles de ACTH en la sangre
incrementa la biosintesis y liberacion de glucocorticoides desde la glandula suprarrenal (Lui y
cols. 1999, Sapolsky 1992, Griffiths y Hunter 2014).

Los glucocorticoides se encargan de revertir los efectos de la insulina en todas las
células; frenan procesos como la absorcion de glucosa, la sintesis de proteinas y la sintesis de
acidos grasos (los triglicéridos sufren lipolisis y se liberan acidos grasos a la circulacion) (ver
fig. 1). En el musculo, los glucocorticoides detienen el consumo de glucosa y aminoacidos asi
como la sintesis de glucogeno y proteinas; tanto el glucégeno como las proteinas son degradadas
(glucogenolisis y protedlisis, respectivamente) para que la glucosa y los aminoacidos se viertan
a la circulacion. En el higado los glucocorticoides, catecolaminas y glucagon estimulan la
gluconeogeénesis (conversion de los acidos grasos en aminoacidos y glucosa) (Sapolsky 1992).



Los niveles de glucocorticoides en plasma, estan estrechamente controlados mediante la

retroalimentacion negativa y la secrecion de CRF y ACTH gracias a la activacion del receptor

citoplasmatico a mineralocorticoides (MR) localizado en el hipocampo y el septum y/o por la

activacion de receptores a glucocorticoides (GR) localizados en la adenohipofisis y en todo el

SNC (Huot y cols. 2001). No obstante, se sabe que la secrecion de glucocorticoides, tiene una

ritmicidad circadica (Szeto y cols.2004). Esta ritmicidad, varia de acuerdo al horario de

actividad del organismo. En el caso de los conejos, al ser animales crepusculares, su maxima

actividad inicia en la tarde, mientras que su periodo de menor actividad es en la mafiana (Jilge,

1993, 1995).

Szeto y cols. (2004) observaron una tendencia similar en la secrecion de

glucocorticoides, presentando un pico maximo alrededor de las dieciocho horas y un nivel basal

a las seis horas.
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Figura 1 Diagrama. Reaccion de lucha o huida (Cannon 1929).




1.3.2. Aspectos comportamentales

El indicador mas obvio que tienen los conejos ante la dificultad de hacer frente a una
situacion estresante, es el cambio en su comportamiento (De la Fuente-Vazquez 2003, Keating
y cols. 2012). Las tres respuestas comunes ante una amenaza potencial son: a) reaccion de
inmovilidad, b) agresion y c) reaccion de huida (Brown 2012). Por ejemplo, los conejos al
sentirse amenazados por un ave, pueden reaccionar de dos formas: luchando o quedandose
inmdviles, por lo tanto, la duracion de la inmovilidad se correlaciona positivamente con el nivel
de miedo (Filiou y cols. 2012). Generalmente los altos niveles de inmovilidad freezing estan
asociadas con altos niveles de ansiedad, mientras que las conductas proactivas, como la reaccién
de huir estan asociadas con altos niveles de impulsividad y agresion (Benus y cols. 1991, Lopez-
Aumatell y cols. 2008 citado por Gorka y cols. 2016).

La forma en la que los conejos reaccionan a situaciones potencialmente peligrosas, se
basa en una estrategia activa o pasiva de hacerle frente al ambiente, por ejemplo, los individuos
activos (proactivos) se esfuerzan por evitar estimulos estresantes, mientras que los pasivos
(reactivos) muestran una reduccion en la reactividad (Kowalska y cols. 2008, Zyablisteva y
Pavlova 2008, Vindas y cols. 2017). La respuesta conductual ante un estimulo estresante, puede
variar considerablemente entre individuos (Wilson 1998). No obstante, los estilos (también
conocidos como personalidad) son consistentes a través del tiempo y en diferentes situaciones
experimentales (Koolhaas y cols. 1999, Vindas y cols. 2017).

De acuerdo con varios estudios en diferentes especies, el fenotipo conductual o la
personalidad de los animales, se define como una serie de respuestas (fisioldgicas y
conductuales) ante un estimulo estresante, consistentes a través del tiempo (Koolhaas y cols.
1999), que se clasifican en: audaz o timido (Wilson 1994, Gosling y John 1999, Rodel y cols.
2006, Stamps y Groothuis 2010; citados por Rddel y Monclis 2011). Los animales
caracterizados como timidos exploran menos (campo abierto) y muestran una mayor actividad
neofobica (eje HPA) comparados con los animales caracterizados como audaces, los cuales, son

mas territoriales y agresivos (Koolhaas y cols. 1999, Rédel y cols. 2006).



Es importante resaltar que las diferencias sexuales son una parte critica en el
entendimiento de la relacion entre el estilo conductual (audaz o timido) y la variacion individual
en los rasgos de comportamiento (reactivo o proactivo) (Gorka y cols. 2016). Asimismo, es
importante tener en cuenta, diversos factores que afectan el estilo conductual de los animales,
por ejemplo: las experiencias tempranas, el soporte social, las condiciones ambientales y de
alojamiento, y las manipulaciones (Gallup 1974, Bryan Jones 1986, Koolhaas y cols. 1999,

Fontani y cols. 1999: citados por Verwer y cols. 2009).

2. Antecedentes

2.1. Neurodesarrollo

Rice y Barone Jr. (2000) indican que durante el periodo posnatal temprano se llevan a
cabo en el cerebro procesos de proliferacion celular, migracion neuronal, diferenciaciéon de
neuronas y glia, sinaptogénesis, mielinizacion, apoptosis, entre otras. Por esta razon, durante
esa etapa los individuos son altamente susceptibles a los estimulos ambientales, que ejercen
efectos profundos y duraderos sobre la magnitud de la respuesta al estrés (aspectos conductuales
y neuroenddcrinos) cuando adultos (Liu y cols. 1999; Gonzalez-Mariscal y Kinsley, 2009;
Gonzélez-Mariscal y Melo, 2013; Melo 2015).

2.1.1. Ratas

En las ratas, el periodo hiporesponsivo al estres, protege el cerebro de los neonatos de
los efectos catabdlicos de los glucocorticoides, reduciendo la sensibilidad del eje HHA. Esta
responsividad reducida no es absoluta pues puede ser superada por un fuerte estresor, como es

la separacion materna (Huot y cols. 2001).

2.1.1.1. Manipulacion de las crias

Durante el periodo posnatal temprano, la madre es la principal fuente de estimulos:
sociales, sensoriales (visuales, auditivos, olfativos y tactiles) y quimicos (a través de la leche)
(Melo, 2015). Ademas, se sabe que la intensidad y frecuencia de los cuidados maternos tienen
una fuerte influencia sobre el comportamiento de la progenie (Liu y cols. 1999, 2000, Rddel y

Monclas 2011). Asi, la manipulacion de las crias de rata (retirando a las crias del nido durante



quince minutos al dia, durante los primeros catorce dias) estimula en la madre, un incremento
en la conducta de lamido y acicalamiento (Huot y cols. 2000) asemejando los cuidados que las
madres muy lamedoras brindan a sus crias (Macri y cols. 2004, Plotsky y Meaney 1993).

No obstante, los protocolos de separacién madre-crias por 180 min (Anisman y cols.
1998), asemeja las condiciones de las crias de madres poco lamedoras (Huot y cols. 2001).
Ambas manipulaciones tienen efectos a largo plazo sobre ciertas respuestas fisioldgicas al estrés

en la progenie cuando adulta (Gonzélez-Mariscal y Melo en prensa).

2.1.1.1.1. Efecto sobre la reactividad conductual

Algunos de las caracteristicas que se observan en los animales criados por madres muy
lamedoras, también se presentan en los animales manipulados. La manipulacion consistio en
separar a las crias de sus madres durante quince min, una vez al dia, durante los primeros catorce
dias de vida (Macri y cols. 2004, Plotsky y Meaney 1993). Cuando adultos, estos animales son
menos emocionales, y se adaptan mejor a ambientes nuevos, tienen una respuesta cognitiva mas
eficiente (atencién y aprendizaje) y son menos agresivos. Ademas muestran menos conductas
gue asemejan ansiedad, depresion y un menor numero de respuestas al estrés, lo que refleja una
moderada reactividad del eje HAA y un bajo nivel de miedo (Menard y Hakvoort 2007, Caldji
y cols. 2000, Macri y cols. 2004, Cirulli y cols. 2003). En la prueba de intruso-residente, dichos
animales muestran mas conductas exploratorias en un ambiente novedoso, pasan menos tiempo
enterrando la sonda de choque y desarrollan pocas respuestas defensivas (Padoin y col. 2001).
Ademas, se desempefian mejor en pruebas de memoria y aprendizaje espacial (Kember y cols.
2012, Liu y cols. 2000).

2.1.1.1.2. Efectos sobre la fisiologia

Cuando adultos, los animales criados por madres altamente lamedoras tienen menos
ACTH y corticosterona en plasma en respuesta a un estrés por restriccion, gracias a una mayor
sensibilidad hacia los glucocorticoides y su retroalimentacion negativa, lo que incrementa la

transcripcion del gen Nr3cl de los receptores a glucocorticoides (Francis y cols. 1999).



Ademas tienen incrementada la expresion de RNAm de receptores a glucocorticoides en
el hipocampo. Estos animales muestran una disminucion en la expresion de RNAm del CRF en
el hipotdlamo, una disminucion en los niveles de receptores a GABA/benzodiacepinas, un
incremento en los receptores a benzodiacepinas en la amigdala y un incremento en la liberacién
de dopamina en el nicleo accumbens (Liu y cols. 1997, 2000, Caldji y cols. 1998, 2000, Francis
y cols. 1999, Sapolsky y cols. 1985).

Ademas, ocurren cambios neuroanatomicos tales como: el incremento en la
supervivencia y la sinaptogénesis hipocampal, el incremento en la ramificacion y densidad
dendritica de las neuronas piramidales del CA1, asi como el incremento de la supervivencia

neuronal hipocampal (Liu y cols. 1997)

2.1.2. Conejos

A diferencia de las ratas, los gazapos no tienen periodo hiporesponsivo al estrés, pues
diferentes autores (Rovirosa y cols. 2005, Morgado y cols. 2008, 2010, Brecchia y cols. 2009)
han descrito la secrecion ritmica de corticosterona en las crias de conejo desde el dia posnatal
(DPN) dos. De acuerdo con Morgado y cols. (2011) el horario en el que se realiza el
amamantamiento (comparando entre grupos alimentados a las dos o a las diez horas) sincroniza
en las crias, la actividad anticipatoria (AA), los niveles de glucosa en plasma y la secrecion de
corticosterona. Los niveles de corticosterona se incrementan alrededor del amamantamiento,

donde el pico maximo coincide con la AA.

2.1.2.1. Manipulacion de las crias

De manera natural, las hembras amamantan a sus gazapos una vez al dia, con ritmicidad
circadiana (Jilge 1993, 1995), durante la fase de oscuridad (entre las 2-4 de la mafana)
(Morgado y cols. 2010, Gonzalez-Mariscal y cols. 2013). La coneja entra al nido, adopta la
posicion de cifosis sobre los gazapos y los amamanta durante 3-5 min (Gonzalez-Mariscal y
cols. 1994, Bautista y cols. 2005, Caba y Gonzalez-Mariscal 2009, Gonzéalez-Mariscal y cols.
2016).



Como se dijo anteriormente, la bioestimulacién consiste en cancelar un episodio de
succion, al separar a los gazapos de su madre durante 48 h (cerrando la puerta del nido),
procedimiento que restaura el estro en la madre lactante. Esta manipulacion se puede realizar
entre los DPN 2-4 (Rebollar y cols. 2006) o entre los DPN 9-11 (Bonanno y cols. 2002, 2004,
Brecchia y cols. 2009, Garcia-Dalméan y Gonzélez-Mariscal. 2012, Eiben y cols. 2013). La
cancelacién de un episodio de succién, disminuye la supervivencia y el peso de los gazapos en
el periodo pre-destete (Bonanno y cols. 2004, Rebollar y cols. 2006) y su reactividad al estrés
cuando adultos (Brecchia y cols. 2009).

Por otro lado la manipulacién crénica de los animales (tocando con la mano a las crias)
ha mostrado ser efectiva para reducir el miedo de los animales hacia el humano (Jones y Faure
1981) en borregos, puercos, ratas y conejos. En conejos se encontrd que el periodo mas sensible
para el aprendizaje es la primera semana de vida, alrededor del amamantamiento (Hudson y
Distel, 1994, Bilko y Altbacker 2000, Pongracz y Altbacker 2003 Csatadi y cols.2005, Dlcs y
cols. 2009). Debido en parte a la actividad anticipatoria (AA) (2-3 h antes del amamantamiento).
Durante la AA se incrementa el estado de alerta, la movilidad y la excitabilidad del cerebro
(Caba y Gonzélez-Mariscal 2009, Morgado y cols. 2010). Lo que favorece en los gazapos un
aprendizaje rapido, con efectos a largo plazo (6 meses) (Bilko y cols. 1994, Bilkd y Altbacker
2000, Pongracz y Altbacker 2003).

Por ejemplo, Kersten y cols. (1989) no observaron diferencias significativas entre los
conejos manipulados y no manipulados en la prueba de campo abierto. La manipulacion
consistio en remover a los gazapos del nido, uno por uno, y colocarlos en una charola de plastico
durante tres min; posteriormente los gazapos se regresaban al nido. Esta manipulacion se realizo
diariamente durante los DPN 0-10 o durante los DPN 11-20. En este experimento no se realizaba
lactancia controlada, es decir, el nido permanecié siempre abierto, por lo que la hembra

amamantaba a sus gazapos ad libitum



Posteriormente, Pongracz y Altbacker (1999) mostraron que las manipulaciones
(acariciar con la mano a los gazapos dentro del nido) realizadas varias horas antes, o varias horas
después del amamantamiento, durante la primera semana de vida, no modificaron la conducta
de los animales a largo plazo. Por el contrario, los gazapos manipulados 15 min antes o después
del amamantamiento, durante la primera semana de vida, mostraron una reduccion en la
respuesta de miedo hacia el humano, desde el DPN 28 y hasta los 6 meses de edad (Bilkd y
Altbacker 2000).

Pongrécz y cols. (2001) compararon 3 grupos de conejos: a) Controles o no
manipulados, b) Manipulados por un humano (la manipulacion consistio en tomar a los gazapos
con lamano, de forma individual, y colocarlos en una charola de plastico vacia, y posteriormente
los regresaban al nido), ¢) Expuestos a un gato (colocaron un gato dentro del nido, durante 3
min). La manipulacion se realizaba 15 minutos antes del amamantamiento y las consecuencias
de ello se evaluaron en el DPN 28. Sorprendentemente, los animales no manipulados (a)
evitaban tener contacto tanto con humanos como con gatos. Por otro lado, los animales
manipulados por humanos (b), evitaron el contacto con gatos, pero no con humanos. Los conejos
que fueron expuestos a un gato (c), evitaron el contacto con el humano, pero no con el gato.
Estos resultados sugieren que durante el periodo posnatal temprano los conejos son capaces de
desarrollar una memoria de reconocimiento, que va asociada a una pérdida de miedo a un
estimulo especifico.

Otro de los protocolos de manipulacién utilizados cominmente en conejos, consiste en
sacar del nido a los gazapos, colocarlos dentro de una charola de plastico con aserrin, llevarlos
a pesar (sobre una bascula) de manera individual y posteriormente regresarlos al nido (esta
manipulacion no excede los 5 min por camada) (Bilko y Altbéacker 2000). Verwer y cols. (2009)
realizaron esta manipulacion en conejos (machos) durante las primeras 4 semanas de vida, 15
min antes del amamantamiento y encontraron que los animales que fueron manipulados
(pesados 6 veces a la semana) expresaban mas comportamientos proactivos en comparacion con

los animales no manipulados (pesados 1 vez a la semana) que fueron mas reactivos.
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Debido a su condicion altricial, los gazapos nacen sin pelo, incapaces de regular su
temperatura corporal, con poca coordinacion y con los ojos y oidos cerrados (Whyly y cols.
1974, Caba y Gonzélez-Mariscal 2009). No obstante el sentido del olfato es funcional desde el
nacimiento, por lo que podria ser la modalidad sensorial primaria en procesos de aprendizaje
temprano (Nowak y cols. 2000, Caba y Gonzéalez-Mariscal 2009). Ayudando a distinguir entre
conespecificos y predadores, mejorando asi su supervivencia (Pongracz y Altbacker 2000).
Consistentemente, Ducs y cols. (2009) encontraron que la simple exposicion al olor de un
humano (colocando la mano dentro del nido a 5 cm de los gazapos durante dos minutos, quince
minutos antes del amamantamiento, durante la primera semana de vida) altera el
comportamiento y el estado fisioldgico de los animales, del mismo modo que la manipulacion,
tocando a los gazapos con la mano (Pongracz y Altbacker 2001). Cuando adultos, los animales
no manipulados reaccionan al humano (experimentador) como a un predador (Suarez y Gallup
1981; citado por Ducs y cols. 2009), mientras los animales manipulados podrian responder al
humano como a un conespecifico (Pongracz y cols. 2001), mostrando bajos niveles de miedo y

emocionalidad, y una mayor conducta exploratoria (Denenberg y cols. 1997, Ddcs y cols. 2009).

2.1.2.1.1. Efecto sobre la reactividad conductual

Cuando los gazapos son amamantados una vez al dia, muestran una tipica actividad
anticipatoria al amamantamiento, destapandose del material del nido (paja y pelo), moviéndose
y lamiéndose a si mismos y encimandose entre ellos. Por el contrario, después de la cancelacion
de un episodio de succién (DPN 10) los gazapos disminuyen su actividad, se destaparon del
material del nido pero permanecen mas quietos y mas juntos entre si, amontonandose y
durmiendo (muy pocos animales se muestran activos, encimandose sobre el resto de los gazapos
inactivos) (Brecchia y cols. 2009).

En la tabla 1 se observan diferentes protocolos de manipulacion en el periodo posnatal
temprano y sus efectos sobre la reactividad al estrés, evaluada a diferentes edades, utilizando

diversas pruebas conductuales.
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Tabla 1.Efecto de las manipulaciones en conejos, durante el periodo posnatal temprano, sobre la
reactividad al estrés, evaluada a diferentes edades, utilizando diversas pruebas conductuales.

Prueba Edad | Controles Manipulados P Referencia | Observaciones
Reflejo de | 84d Sensibilidad=45% Sensibilidad=60% >0.05 | Verwery cols. | Machos
; 2009
enderezamiento
LE=57.09+76.92(s) | LE= 31.75+23.4(s)
112.d Sensibilidad=20% Sensibilidad=80% >0.05 Machos castrados
LE=73.81+95.35 (5) LE=112.5+138.7 (s)
Aproximaciona: | 28d LA=250 (s) LA=50 (s) <0.05 Conejos Salvajes
NC=0.5 NC=6 <0.05 | Bilké y
Altbacker
28d LA=160 (s) LA=20 (s) <0.05 | 2000 Conejos
Humano domésticos
NC=1 NC=6.5 <0.05
Humano 28d LA= 25.54 (s) LA=41.21(s) <0.01 | Pongracz y | Ambos sexos
cols. 2001
NC=1.8 NC=6.74 <0.05
Humano 28d LA=140 (s) LA=17.14 (s) <0.001 | Pongracz y | Ambos sexos
cols. 2001
NC=1.8 NC=9.97 <0.01
Gato 28d LA=122 (s) LA=120 (s) >0.05 | Pongracz y | Ambos sexos
cols. 2001
NC=1.8 NC=1.8 >0.05
Humano 28d LA=170 (s) (G2) LA=15.52 (s) <0.001 | Pongracz y | G1= manipulados 6h
Altbacker después ) del
NC=2 (GZ) NC=33 2003 amamantamiento
_ <0.001 G2= manipulados
(G1) LA=160 (s) 0.25h  antes  del
amamantamiento
(G1) NC=25
Humano 70d LA=84.29 +101.58 (s) | LA=27.86 +47.22(s) | 0.054 | Verwery cols. | Solo machos
2009
NC=0.4+0.75 NC=19+141 <0.05
Campo abierto 98d LSM=90.2 (s) (G1) LSM=94 (s) >0.05 | Kersten y | Ambos sexos
cols. 1989
R=10.1 (G1)R=11.9 >0.05 G1= manipulados
los DPN 1-10
(G2) LSM=76.1 (s) >0.05 G2= manipulados
los DPN 11-20
(G2)R=14.3 >0.05
Campo abierto 85d TE=21.15+12.49(s) | TE=40.88+11.12(s) | <0001 | Verwery cols. | Solo machos
2009
TC= 5.26+3.11 (5) TC=10.07£3.19 (s) | %%
Objeto novedoso 49d LA=43.02+34.21(s) | LA=13.99+18.12(s) | 0.002 | Verwery cols. | Solo machos
2009
LC=58.59+43.56 (s) | LC= 30.69+35.97(s) | 0.04
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En la prueba de reflejo de enderezamiento se evaluaron: la Sensibilidad= Porcentaje de animales que
entraron en inmovilidad con 3 intentos 0 menos; LE= Latencia a enderezarse, entendido como el tiempo
en segundos que los animales permanecieron en posicion supina.

En la prueba de Aproximacion se evaluaron: LA= Latencia a la primera aproximacion, entendido como
el tiempo en segundos que el animal tard6 en aproximarse a la mano del experimentador o al gato (menos
de 5 cm de distancia); NC= Numero de contactos que el animal realiz6 durante la prueba (tocando con
su nariz la mano del experimentador).

En la prueba de campo abierto se evaluaron: LSM= Latencia a salida de la madriguera, entendido como
el tiempo en segundos que se tardd el animal en salir de la madriguera hacia el campo abierto; R=
Recorrido o nimero de lineas cruzadas; TE=Tiempo explorando, entendido como el tiempo en segundos
gue el animal dedicé a explorar el entorno; TC=Tiempo caminando, entendido como el tiempo en
segundos durante el cual el animal caminé.

En la prueba de objeto novedoso se evaluaron: LA= Latencia a la primera aproximacion, entendido como
el tiempo en segundos que el animal tardd en aproximarse al objeto novedoso; LC= Latencia al primer
contacto, entendido como el tiempo en segundos que el animal tard6 en tocar con su nariz el objeto
novedoso.

2.1.2.1.2. Efectos sobre la fisiologia

Brecchiay cols. (2009) tomaron muestras de sangre de los gazapos desde el DPN 2 hasta
el DPN 14, para comparar la secrecion de corticosterona entre los gazapos separados de su
madre por 48 h (SMC) y aquellos en los cuales no se cancelé un episodio de succion.
Encontraron que en el DPN 10 los niveles de corticosterona eran similares entre los animales
controles y los del grupo SMC. En el DPN 11 los niveles de corticosterona en plasma se
incrementaron a 17.7 £ 1.3 pg/dl en los animales SMC, nivel significativamente mayor al

observado en los animales controles (9.3 + 1.2 pg/dl) (ver fig. 2).
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Figura 2. Grafica de los niveles de corticosterona (ug/dl) en gazapos.

Los valores se encuentran expresados en media + error estandar. Las muestras de sangre se obtuvieron
entre los DPN 2 a 14 por puncion cardiaca utilizando animales diferentes cada dia (N=5) (Brecchia 'y
cols. 2009).

En el mismo estudio Brecchia y cols. (2009) compararon en el DPN 14 los niveles de
corticosterona en plasma, después de inyectar solucién salina intramuscular, entre animales
controles y SMC. Encontraron que los niveles de corticosterona basal fueron similares en
animales controles y SMC (2.19 + 0.4 vs 2.35 £ 1.1 pg/dl) respectivamente. Después de la
inyeccion de solucién salina, los animales SMC mostraron una baja reactividad, con un modesto
cambio en la concentracion de corticosterona (30 min), mientras los animales controles
respondieron con un incremento significativo en la concentracion de corticosterona en plasma
(ver fig. 3a).

Brecchia y cols. (2009) repitieron la prueba de inyeccion salina a los 120 dias de edad
en 5 hembras por grupo, y nuevamente los valores basales de corticosterona fueron similares
entre controlesy SMC (8.8 + 3.2 vs 9.7 + 2.8 pg/dl) respectivamente. En respuesta a la inyeccion
de solucidn salina, la concentracion de plasma en los animales controles aumento a partir del
minuto 30 post-inyecciéon, mientras el grupo de animales separados apenas incremento

levemente (ver fig. 3b).
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Posteriormente, se les administr0 una inyeccion de ACTH, y los niveles de
corticosterona en plasma fueron similares en ambos grupos (ver fig. 3c), lo que indica, que la
capacidad de la glandula adrenal para secretar corticosterona no se vio afectada por la separacién

madre-crias durante 48 h.

Figura 3. Niveles de corticosterona en respuesta a la inyeccién de solucién salina
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Figura 3. Graficas de los niveles de corticosterona en plasma (ug/dl). Después de la inyeccion de
solucion salina en el DPN 14 (a). Después de la inyeccion de solucidn salina a los 120 dias (b). Después
de la inyeccion de ACTH a los 120 dias (c) (Brecchia y cols. 2009).

Brecchia y cols. (2009) evaluaron la cantidad de receptores a glucocorticoides en el
hipocampo y en el area dorso-medial del hipotdlamo en animales controles y SMC en el DPN
14. No observaron diferencias en el nimero de receptores a glucocorticoides en el hipocampo
en ambos grupos (94.2 + 1.1 vs 93.9 + 0.9, respectivamente). Por otro lado, el nUmero de
receptores a glucocorticoides en el hipotalamo fue mayor en los animales SMC (21.4 + 2.9),
comparado con los controles (7.8 £ 1.3) (ver fig. 4 e, f). Estos resultados sugieren que la
retroalimentacion negativa de los animales SMC pudiera ser mas eficiente en comparacién con

los animales controles.

15



Figura 4. Fotografia receptores a glucocorticoides en hipotalamo

e

Figura 4. Fotografia de la localizacidon inmunohistoquimica de receptores a glucocorticoides (GR) en
la region dorso-medial del hipotadlamo en gazapos de 14 dias de edad de los grupos, SMC (e) y
controles (f). Las flechas indican un punto positivo de localizaciéon de GR. La barra = 40 um (Brecchia
y cols. 2009).

3. Justificacién

La separacion madre-crias durante 48 horas es un manejo comun en granjas cunicolas para
restaurar el estro en conejas lactantes. Sin embargo, se desconocen las consecuencias de este
procedimiento a largo plazo, sobre la reactividad conductual y neuroendocrina de las crias

cuando adultas (ambos sexos).
4. Hipbtesis

Las crias separadas de su madre por 48 horas en el dia 10 de vida tendran una reactividad

conductual y neuroenddcrina diferente a los animales controles cuando adultos.

5. Objetivos
5.1.0bjetivo general

Evaluar las consecuencias de la separacion madre-crias por 48 h sobre la reactividad
conductual y neuroendocrina de conejos blancos NZ adultos.
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5.2.0bjetivos particulares

e Evaluar la reactividad conductual (ambos sexos) a través de una bateria de pruebas ya
validadas

e Evaluar la reactividad neuroenddcrina (ambos sexos) a traves de la medicion de
glucocorticoides en plasma

e Evaluar la reactividad de los animales con base en el horario en el que se aplican las

pruebas

6. Metodologia
6.1. Animales y alojamiento

Los animales se alojaron bajo condiciones de bioterio, con un fotoperiodo 14 h luz:10 h
obscuridad (la luz se encendia a las siete horas), a temperatura ambiente (13-25 °C). Los conejos
fueron alimentados con agua y alimento comercial (Conejina Purina) ad libitum. Se utilizaron
dieciocho hembras nodrizas (nueve nuliparas y nueve multiparas), raza Nueva Zelandia blanca,
de cuatro a doce meses de edad, con un peso vivo de 3.6 a 4.2 kg, procedentes de la colonia del
Centro de Investigacion en Reproduccion Animal (CIRA). Las hembras fueron apareadas con
machos sexualmente activos, de la misma raza y provenientes de la misma colonia. Todas las
hembras fueron alojadas en jaulas maternales de alambre galvanizado (90 cm largo X 60 cm
ancho X 40 cm de alto). El dia veinticuatro de gestacion se les introdujo dentro de la jaula una

caja nido de madera (50 cm largo X 30 cm ancho X 32 cm alto) y 300 g de paja.
6.2. Grupos experimentales

Siguiendo el procedimiento descrito por Bautista y cols. (2005) en el dia del parto se ajustd
la camada a seis gazapos, seleccionando a los animales mas pesados. Después del ajuste de
camada se cerrd el nido, para poder controlar la hora del amamantamiento (Bonanno y cols.
2004). El nido se abri6 todos los dias a las once horas (para que la madre amamantara a sus
crias) y se cerré inmediatamente después de que salia la hembra. Este procedimiento fue igual
para todos los grupos del dia postnatal (DPN) 1 al DPN 9 pero, en el DPN 10, no se abri6 la
puerta de los nidos correspondientes a las camadas experimentales. Asi, los gazapos
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experimentales se mantuvieron separados de su madre durante 48 h, i.e., desde las once horas
del DPN 9, hasta las once horas del DPN 11, entonces, se abrié nuevamente la puerta del nido
y se le permiti6 a la hembra amamantar a sus crias.

El control de la lactancia se realiz6 hasta el DPN 14. A partir de este dia, el nido
permanecio abierto, por lo que tanto la coneja como los gazapos tuvieron libre acceso a agua y
alimento y permanecieron en la misma jaula hasta el destete en el DPN 30. El destete se realizo
retirando el nido y la madre de la jaula maternal. Todos los gazapos de la camada permanecieron
en esa jaula hasta que fueron sexados, por observacion de la zona genital, como lo describen
Bautista y cols. (2005), y reubicados en jaulas individuales en el DPN 45.

6.3. Pruebas fisioldgicas

6.3.1. Medicion del peso corporal

Seguimos el procedimiento descrito por (Bilkd y Altbacker 2000), para pesar a todos los
animales. En el DPN 0 se extrajo a los gazapos de la caja nido, se transportaron hasta la bascula,
en un recipiente de plastico cubierto con papel, donde se pesaron de forma individual, después
de registrar los pesos de todos los gazapos, se ajustd la camada, seleccionando a los 6 animales
maés pesados. En el DPN 16 y 30, los gazapos fueron pesados, nuevamente, se retird a todos los
animales de la caja nido y se transportaron en una caja de plastico, hasta la bascula, donde fueron
pesados de forma individual. En los DPN 45y 120 se pesoé a los animales de forma individual.
Se transportd a cada animal de forma individual en una caja de plastico, desde su jaula hasta la
bascula, se registro su peso y se devolvio a su jaula. Todos los manejos de pesaje se realizaron

después de las catorce horas.

6.3.2. Medicion de glucocorticoides en plasma

Seguimos el procedimiento de Brecchia y cols. (2009). Se le colocé a cada animal un
catéter intravenoso un dia antes de la prueba de inyeccion de solucion salina. Para colocar el
catéter, primero se rasuré la oreja 'y 20 min antes de cateterizar, se le aplicé un anestésico local
en forma de pomada (contenido: clorhidrato de lidocaina 2 g, naproxeno 10 g, salicilato de
metilo 15.2 g y mentol 7.7 g, excipiente c.b.p. 100g). Pasados los 20 min, se retiro la pomada

con una torunda de algodon, se colocd el catéter intravenoso (Punzocat No. 19) y se
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administraron 0.6 ml de heparina dentro del catéter para evitar la coagulacion. Inmediatamente
después se tapo y fijo el catéter con cinta adhesiva.

Al dia siguiente, se extrajo al animal de su jaula y se llevo a la mesa de madera, donde
se le retir0 la tapa al catéter y se colect6 en un tubo de vidrio la muestra de sangre basal (Tiempo
0), inmediatamente después se colocd de nuevo el tampdn del catéter. Después de colectar la
muestra de sangre el animal fue levantado, sujetandolo con ambas manos, y se le aplicé una
inyeccion intramuscular (IM) de 0.5 ml de solucidn salina. Posterior a esto, el animal se devolvid
asu jaula. A los 30, 90 y 120 min post-inyeccion, se colectaron las muestras de sangre (Tiempos
30, 90 y 120 respectivamente) sacando al animal de su jaula en cada ocasién para llevarlo a la
mesa de madera y regresandolo a su jaula después de la toma de sangre. Después de la ultima
muestra (Tiempo 120) se le retird con cuidado el catéter de la oreja, dando por concluida la

prueba.
6.4. Pruebas conductuales

La mitad de los animales de cada grupo se asignd al azar, para probarse en la mafiana
(8-10 am) o en la tarde (4-6 pm). En el DPN 100 se realizaron los siguientes tres grupos de
pruebas conductuales: 1) reflejo de enderezamiento; 2) aproximacién al humano; 3) campo
abierto. Las pruebas se aplicaron en orden aleatorio para cada animal, dejando un dia de
descanso entre cada prueba conductual y una semana de descanso para la prueba de conducta

sexual. A continuacion se describe la manera especifica en la que se realizé cada prueba.

6.4.1. Reflejo de enderezamiento

Seguimos el procedimiento descrito por Verwer y cols. (2009). Se extrajo al animal de
su jaulay se llevd hasta una mesa de madera sobre la cual se poso al animal por unos segundos
antes de colocarlo sobre la mesa de prueba. Esta consistio en una superficie de acero inoxidable
con una bisagra al centro, lo cual nos permitia tener una superficie en forma de V (ver fig. 5).
Se sujeto al animal por la piel suelta encima de las escapulas, para luego alzarlo y girarlo 180°
con gentileza hasta que quedara en posicion supina (si después de 20 s el animal seguia
forcejando o intentando enderezarse, se colocaba nuevamente en la mesa de madera y se repetia

el procedimiento, maximo 3 veces). Una vez que el animal dejo de forcejear, se coloco en la
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mesa de prueba. A partir de entonces se midio la latencia del animal a enderezarse (s). La
duracién maxima de la prueba fue de 180 segundos. Aquellos conejos que permanecieron en
posicion supina mas de 179 s, se tocaron en alguna de sus extremidades para que se enderezaran,

con lo cual se terminaba la prueba. Inmediatamente después el animal fue devuelto a su jaula.

Figura 5. Fotografia de la mesa utilizada para la prueba de reflejo de enderezamiento

Figura 5. Fotografia de la mesa de cirugia en forma de V donde se coloca al animal en posicion supina
para realizar la prueba de reflejo de enderezamiento.

6.4.2. Aproximacion al humano

Seguimos el procedimiento descrito por Ducs y cols. (2009). Dentro del bioterio se
coloco una arena redonda de 1 metro de didmetro. A un costado de la arena, se encontraba una
persona sentada, que introducia una mano dentro de la arena (ver fig. 6). Para esta prueba el
animal se extrajo de su jaula y se coloco dentro de la arena, en el extremo opuesto a la persona.
Se midieron: la latencia (s) a aproximarse a la mano de la persona (menos de 5 cm de distancia
entre el conejo y la persona) y el nimero contactos hechos (nimero de veces que el conejo tocd
la mano de la persona con su nariz), durante los 5 minutos que duré la prueba. Al terminar, el

animal fue devuelto a su jaula.
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Figura 6. Fotografia de la arena redonda utilizada para la prueba latencia a aproximarse

Figura 6. Fotografia de la arena redonda (1m de diametro) donde se realiza la prueba de latencia a
aproximarse, con una persona que introduce la mano a la arena, en el extremo opuesto a donde se coloca
al animal.

6.4.3. Campo abierto

Utilizamos el método descrito por Zucca y cols. (2012). Dentro del bioterio se colocd
una arena rectangular de malla de alambre (200 cm largo X 150 cm ancho X 50 cm alto), cuyas
paredes estaban cubiertas con pellén blanco, sobre un piso marcado con lineas negras, que
dividia el area en 9 cuadrantes del mismo tamafio. En el cuadrante del centro se colocaron 3
pilas de ladrillos (3 ladrillos por pila) (Hoffman y cols. 2010). En el cuadrante superior derecho
se coloc6 una madriguera de madera (50 cm largo X 30 cm ancho X 32 cm alto) cuya puerta
media 19 cm largo X 15 cm alto (ver fig. 7). El animal se extrajo de su jaula y se colocé en la
madriguera, con la puerta cerrada, durante un minuto. Posteriormente se abri6 la puerta para
permitir que el conejo saliera a la arena. A partir de entonces se midieron: la latencia a salir de
la madriguera (s), el nimero de veces que el animal frot6 el menton (ya sea sobre las pilas de
ladrillos, o sobre cualquier superficie dentro de la arena), y el recorrido del animal dentro de la
arena (sumando el nimero de lineas cruzadas), durante los diez minutos que duro la prueba. Al

finalizar el animal fue devuelto a su jaula.
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Figura 7. Fotografia de arena rectangular donde se realiza la prueba de campo abierto
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Figura7. Fotografia de la arena rectangular (2 X 1.5 X 0.5 m) que se utiliza en la prueba de campo

abierto, el piso de la arena esta dividido en 9 cuadrantes iguales, en el centro de la arena se colocan 3
pilas de ladrillos, en el cuadrante superior derecho se coloca la madriguera.
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6.4.4. Conducta sexual
6.4.4.1. Hembras

Seguimos el procedimiento de Melo y cols. (2008). Se extrajo a la hembra de su jaula y
se llevo a la arena redonda (1 m de diametro) donde permaneci6 durante 10 min. A continuacion
se introdujo en la arena un macho (sexualmente activo). Se midio la receptividad de la hembra,
calculando el cociente de lordosis (se divide el numero de veces que la hembra hizo lordosis,
entre 3 montas bien orientadas del macho y el resultado se multiplica por cien). La prueba
termino cuando la hembra recibi6 3 eyaculaciones 6 después de 10 minutos de interaccion con

el macho. Al finalizar la prueba, se regresé a ambos animales a su jaula.
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6.4.4.2.Machos

Se utilizo el procedimiento descrito por Melo y cols. (2012). Se extrajo al macho de su
jaula'y se colocé en una arena redonda (1 m de didmetro) durante diez minutos. A continuacion
se introdujo una hembra sexualmente receptiva (ovariectomizada (ovx), tratada con benzoato
de estradiol, 5ug/dia). Durante la prueba se midieron: la latencia a la primera monta, la latencia
a la primera eyaculacion y la tasa de error o “miss rate” la cual se calcula dividiendo el nimero
de montas entre el niUmero de montas mas el nimero de eyaculaciones y el resultado se
multiplica por cien. La prueba termind cuando el macho realiz6 3 eyaculaciones o después de
diez minutos de interaccién con la hembra, momento en el que la hembra ovx se retird de la
arena. Al terminar la prueba se devolvia al macho a su jaula.

Todos los espacios y materiales (madriguera, arenas, mesas, etc.) fueron limpiados entre

cada prueba con una solucion compuesta, 20% alcohol, 30% pinol y 50% agua.
6.5.Andlisis estadisticos

Los datos del peso corporal (PC) y ganancia de peso corporal (GPC), fueron sometidos
a un andlisis de varianza como un disefio completamente aleatorizado, usando los
procedimientos de Modelos Lineales Generales de SAS (SAS Institute 2002). Las diferencias
significativas entre las medias se determinaron utilizando la prueba de rango multiple de Duncan
p <0.05.

Los datos de glucocorticoides, fueron analizados con una prueba de ANOVA, usando
los procedimientos de modelo mixto, incluyendo el tratamiento, el horario y la interaccion entre
tratamiento y horario, asi como los minutos a los que fueron tomadas las muestras de sangre, el
tratamiento y la interaccion entre minutos y tratamiento.

Los datos de cada uno de los indicadores obtenidos en las pruebas conductuales se
analiz6 con la prueba (no paramétrica) U de Mann-Whitney, realizando las siguientes
comparaciones: horario (am vs pm), tratamiento (controles vs experimentales) y sexo (hembras

vs machos). Los valores de “P” menores a 0.05 indican diferencias significativas.
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7. Resultados

En total se trabajo con 94 animales: a) 45 pertenecieron al grupo control: 14 hembras y
9 machos evaluados en la mafiana y 14 hembras y 8 machos evaluados en la tarde; b) 49 se
asignaron al grupo experimental: 12 hembras y 13 machos evaluados en la mafianay 12 hembras

y 12 machos evaluados en la tarde

7.1.Pruebas fisiologicas
7.1.1. Medicion del peso corporal

Los datos del peso (g) de los animales el dia del parto (DPNO), la identificacién de las
madres, el tamafio de camada y la mediana del peso (g) por camada (controles y experimentales)
se pueden observar en la tabla 2. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en el nimero de nacidos vivos entre las camadas controles y las experimentales. Por otro lado,
el valor de mediana del peso por gazapo del grupo control (57.7g) fue significativamente menor
(P=0.027) que en el grupo experimental (58.39)

Tabla 2. Peso (g) de las camadas controles y experimentales en el DPN 0 y No. de nacidos vivos.

Camadas Controles Camadas Experimentales
ID No. Nacidos Mediana Peso ID No. Nacidos Mediana Peso
Madre Vivos (9) Madre Vivos (9)
2529 8 48.5 2528 8 54
2511 9 53.7 2526 5 85.6
2520 8 57.7 2527 3 64.4
2514 8 59.4 2518 10 58.1
S3 8 46 2524 8 67.7
S1 10 65.7 2516 9 66.4
G521 9 64.9 R111 13 41.3
N411 9 55.2
N212 9 58.3
Mediana 8 57.7 Mediana 9 58.3
Total 60 Total 74

ID Madre= Identificacion de la madre.

El nimero de nacidos vivos no fue estadisticamente diferente entre los grupos control y experimental
(P=0.35). La mediana del peso (g), fue significativamente mayor (P=0.027) en las camadas
experimentales en comparacién con las camadas controles.
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En la figura 8 podemos observar el valor de mediana del peso en gramos (DPN 0) de
los animales pertenecientes a los grupos: hembras controles, hembras experimentales, machos
controles y machos experimentales. El peso de los grupos HC y HE fue similar entre si, mientras,
el peso de los machos controles fue significativamente menor que el de los machos

experimentales.
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Figura 8. Peso de los gazapos al nacimiento.

Los valores del peso corporal (g) del dia de nacimiento (DPNO) se expresan en mediana + rangos
enterciarteles para los grupos hembras controles (N= 28), hembras experimentales (N=24), machos
controles (N=17) y machos experimentales (N=25). No se encontraron diferencias entre el peso de las
hembras del grupo control y experimental (P=0.767). Por otro lado, el peso de los machos experimentales
(67.28+2.32) fue significativamente mayor (P=0.005) en comparacion con el peso de los machos
controles (58.13+1.46).
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La tabla 3. Muestra los valores promedio + error estandar del peso por gazapo, para los
animales de los grupos hembras controles, hembras experimentales, machos controles y machos
experimentales, en los dias posnatales (DPN) 0, 16, 30, 45y 120. El peso promedio por gazapo
(DPN 0) fue similar entre hembras controles y experimentales, por otro lado, el peso de los
machos controles (58.13 + 1.46) fue estadisticamente menor (P= 0.005) comparado con los
machos experimentales (67.28 + 2.32). Después del tratamiento (cancelacion de un episodio de
succion en el DPN 10), las hembras del grupo control, tuvieron un peso promedio mayor (311.45
+ 9.66) que las hembras experimentales (276.56 + 7.97) (P= 0.008). El peso de los animales en
los DPN 30, 45y 120 no fue diferente entre los animales controles y experimentales (ver tabla
3).

Tabla 3. Peso corporal (g) determinado en dias especificos en los grupos, hembras controles, hembras
experimentales, machos controles y machos experimentales.

Dia Hembras Hembras P Machos Machos P
Controles Experimentales Controles Experimentales

0 58.98 +1.71 59.80 +2.23 0.767 58.13+1.46° 67.28+2.32°2 0.005

16 311.45+9.662 276.56 £7.97°" 0.008 307.25+11.55 300.41 + 10.59 0.671

30 688.29 + 0.29 649.02 + 17.17 0.146 679.18 £ 22.36 684.73 +22.33 0.866

45 1278.05+ 37.66 1271.27 £ 4481 0.907 1271.81+4158  1306.33 +48.84 0.617

120 3199.3 +83.17 3388.1 +61.33 0.082 3077.62+59.17  3248.91 +60.54 0.059

Hembras controles (N=28), hembras experimentales (N=24), machos controles (N=17), machos
experimentales (N=25)

Los datos se expresan en media * error estandar

*b superindices diferentes entre filas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)

Con los datos de los pesos de cada animal, se obtuvieron los valores de la ganancia de
peso entre los dias 0-16, 16-30, 30-45, 45-120 y 0-120. Las hembras controles tuvieron una
ganancia de peso (252.46%9.16) significativamente mayor (P=0.003) entre los dias 0-16
comparado con las hembras experimentales (216.75+6.84). En el caso de los machos, no se
observaron diferencias significativas (P= 0.28) en la ganancia de peso total, entre controles y
experimentales entre los dias 0-16. Posteriormente, la ganancia de peso entre los dias 16-30 y
30-45 fue similar para hembras controles y experimentales, y entre machos controles y

experimentales. La ganancia de peso entre los dias 45-120 fue significativamente menor (P=
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0.04) en las hembras controles (1921.26+69.01) comparado con las hembras experimentales
(2116.78+59.85). Finalmente, la ganancia de peso del dia 0 al 120 no fue diferente (P= 0.07)
entre hembras controles y experimentales, ni entre machos controles y experimentales (ver tabla
4).

Tabla 4. Ganancia de peso total determinada entre dias especificos en los grupos, hembras controles,
hembras experimentales, machos controles y machos experimentales.

Dias Hembras Hembras P Machos Machos P
Controles Experimentales Controles Experimentales
0-16 252.46+9.16° 216.75+6.84° 0.003  249.11+11.49 233.13+9.18 0.28

16-30  376.84+12.95 372.46x11 0.8 371.93+12.25 384.32+£17.50 0.6
30-45  589.76+23.64 622.25+11 0.41 592.64+34.40 621.60+30.07  0.53
45- 1921.26+69.01°  2116.78+59.85°  0.04 1805.8+64.31 1942.6+77.31 0.21

120
0-120  3140.3+£82.55 3328.2+59.96 0.07  3019.48+58.70 3181.63+61.23  0.07

Hembras controles (N=28), hembras experimentales (N=24), machos controles (N=17), machos
experimentales (N=25)

Los datos se expresan en media * error estandar

“dsuperindices diferentes entre filas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

7.1.2. Medicion de glucocorticoides en plasma

Se analizaron las muestras de sangre de ocho hembras controles y ocho
experimentales, de las cuales, la mitad fueron muestreadas en la mafiana y la otra mitad en la
tarde. De cada muestra, se obtuvieron los niveles de cortisol y de corticosterona. Se analizaron
de forma independiente los datos de cortisol y corticosterona, comparando entre las muestras

tomadas en la mafiana o en la tarde.

7.1.2.1. Medicién de cortisol

En las hembras controles, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las muestras de cortisol de la mafiana (am) y de la tarde (pm) TO (P=0.12), T30 (P=0.72),
T90 (P=0.13) y T120 (P=0.74). En las muestras de corticosterona, tampoco se encontraron
diferencias significativas en el grupo de hembras controles, al comparar las muestras de la
mafiana contra las de la tarde, en todos los tiempos, TO (P=0.21), T30 (P=0.71), T90 (P=0.42),
T120 (P=0.94).
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En las hembras experimentales, no se encontraron diferencias entre muestras am y pm
en el TO (P=0.21) ni en el T30 (P=0.17), pero en las muestras T90 y T120 si hubo diferencias
estadisticamente significativas (P=0.02 y P=0.006 respectivamente) (ver figura 9). Con base en
estos hallazgos se realiz6 la comparacién entre tratamientos (controles vs experimentales)

considerando el horario en que se tomaron las muestras (ver figuras 10 y 11).
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Figura 9. Niveles de cortisol en plasma (ng/ml) en hembras experimentales
Muestras de la mafiana (N=4) y de la tarde (N=4). La secrecién de cortisol en respuesta a la inyeccién
de solucion salina en el T90 (P=0.02) y T120 (P=0.006) fue significativamente mayor en las muestras
de la tarde con respecto a las muestras de la mafiana.

En la figura 10 podemos observar los niveles de cortisol en plasma comparando entre
hembras controles y experimentales muestreadas en la mafiana. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre controles y experimentales en el TO (P=0.45), T30

(P=0.67), T90 (P=0.47) y T120 (P=0.35).

28



En las hembras controles, con respecto al TO (0.59+0.56) se observo un incremento
significativo (P<0.05) en la secrecion de cortisol a partir del T30 (34.79+£18.99), T90
(54.02+£20.30) y T120 (69.05+23.17). En las hembras experimentales, también observamos
diferencias (P<0.05) entre la muestra del TO (3.06+3.04), y las muestras T30 (44.93+13.55) T90
(37.48+7.74) y T120 (44.18+8.60).
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Figura 10. Niveles de cortisol en plasma (ng/ml) muestras de la mafiana

Se muestra la comparacion entre hembras controles (N=4) y experimentales (N=4). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre controles y experimentales en las muestras TO (P=0.45),
T30 (P=0.67), T90 (P=0.47) T120 (P=0.35).

En la figura 11 podemos observar los niveles de cortisol en plasma, comparando entre

las hembras controles y experimentales (N=4) muestreadas en la tarde. No se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre controles y experimentales en TO (P=0.89) ni
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en el T30 (P=0.13) pero en el T90 (P=0.003) y T120 (P=0.03) si encontramos diferencias
estadisticamente significativas.

En el grupo control, sélo se observaron diferencias (P<0.05) entre el TO (16.98+9.20) y
las muestras T30 (42.45+9.34) y T120 (59.73+13.55). En el grupo experimental, los niveles de
cortisol en plasma, en relacion al TO (15.30+8.37), incrementaron (P<0.05) en respuesta a la

inyeccion de solucion salina en las muestras, T30 (89.65+25.9), T90 (85.43+£13.90) y T120
(111.28+13.86).
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Figura 11. Niveles de cortisol en plasma (ng/ml) muestras de la tarde

Se muestra la comparacion entre hembras controles (N=4) y hembras experimentales (N=4). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre controles y experimentales en las muestras
TO (P=0.89), T30 (P=0.13). Por otro lado, en las muestras T90 y T120 la secrecién de cortisol fue

significativamente mayor (P=0.003 y P=0.03 respectivamente) en las hembras experimentales con
respecto a las hembras controles.
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7.1.2.2. Medicién de corticosterona

En las hembras controles, no se encontraron diferencias en los niveles de corticosterona
entre las muestras de la mafianay las de la tarde en todos los tiempos TO (P=0.21), T30 (P=0.71),
T90 (P=0.42) y T120 (P=0.94). Sin embargo, en las hembras experimentales (ver figura 12), los
niveles de corticosterona en plasma, fueron significativamente mas altos en las muestras de la
tarde, comparado con las de la mafiana en los tiempos, TO (P=0.01), T90 (P=0.03) y T120
(P=0.002).
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Figura 12. Niveles de corticosterona en plasma (ng/ml) en hembras experimentales

Muestras de la mafiana (N=4) y de la tarde (N=4). La secrecion de corticosterona en el TO (P=0.01), T90
(P=0.03) y T120 (P=0.002) fue significativamente mayor en las muestras de la tarde con respecto a las
muestras de la mafiana.

En la figura 13 podemos observar los niveles de corticosterona en respuesta a la
inyeccion de solucion salina en hembras controles y experimentales muestreadas en la mafiana.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar entre controles y
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experimentales en ninguno de los cuatro tiempos TO (P=0.45), T30 (P=0.37), T90 (P=0.71) y
T120 (P=0.57).

En las hembras controles, en relacion al TO (106.1+23.33), observamos un incremento
lineal (P<0.05) en la cantidad de corticosterona secretada en respuesta a la inyeccion de solucién
salina en el T30 (261.6+£79.85), T90 (309.3+139.83) y T120 (364.7+£76.56). En las hembras
experimentales, en relacion al TO (134.5£27.36), la maxima secrecion de corticosterona
(P<0.05) en respuesta a la inyeccion de solucion salina se observé en el T30 (418.5+£142.60),

posteriormente disminuyo ligeramente en el T90 (249.5+75.55) y T12 (311.7+46.72).
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Figura 13. Niveles de corticosterona en plasma (ng/ml) muestras de la mafiana
Se observa la comparacion entre hembras controles (N=4) y hembras experimentales (N=4). No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre hembras controles y experimentales en
todas las muestras, TO (P=0.45), T30 (P=0.37), T90 (P=0.71) y T120 (P=0.57).
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En la figura 14 podemos observar los niveles de corticosterona en respuesta a la
inyeccion de solucion salina en hembras controles y experimentales muestreadas en la tarde. En
el TO los niveles de corticosterona no fueron estadisticamente diferentes (P=0.58) entre
controles y experimentales. En respuesta a la inyeccion de solucion salina, los niveles de
corticosterona en plasma, fueron significativamente mas altos en el T30 (P=0.007), T90
(P=0.009) y T120 (P=0.02) en las hembras experimentales comparado con las hembras

controles.
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Figura 14. Niveles de corticosterona en plasma (ng/ml) muestras de la tarde

Se observa la comparacion entre hembras controles (N=4) y hembras experimentales (N=4). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre hembras controles y experimentales en el
TO (P=0.58). Posteriormente, en el T30, T90 y T120 las hembras experimentales tuvieron una secrecion
de corticosterona significativamente mayor (P=0.007, P=0.009, P=0.02 respectivamente) a la de las
hembras controles.
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7.2.Pruebas conductuales

Todos los animales fueron evaluados individualmente, mediante la siguiente bateria de
pruebas conductuales:

a) Reflejo de enderezamiento. Se midio la latencia a enderezarse (LE)

b) Aproximacion al humano. Se midieron la latencia a la primera aproximacion (LA) y el

namero de contactos (NC)

¢) Campo abierto. Se midieron: la latencia a la salida de la madriguera (LSM), el marcaje

por frotamiento del menton (M) y el recorrido (R), entendido como el nimero de lineas
cruzadas dentro del campo abierto.

d) Conducta sexual. En las hembras se midié el cociente de lordosis (CL). En los machos

se determinaron: la tasa de error (“miss rate”; MR%), la latencia a la primera monta
(LM), la latencia a la primera eyaculacion (LE), el nimero de montas (NM) y el nimero
de eyaculaciones (NE).

Se utilizé la prueba de U de Mann-Whitney, para hacer las siguientes comparaciones para
cada indicador: horario (am vs pm), tratamiento (controles vs experimentales) y sexo (hembras
vs machos).

En todos los indicadores que se analizaron, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05) al comparar entre los animales de un mismo grupo evaluados en la
mafiana o en la tarde (ver tablas 5-15). Por ello, en las figuras solo se consideran 4 grupos:
hembras controles (HC), hembras experimentales (HE), machos controles (MC) y machos
experimentales (ME), sumando para cada grupo los animales evaluados en la mafiana y en la
tarde.

Para cada indicador las comparaciones se realizaron:

i) considerando a todos los animales de un mismo grupo (ver tablas 5, 6y 7)

i) considerando los grupos sin los valores extremos (eliminando el valor mas bajo y el

mas alto) (ver tablas 8, 9 y 10)

i) considerando por grupo, animales sin parentesco (ver tablas 11, 12 y 13).
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7.2.1. Reflejo de enderezamiento
7.2.1.1.Considerando todos los animales

En la figura 15 podemos observar los valores de mediana del tiempo (en segundos) que
tardaron en enderezarse los animales. Este valor fue similar entre hembras controles y

experimentales y entre machos controles y experimentales.
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Figura 15. Latencia a enderezarse
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos controles y experimentales, ni en las
hembras (P= 0.755) ni en los machos (P= 0.249).
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7.2.1.2. Considerando animales sin parentesco

En la figura 16 observamos que la mediana del tiempo (en segundos) que tardaron en

enderezarse los animales de los grupos HC y HE, y entre MC y ME, no fue estadisticamente

diferente.
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Figura 16. Latencia a enderezarse (sin parentesco).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre HC y HE (P= 0.356) ni entre MC y
ME (P= 0.077).
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7.2.2. Aproximacién al humano
7.2.2.1.Considerando todos los animales

En la figura 17 podemos observar que el valor de mediana del tiempo que tardaron los
animales en aproximarse por primera vez a la mano del humano fue similar entre los grupos
HCy HE y entre MC y ME.
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Figura 17. Latencia a la primera aproximacién

Los valores del tiempo en segundos que tardaron los animales en aproximarse por primera vez a la mano
del humano se expresan en mediana + rangos intercuartiles. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre HC y HE (P= 0.1). Tampoco hubo diferencias entre MC y ME
(P=0.53).
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En la figura 18 podemos observar que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre la cantidad de contactos que realizaron con el humano el total de los conejos

de los 4 grupos.
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Figura 18. NUmero contactos

El nimero de veces que el animal tocd con su nariz, la mano del humano (durante los cinco minutos que
durd la prueba). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre HC y HE (P=0.281)
ni entre MC y ME (P=0.342).
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7.2.2.2. Considerando animales sin parentesco

En lafigura 19 podemos observar que el tiempo en segundos que se tardaron los animales
en aproximarse por primera vez a la mano del humano fue similar entre los animales de los
grupos HC, HE, MC y ME.
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Figura 19. Latencia a la primera aproximacién (sin parentesco)

Tiempo en segundos que el animal tardo en aproximarse por primera vez a la mano del humano
(considerando s6lo a los animales sin parentesco). No se encontraron diferencias entre HC y HE (P=
0.661) ni entre MC y ME (P= 0.546).
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Al considerar sélo a los animales sin relacion de parentesco para la prueba de nimero de
contactos con el humano en 5 min no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las hembras controles y las experimentales ni entre los machos controles y experimentales
(ver fig. 20).
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Figura 20. Namero de contactos (sin parentesco)

El nimero de veces que el animal tocé con su nariz, la mano del humano (durante los cinco minutos que
duro la prueba) No se encontraron diferencias significativas entre HC y HE (P= 0.065) ni entre MC y
ME (P=0.863).
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7.2.3. Campo abierto
7.2.3.1.Considerando todos los animales

En la figura 21 podemos observar que no existen diferencias estadisticamente
significativas en la latencia (s) a salida de la madriguera, entre los grupos HC y HE, tampoco se

encontraron diferencias entre MC y ME.
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Figura 21. Latencia a salida de la madriguera

Tiempo en segundos que tardaron en salir de la madriguera, los animales de los grupos: hembras
controles (HC), hembras experimentales (HE), machos controles (MC) y machos experimentales (ME).
No se encontraron diferencias entre HC y HE (P=0.4).
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En la figura 22 se observa que el nimero de marcas por minuto, fue similar entre los
grupos HC y HE, y entre MC y ME. Por otro lado, se observo una clara diferenciacion sexual,
al comparar el nmero de marcas por minuto, entre hembras y machos controles y entre hembras

y machos experimentales, ambas diferencias fueron estadisticamente significativas.
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Figura 22. Nimero de marcas por minuto

Numero de veces que el animal frotd el mentdn contra cualquier superficie dentro del campo abierto. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos HC y HE (P= 0.747) ni entre
MC y ME (P= 0.663) pero si se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar entre
sexos, tanto en los animales controles HC y MC (P= 0.001) como en los animales experimentales HE y
ME (P=0.002).
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En la figura 23 podemos observar que no existen diferencias estadisticamente
significativas en el numero de lineas cruzadas por minuto, entre los grupos HC y HE, tampoco

se encontraron diferencias entre MC y ME.
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Figura 23. NUumero de lineas cruzadas por minuto
El recorrido del animal dentro de la arena se encuentra expresado en el nimero de lineas cruzadas por
minuto. No se encontraron diferencias entre HC y HE (P=0.199) ni entre MC y ME (P= 0.969).
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7.2.3.2. Considerando animales sin parentesco

En la figura 24 podemos observar que no existen diferencias estadisticamente
significativas en la latencia (s) a salida de la madriguera, entre los grupos de hembras controles
y hembras experimentales. Tampoco fueron diferentes entre si los grupos de machos controles

y machos experimentales.
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Figura 24. Latencia a salida de la madriguera (sin parentesco)

Tiempo en segundos que tardaron en salir de la madriguera, para iniciar actividad en el campo abierto
(considerando animales sin parentesco) los animales de los grupos: HC, HE, MC y ME. No se
encontraron diferencias entre HC y HE (P= 0.842) ni entre MC y ME (P=0.863).
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En la figura 25 se observa el valor de mediana del niUmero de marcas por minuto, para
los grupos: hembras controles, hembras experimentales, machos controles y machos
experimentales. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos controles y
experimentales, ni en las hembras (P= 0.842) ni en los machos (P=0.888).
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Figura 25. Namero de marcas por minuto (sin parentesco)

Numero de veces que el animal frot6 el ment6n, contra cualquier superficie dentro del campo abierto, se
considerd sélo a los animales sin parentesco de los grupos: hembras controles, hembras experimentales,
machos controles y machos experimentales No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
al comparar entre los grupos HC vs HE (P= 0.842); MC vs ME (P=0.888) ni entre HE vs ME (P=0.065).
Solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar entre HC y MC (P=0.001).
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En la figura 26 podemos observar el valor de mediana del nimero de lineas cruzadas en
un minuto. No hubo diferencias estadisticamente significativas al comparar entre hembras

controles y experimentales, ni entre machos controles y experimentales.
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Figura 26. Numero de lineas cruzadas por minuto (sin parentesco)

El recorrido del animal dentro de la arena se encuentra expresado en el nimero de lineas cruzadas por
minuto. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre HC y HE (P=0.356), ni entre
MC y ME (P=0.796).
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7.2.4. Conducta sexual
7.2.4.1. Hembras
7.2.4.1.1. Considerando todos los animales

En la figura 27 podemos observar que el cociente de lordosis fue significativamente

mayor en las hembras controles vs hembras experimentales.
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Figura 27. Cociente de lordosis

Numero de veces que la hembra hizo lordosis, en respuesta a 3 montas bien orientadas del macho, el
resultado se multiplica por cien para obtener un porcentaje). El cociente de lordosis, fue
significativamente mayor (P=0.048) en las hembras controles (66%), que en las hembras experimentales
(33%).

A consecuencia de la prueba de conducta sexual, poco méas del 50% de los animales
guedaron gestantes, sin que hubiera diferencias significativas entre hembras controles y

experimentales (ver fig. 28).
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Figura 28. Porcentaje de hembras gestantes.
No se encontraron diferencias (P=0.58) entre el porcentaje de hembras gestantes controles (50%) y
experimentales (58.8%).
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7.2.4.1.2. Considerando animales sin parentesco

En la figura 29 podemos observar que el valor de mediana del cociente de lordosis (%)

fue similar entre las hembras del grupo control y las del grupo experimental.
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Figura 29. Cociente de lordosis (sin parentesco)

Numero de veces que la hembra hizo lordosis, en respuesta a 3 montas bien orientadas del macho, el
resultado se multiplica por cien para obtener un porcentaje), para los animales sin parentesco de los
grupos: hembras controles y hembras experimentales. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre HC y HE (P=0.211).
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En la figura 30 podemos observar que no hubo diferencias en el porcentaje de hembras
gestantes al comparar entre los grupos controles y experimentales, considerando solamente

animales sin parentesco.
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Figura 30. Porcentaje de hembras gestantes (sin parentesco)
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P=0.70) entre controles (44.4%) y
experimentales (50%).
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7.2.4.2. Machos
7.2.4.2.1. Considerando todos los animales

En la figura 31 podemos observar la tasa de error (miss rate), el cual fue
significativamente mayor en los machos experimentales, respecto a los machos controles.
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Figura 31. El miss rate

El miss rate (tasa de error) fue significativamente menor (P=0.002) en los machos controles (25%) en
comparacion con los machos experimentales (66%).
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Durante la prueba de conducta sexual de los machos se obtuvieron otros indicadores,
como el tiempo en segundos que tardaron los machos, en ejecutar la primera monta (Fig. 32,
lado izquierdo). No se encontraron diferencias entre los grupos controles y experimentales.
También podemos observar (lado derecho) que el tiempo en segundos que tardaron los machos
controles en ejecutar la primera eyaculacion, fue significativamente menor en comparacion con

los machos experimentales.
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Figura 32. Latencia a la primera monta y a la primera eyaculacion

Tiempo en segundos gue tardaron los machos de los grupos controles y experimentales en ejecutar la
primera monta (lado izquierdo). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P=
0.131). El tiempo en segundos que tardaron los machos en ejecutar la primera eyaculacion (lado derecho)
fue significativamente menor en los machos controles comparado con los experimentales (P=0.002).
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En la figura 33 podemos observar (lado izquierdo) que los machos controles tuvieron
un menor numero de montas que no culminaron en eyaculacion comparado con los machos
experimentales. También podemos observar (lado derecho) el nimero de eyaculaciones, el cual

fue similar entre machos controles y experimentales.
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Figura 33. Nimero de montas y de eyaculaciones

El nimero de montas no acompariadas de eyaculacién (lado izquierdo) que ejecutaron los machos
experimentales fue estadisticamente mayor (P=0.005) en comparacion con los machos controles. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (P=0.139) en el nimero de eyaculaciones (lado
derecho) que ejecutaron los machos controles y los experimentales.
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7.4.2.2. Considerando animales sin parentesco

En la figura 34 se muestra la tasa de error (miss rate %) determinada durante la prueba
de conducta sexual. Este parametro fue significativamente mayor en el grupo de machos

experimentales vs machos controles.
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Figura 34. Miss rate (sin parentesco)
El miss rate (tasa de error) considerando solo animales sin parentesco, fue significativamente mayor

(P=0.002) en los machos experimentales (58.3%) en comparacion con los machos controles (12.5%).
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En la figura 35 se puede observar (lado izquierdo) que no hubo diferencias en el
indicador de latencia a la primera monta (tiempo en segundos que tardaron los animales en
ejecutar la primera monta) entre los machos controles y experimentales. También se observa
(lado derecho) la latencia a la primera eyaculacion (tiempo en segundos que tardaron los machos
en ejecutar la primera eyaculacion), que fue significativamente menor en los machos controles

comparado con los experimentales.
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Figura 35. Latencia a la primera monta y a la primera eyaculacion (sin parentesco)

Tiempo en segundos que tardaron en ejecutar la primera monta (lado izquierdo) considerando solo
animales sin parentesco de los grupos machos controles y machos experimentales. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre MC y ME (P= 0.167). También se observa (lado
derecho) el tiempo en segundos que los animales de los grupos MC y ME tardaron en ejecutar la primera
eyaculacion. En este parametro, los machos controles fueron significativamente méas rapidos que los
machos experimentales (P=0.011).
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En la figura 36 se encuentran representados el numero de montas (lado izquierdo) y el
numero eyaculaciones (lado derecho) que ejecutaron los animales de los grupos, machos
controles y machos experimentales, durante la prueba de conducta sexual. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de montas de los grupos MC y ME

(P=0.005). Por otro lado no hubo diferencias en el nimero de eyaculaciones (P=0.139).
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Figura 36. Numero de montas y de eyaculaciones (sin parentesco)

Numero de montas (lado izquierdo) que ejecutaron los animales de los grupos machos controles y
machos experimentales. EI nimero de montas fue estadisticamente menor en los machos controles que
en los machos experimentales (P=0.011). Del lado derecho se puede observar el nimero de
eyaculaciones. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre MC y ME (P=0.2).
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A continuacion se encuentran las tablas con los niveles de probabilidad, para cada uno de
los indicadores medidos, de acuerdo a las siguientes comparaciones; a) considerando a todos los
animales de un mismo grupo (ver tablas 5, 6 y 7). b) eliminando el valor méas bajo y el mas alto
de cada grupo (ver tablas 8, 9 y 10). c¢) considerando dentro de cada grupo, Gnicamente a los

animales sin parentesco (ver tablas 11, 12 y 13).

Tabla 5. Niveles de probabilidad (U de Mann-Whitney) considerando a todos los animales (am y pm)
de los grupos: hembras controles, hembras experimentales, machos controles y machos experimentales.

Grupo LE LA NC LSM M R TCA
Hembras Controles (Am vs Pm) 048 0.04 070 0.83 091 0.2 0.83
Hembras Experimentales (AmvsPm) 0.07 0.67 06 041 044 075 041
Machos Controles (Am vs Pm) 0.09 0.67 060 0.32 0.81 0.27 0.32

Machos Experimentales (Am vs Pm) 0.57 0.65 0.93 0.53 1 085 053
Hembras (Controles vs Experimentales) 0.75 0.1 0.28 0.49 0.74 0.19 0.49
Machos (Controles vs Experimentales) 0.24 053 034 026 066 0.96 0.26
Controles (Hembras vs Machos) 0.32 059 080 0.88 0.001 0.71 0.88
Experimentales (Hembras vs Machos)  0.71 0.16 0.60 0.47 0.002 0.42 0.47

Indicadores conductuales: latencia a enderezarse (LE), latencia a aproximarse (LA), nimero de contactos
(NC), latencia a salida de la madriguera (LSM), nimero de marcas por minuto (M), nimero de lineas
cruzadas por minuto o recorrido (R) y tiempo total en campo abierto (TCA).

Los niveles de probabilidad se expresan en valores de P. Valores menores a 0.05 son estadisticamente
significativos

Tabla 6. Niveles de probabilidad (U de Mann-Whitney) de la conducta sexual de las hembras
considerando a todos los animales.

Grupo CL M G

Hembras Controles (Am vs Pm) 0.91 0.91 0.704
Hembras Experimentales (Am vs Pm) 0.97 0.443 0.678
Hembras (Controles vs Experimentales) 0.048 0.747 0.588

Indicadores de conducta sexual: cociente de lordosis (CL), marcas por minuto (M) y porcentaje de
gestacion (G).
Los niveles de probabilidad se expresan en valores de P. Valores menores a 0.05 son estadisticamente
significativos

57



Tabla 7. Niveles de probabilidad (U de Mann-Whitney) de la conducta sexual de los machos,
considerando a todos los animales.

Grupo MR M LM LE NM NE
Machos Controles (Am vs Pm) 0.49 0.81 0.68 0.60 0.38 1

Machos Experimentales (Am vs Pm) 0.79 1 1 0.44 0.06 0.93
Machos (Controles vs Experimentales) 0.002 0663 0.13 0.002 0.005 0.13

Indicadores conducta sexual: miss rate (MR), marcas (M), latencia a la primera monta (LM), latencia a
la primera eyaculacion (LE), nimero de montas (NM), y nimero de eyaculaciones (NE).

Los niveles de probabilidad se expresan en valores de P. Valores menores a 0.05 son estadisticamente
significativos.

Ademas, se realizo el analisis de los datos sin considerar el valor mas bajo y el méas alto
para cada grupo (HC, HE, MC y ME) (ver tabla 8, 9 y 10) y se realiz6 el analisis de los datos
promediando los valores de cada camada, considerando solo los animales sin parentesco (ver
tabla 11, 12 y 13). En la tabla 8 podemos observar los niveles de probabilidad (U de Mann-
Whitney) sin considerar el valor mas alto y el mas bajo para los grupos HC, HE, MC y ME. Se
analizaron los datos comparando entre horario, tratamiento y sexo, para los indicadores: LE,
LA, NC, LSM, M, Ry TCA.

Tabla 8. Niveles de probabilidad (U de Mann-Whitney) para los indicadores conductuales sin considerar
el valor mas alto y el mas bajo

Grupo LE LA NC LSM M R TCA
Hembras Controles (Am vs Pm) 046 0.12 0.66 0.82 061 0.31 0.82
Hembras Experimentales (Am vs Pm) 0.21 084 0.04 070 0.13 0.65 0.70
Machos Controles (Am vs Pm) 0.28 0.61 052 032 023 0.38 0.32

Machos Experimentales (Am vs Pm) 0.16 060 092 0.15 052 034 0.15
Hembras (Controles vs Experimentales) 0.73 0.06 0.22 0.99 0.001 0.53 0.99
Machos (Controles vs Experimentales) 0.3 0.46 0.37 0.68 0.002 0.37 0.68
Controles (Hembras vs Machos) 034 052 086 039 0.79 0.14 0.39
Experimentales (Hembras vs Machos)  0.73 0.12 054 0.16 0.27 0.81 0.16

Indicadores conductuales: latencia a enderezarse (LE), latencia a aproximarse (LA), nimero de contactos
(NC), latencia a salida de la madriguera (LSM), nimero de marcas por minuto (M), nimero de lineas
cruzadas por minuto o recorrido (R) y tiempo total en campo abierto (TCA).

Los niveles de probabilidad se expresan en valores de P. Valores menores a 0.05 son estadisticamente
significativos.
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Tabla 9. Niveles de probabilidad (U de Mann-Whitney) de la conducta sexual de las hembras, sin
considerar el valor mas alto y el més bajo.

Grupo CL M G

Hembras Controles (Am vs Pm) 0.98 0.614 0.695
Hembras Experimentales (Am vs Pm) 1 0.132 0.66
Hembras (Controles vs Experimentales) 0.038 0.001 0.573

Indicadores de conducta sexual: cociente de lordosis (CL), marcas por minuto (M) y porcentaje de
gestacion (G).
Los niveles de probabilidad se expresan en valores de P. Valores menores a 0.05 son estadisticamente
significativos

Tabla 10. Niveles de probabilidad (U de Mann-Whitney) de la conducta sexual de los machos, sin
considerar el valor mas alto y el més bajo.

Grupo MR M LM LE NM NE
Machos Controles (Am vs Pm) 034 0234 062 053 0.29 1
Machos Experimentales (Am vs Pm) 0.77 0525 0.38 1 0.046 0.92

Machos (Controles vs Experimentales) 0.001 0.002 0.075 0.001 0.004 0.12

Indicadores de conducta sexual: miss rate (MR), nimero de marcas por minuto (M), latencia a la primera
monta (LM), latencia a la primera eyaculacion (LE), nimero de montas (NM) y nimero de eyaculaciones
(NE).

Los niveles de probabilidad se expresan en valores de P. Valores menores a 0.05 son estadisticamente
significativos.
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En la tabla 11 observamos los niveles de probabilidad (U de Mann-Whitney) para los
indicadores conductuales considerando solo animales sin parentesco para los grupos HC, HE,
MC y ME. Se analizaron los datos comparando entre horario, tratamiento y sexo, para los
indicadores: LE, LA, NC, LSM, M, Ry TCA.

Tabla 11. Niveles de probabilidad (U de Mann-Whitney) para los indicadores conductuales (sin
parentesco).

Grupo LE LA NC LSM M R TCA
Hembras Controles (Am vs Pm) 0.88 05 090 0.66 1 0.73 0.90
Hembras Experimentales (Am vs Pm) 1 035 035 071 1 0.26 0.71
Machos Controles (Am vs Pm) 1 071 033 033 05 022 0.16

Machos Experimentales (Am vs Pm) 0.22 088 022 0.66 088 0.88 0.22
Hembras (Controles vs Experimentales) 0.35 0.66 0.06 0.84 084 0.35 0.84
Machos (Controles vs Experimentales) 0.07 054 0.86 0.86 0.88 0.79 0.86
Controles (Hembras vs Machos) 054 1 038 0.86 0.001 0.86 0.86
Experimentales (Hembras vs Machos) 0.06 096 049 084 006 04 084

Indicadores conductuales: latencia a enderezarse (LE), latencia a aproximarse (LA), nimero de
contactos (NC), latencia a salida de la madriguera (LSM), nimero de marcas por minuto (M), nimero
de lineas cruzadas por minuto o recorrido (R) y tiempo total en campo abierto (TCA).

Los niveles de probabilidad se expresan en valores de P. Valores menores a 0.05 son estadisticamente
significativos.

Tabla 12. Niveles de probablidad (U de Mann-Whitney) de la conducta sexual de las hembras (sin
parentesco)

Grupo CL M G
Hembras Controles (Am vs Pm) 0.90 1 0.495
Hembras Experimentales (Am vs Pm) 0.4 1 1
Hembras (Controles vs Experimentales) 0.21 0.842 0.277

Indicadores de conducta sexual: cociente de lordosis (CL), numero de marcas por minuto (M) y
porcentaje de gestacion (G).

Los niveles de probabilidad se expresan en valores de P. Valores menores a 0.05 son estadisticamente
significativos.
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En la tabla 13 se encuentran representados los niveles de probabilidad (U de Mann-
Whitney) para la conducta sexual de los machos: miss rate (MR), nimero de marcas por minuto
(M), latencia a la primera monta (LM), latencia a la primera eyaculacion (LE), nimero de

montas (NM) y nimero de eyaculaciones (NE), considerando solo animales sin parentesco.

Tabla 13. Niveles de probabilidad (U de Mann-Whitney) de la conducta sexual de los machos (sin
parentesco)

Grupo MR M LM LE NM NE
Machos Controles (Am vs Pm) 0.22 0.5 0.71 0.73 0.22 1

Machos Experimentales (Am vs Pm) 0.22 0.889 1 1 057  0.57
Machos (Controles vs Experimentales) 0.004 0.888 0.16 0.011 0.011 0.2

Indicadores de conducta sexual: miss rate (MR), nimero de marcas por minuto (M), latencia a la primera
monta (LM), latencia a la primera eyaculacion (LE), nimero de montas (NM) y nimero de eyaculaciones
(NE).

Los niveles de probabilidad se expresan en valores de P. Valores menores a 0.05 son estadisticamente
significativos.

En la tabla 14 se registraron los valores de mediana y niveles de probabilidad (U de
Mann-Whitney) considerando a todos los animales de los grupos HC, HE, MC y ME. Se

analizaron los datos comparando entre horario, tratamiento y sexo, para los indicadores:
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Tabla 14. Niveles de probabilidad (U de Mann-Whitney) y valores de mediana para los indicadores

conductuales

Marcas Recorrido
LE LA NC LSM (1min) (1min)
Grupo me p me p me P me P me P me p
Hembras Controles Am 40.5 33 3 30 0.81 8.43
Hembras Controles Pm 43 61.5 3 30 1.56 6.88
Hembras Controles Am vs Pm | 41.5 | 0.482 | 43.5 | 0.044 3 0.701 30 0.839 | 1.22 | 0.91 8.2 | 0.125
Hembras Experimentales Am 26 34 2.5 18.5 1.73 6.49
Hembras Experimentales Pm 48 31.5 2 45 1.31 7.05
Hembras Experimentales Am
vs Pm 39.5 | 0.078 34 0.671 2 0.2e6 | 27.5| 0.41 | 1.45 | 0.443 | 6.98 | 0.755
Hembras Controles vs
Experimentales 0.755 0.1 0.281 0.491 0.747 0.195
Machos Controles Am 14 38 3 33 6.67 8.38
Machos Controles Pm 46 34 2.5 44 6.9 7.39
Machos Controles Am vs Pm 33 0.093 38 | 0.673 3 0.606 36 | 0.321 | 6.67 | 0.815 | 7.72 | 0.277
Machos Experimentales Am 26 41 3 30 8.44 7.8
Machos Experimentales Pm 43 42 2.5 56 7.26 7.2
Machos Experimentales Am
vs Pm 40 0.574 41 0.65 3 0.936 48 0.538 | 7.54 1 7.68 | 0.852
Machos Controles vs
Experimentales 0.249 0.53 0.342 0.265 0.663 0.569
Controles Hembras vs Machos 0.325 0.59 0.803 0.888 0.001 0.717
Experimentales Hembras vs
Machos 0.719 0.161 0.604 0.47 0.002 0.424

Indicadores conductuales: latencia a enderezarse (LE), latencia a aproximarse (LA), nmero de contactos
(NC), latencia a salida de la madriguera (LSM), nimero de marcas por minuto (M) y nimero de lineas
cruzadas por minuto o recorrido (R).
Los niveles de probabilidad se expresan en valores de P. Valores menores a 0.05 son estadisticamente

significativos.

En la tabla 15 se registran los valores de mediana y niveles de probabilidad (U de Mann-

Whitney) considerando todos los animales de los grupos HC, HE, MC y ME. Se analizaron los

datos comparando entre horario, tratamiento y sexo, para los indicadores de conducta sexual:
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Tabla 15. Niveles de probabilidad (U de Mann-Whitney) y valores de mediana de la conducta sexual

de hembras y machos.

Marcas

CL% (1min) MR % LM LE NM NE
Grupo me P me P me P me P me P me P me P
Hembras Controles Am 439.5 0.31
Hembras Controles Pm 66 1.56
Hembras Controles Am vs Pm 66 0591 | 1.22 | 091
Hembras Experimentales Am 439.5 1.73
Hembras Experimentales Pm 33 1.31
Hembras Experimentales Am vs Pm 33 | 0.577 | 1.45| 0.443
Hembras Controles vs Experimentales 0.048 0.747
Machos Controles Am 6.67 12.5 12 14 0 3
Machos Controles Pm 5.98 29.16 16.5 15 1 3
Machos Controles Am vs Pm 6.67 | 0.815 25 0.492 | 13 0.689 15 | 0.607 1 0.388 3 1
Machos Experimentales Am 8.44 66.66 21 39 2 3
Machos Experimentales Pm 7.26 49.66 20 36 1 3
Machos Experimentales Am vs Pm 7.94 1 66 | 0.798 | 20.5 1 37.5 | 0.445 2 0.066 3 0.533
Machos Controles vs Experimentales 0.663 0.002 0.131 0.002 0.005 0.139
Controles Hembras vs Machos 0.001
Experimentales Hembras vs Machos 0.002

Indicadores de la conducta sexual de hembras: cociente de lordosis (CL), nimero de marcas por minuto.
Indicadores de la conducta sexual de los machos: (M), miss rate (MR), latencia a la primera monta (LM),
latencia a la primera eyaculacion (LE), nimero de montas (NM) y numero de eyaculaciones (NE).

Los niveles de probabilidad se expresan en valores de P. Valores menores a 0.05 son estadisticamente

significativos.

8. Discusion

8.1. Medicidn del peso

En el presente trabajo el numero de nacidos vivos fue similar tanto en camadas controles

como en experimentales. No obstante todas las camadas se ajustaron a 6 gazapos (los mas

pesados) el dia del parto, sin que pudiéramos saber el sexo de los animales. Dado que en el DPN

0 es imposible distinguir el sexo de los gazapos por simple observacion del &rea genital (Bautista

y cols. 2005, Reyes-Meza y cols. 2011). También se sabe que al conformar camadas por lo

menos con 6 crias, la hembra recibe la estimulacion necesaria para que su comportamiento

materno sea normal, manteniendo una ritmicidad circadiana del amamantamiento (el estimulo

de la succién podria funcionar como un sincronizador no fético para la hembra) (Gonzélez-

Mariscal y cols. 2013).
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Usualmente las camadas de conejos domeésticos varian entre 6 y 8 gazapos, aunque
camadas de mas de 10 gazapos no son inusuales (Bautista y cols. 2005). Sin embargo, se ha
visto que el ajuste de camada a 6 gazapos, disminuye la competencia durante el
amamantamiento, permitiéndoles obtener mas leche (hasta el 30% de su peso corporal Bautista
y cols. 2005). Lo que a su vez, mejora su probabilidad de supervivencia (Bautista y cols. 2003,
Castellini y cols. 2003). Por otro lado, el ajuste de camada, seleccionando a los seis animales
mas pesados, también representa ventajas térmicas para los gazapos, quienes ocupan posiciones
centrales dentro del nido, lo que se traduce en una menor variacion en la temperatura corporal
(Bautista y cols. 2017) y una mayor temperatura corporal en comparacion con gazapos ligeros
(Bautista y cols. 2005, Rddel y cols. 2008, 2017). En el experimento de Brecchia y cols. (2009),
observamos camadas de 7 a 9 gazapos, lo que implica un aumento en la competencia por el
alimento y probablemente una mayor demanda energética por las fluctuaciones en la
temperatura corporal, en comparacién con los animales del presente trabajo (6 gazapos por
camada).

En el presente trabajo pudimos observar que el peso de las hembras controles y
experimentales no fue diferente en el DPN 0. Sin embargo, en el DPN 16 las hembras controles
fueron mas pesadas en comparacion con las hembras experimentales (a las que se les cancelo
un episodio de succion en el DPN 10). Por el contrario, el peso de los machos controles fue
significativamente menor en comparacién con los machos experimentales en el DPN 0. No
obstante, en el DPN 16 no se observaron diferencias entre machos controles y experimentales.
Estos resultados nos indican que tanto las hembras como los machos experimentales perdieron
peso después de la separacion madre-crias durante 48 h. Nuestros resultados son consistentes
con los de Brecchia y cols. (2009) quienes observaron una pérdida de peso corporal en los
gazapos después de la separacion madre-crias, lo cual tuvo un fuerte impacto sobre la tasa de
crecimiento y la ganancia de peso. En el presente trabajo el peso de los animales (controles y

experimentales) no mostré diferencias significativas a partir del DPN 30 (ver tabla 3).
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Por otro lado, Verwer y cols. (2009), indican que la manipulacion de los gazapos
(pesarlos antes del amamantamiento durante las primeras 4 semanas de vida), no tiene ningdn
efecto sobre el peso corporal. De hecho, pesar a los gazapos antes y después del
amamantamiento, es un manejo comunmente utilizado para determinar el consumo de leche y
esto no interfiere con el amamantamiento (Bautista y cols. 2003, 2005, 2015, 2017). Sin
embargo, en el presente trabajo se pesé a cada animal en los DPN 0, 16, 30, 45y 120, después
de la una de la tarde en todos los casos. Aunque la manipulacion de los animales no afecta su
consumo de leche y ganancia de peso, si puede modificar la conducta de los animales a largo
plazo, entendida como una disminucion del miedo del conejo hacia el manipulador (Pongracz y
Altbacker 1999). Sin embargo, la manipulacion de gazapos se hizo por igual en los animales
controles y en los experimentales, por lo tanto, aunque dicho procedimiento hubiera afectado el
comportamiento de los conejos cuando adultos, habria afectado por igual a los grupos controles
y experimentales.

La separacion madre-crias durante 48 h y la consecuente cancelacion de un episodio de
succion durante el periodo posnatal temprano, afecta la ganancia de peso de los animales
(Brecchia y cols. 2009), lo que a su vez, puede modificar el fenotipo conductual y la capacidad
del eje HHA para responder a estimulos estresantes cuando adultos (Mc Elreath y cols. 2007,
Rddel y Monclus 2011). Por ejemplo, los conejos con un peso corporal bajo durante el periodo
pre-destete, cuando adultos, mostraron altos signos de ansiedad, mientras que los conejos con
mayor peso en el periodo pre-destete fueron mas dominantes cuando adultos en los encuentros
agonistas o en las peleas con conespecificos y mostraron mas conductas exploratorias y menos
ansiedad, sin importar el sexo, el tamafio de camada o el peso al nacimiento (Rédel y von Holst
2009, Rodel y Monclus 2011).

Sin embargo, en el presente experimento, el peso de los animales en el DPN 30 (dia en
que se realizo el destete) fue similar en todos los grupos (hembras controles, hembras
experimentales, machos controles y machos experimentales), lo que podria explicar la falta de
diferencias en la mayoria de los indicadores conductuales entre animales controles y
experimentales. Posteriormente (DPN 45 y 120) no se encontraron diferencias significativas en
el peso promedio de los animales de cada grupo. Estos resultados coinciden con los obtenidos

por Reyes-Meza y cols. (2011) quienes reportan que después del destete y gracias al consumo
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de alimento sélido, no se encontraron diferencias (ambos sexos) entre conejos centrales,
intermedios y periféricos cuando adultos (DPN 100), a pesar de que los animales periféericos

fueron significativamente mas ligeros durante el periodo pre-destete.

8.2. Medicion de glucocorticoides en plasma

De acuerdo con Brecchia y cols. (2009) la separacién madre-crias y su consecuente
cancelacion de un episodio de succion, modifica a corto y largo plazo la respuesta del eje HHA,
disminuyendo al minimo la secrecion de corticosterona en respuesta a la inyeccion de solucién
salina. Sin embargo, en el presente experimento observamos que la cancelacion de un episodio
de succidn, no disminuy0 la respuesta del eje HHA a la inyeccion de solucion salina en hembras
adultas. Es decir no se observaron diferencias entre los grupos control y experimental, cuando
las muestras se tomaron en la mafiana. De hecho, en todos los animales se observo un incremento
en los niveles de cortisol y corticosterona en plasma, a partir del minuto 30 post-inyeccién. Sin
embargo, estas diferencias en la respuesta del eje HHA podrian deberse en parte a las diferencias
en el tamafo de camada, en el tipo de nido y en el tiempo que los animales permanecieron sin
succionar leche.

En el presente experimento ajustamos la camada a 6 crias, lo que representa menor
competencia durante el amamantamiento (Bautista y cols. 2003), un mayor consumo de leche
(Bautista y cols. 2005) y menos fluctuaciones en la temperatura corporal (Castellini y cols. 2003
Rddel y cols. 2008). En el experimento de Brecchia y cols. (2009), las camadas variaban entre
7y 9 crias, lo que representa una mayor competencia entre los gazapos. También sabemos
(comunicacion personal) que el nido que se utilizé en el experimento de Brecchia y cols. (2009)
era un nido de canastilla (plastico) que cuelga a lado de la jaula de la madre. Este tipo de nidos
conservan menos el calor y se encuentran mas vulnerables ante los cambios de temperatura
ambiental. En el presente experimento utilizamos nidos de madera, completamente cerrados,

por lo que el microclima del nido fue mas calido y estable ante los cambios ambientales.

66



En el presente trabajo se realiz6 una lactancia controlada durante los primeros 14 dias
de vida, tanto en animales controles como en experimentales, permitiendo que la hembra
amamantara a sus gazapos todos los dias a las once horas. En el DPN 10 no se abrié la puerta
del nido de los animales experimentales, por lo que permanecieron separados de sus madres y
sin succionar leche durante 48 h. En el experimento de Brecchia y cols. (2009) se reporta que
las hembras tuvieron libre acceso al nido durante los primeros 9 dias post-natales, y en las
camadas experimentales, se realiz6 una separacién madre-crias entre los DPN 9y 11, cerrando
el nido en el DPN9 a las once horas y abriéendolo nuevamente a las once horas del DPN11.
Considerando que las hembras amamantan a sus crias (una vez al dia durante 3 minutos
aproximadamente) alrededor de las dos horas (Gonzalez-Mariscal y cols. 2013) y después del
amamantamiento no vuelve a establecer ninguin contacto con las crias, aun teniendo libre acceso
a al nido (Bautista y cols. 2005, Gonzélez-Mariscal y cols. 2013, Jilge 1993, 1995). Suponemos
que en el experimento de Brecchia y cols. (2009) las crias permanecieron 57 h sin succionar
leche (fueron amamantadas a las dos horas del DPN 9 y el siguiente amamantamiento fue a las
once horas del DPN 11).

Debemos enfatizar que el horario de amamantamiento, no modifica la conducta de la
hembra ni de los gazapos (Baumann y cols. 2005, Rovirosa y cols. 2005, Caba y Gonzalez-
Mariscal 2009, Morgado y cols. 2008, 2010, 2011, Bautista y cols. 2017). Es decir, éstos siguen
presentando la tipica actividad anticipatoria al alimento (AA) (Rovirosa y col. 2005), las
conductas de busqueda y succién del pezon, y la competencia entre hermanos durante el
amamantamiento tampoco se modifican con el cambio de horario de succién (Bautista y cols.
2005).

Sin embargo, el amamantamiento es un sincronizador para el gazapo, capaz de modificar
la ritmicidad circadiana de la corticosterona, debido a la estrecha relacion que existe entre los
niveles de glucosa y corticosterona en sangre. Doce horas después del amamantamiento, los
niveles de glucosa en sangre aumentan hasta alcanzar el cenit, mientras que los niveles de
corticosterona alcanzan el nadir, doce horas después del amamantamiento (Morgado y cols.
2008). No obstante, la separacion madre-crias por 48 h y la consecuente cancelacion de un
episodio de succion, prolonga la AA de los gazapos entre 4 y 6 h (Rovirosa 2005, Morgado

2008) sin que esto modifique la ritmicidad circadiana de la corticosterona (DPN 7). Se observan
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niveles maximos de corticosterona 48 y 52 h después del amamantamiento y niveles minimos
60 h después de este (Morgado y cols. 2008). Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Brecchia y cols. (2009), quienes reportan en gazapos (DPN 11) un incremento en los niveles de
corticosterona en plasma 48 h después del amamantamiento y un incremento en los receptores
a glucocorticoides (GR) en el hipotalamo.

Pensamos que en el presente trabajo, la demanda energética de los gazapos fue menor
(gracias a la estimulacion proporcionada por los hermanos de cama y las condiciones de nido
asi como por la diferencia en el tiempo que los gazapos permanecieron sin succionar leche) en
comparacion con los animales del experimento de Brecchia y cols. (2009).

De acuerdo con lo reportado por Szeto y cols. (2004), la secrecion de glucocorticoides
en conejos de laboratorio adultos (machos) presenta una ritmicidad circadiana, tanto para
cortisol como para corticosterona, con una secrecion minima a las seis horas (0.44pg/dl,
14.25ng/ml) y una secrecion maxima a las dieciocho horas (0.92ug/dl, 30.01ng/ml).
Coincidentemente nuestros resultados muestran una tendencia similar en las muestras basales,
las cuales fueron numéricamente mayores en la tarde (quince horas) con respecto a las basales
tomadas en la mafiana (ocho horas). En las hembras experimentales, se observé que la cantidad
de cortisol y corticosterona secretados en los minutos 90 y 120 post-inyeccion fue
significativamente mas alta en las muestras de la tarde, en comparacién con las muestreadas de
la mafana.

Por otro lado, en machos, se ha visto que la cantidad de cortisol y corticosterona
incrementan de manera similar en respuesta a la conducta sexual (después de una hora de
interaccion con la hembra) (Szeto y cols. 2004). En el presente experimento también
observamos que la cantidad de cortisol y corticosterona incrementan de manera similar en

respuesta a la inyeccion de solucion salina en hembras controles y experimentales.
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8.3.Pruebas conductuales
8.3.1. Reflejo de enderezamiento

La conducta de inmovilidad ténica (freezing) y las respuestas autbnomas simpaticas,
pueden funcionar como indices de respuestas reactivas ante una amenaza (Moscarello y LeDoux
2013 citado por Gorka y cols. 2016). Por ello, actualmente la prueba de reflejo de
enderezamiento o inmovilidad tonica se utiliza para evaluar el nivel de miedo de los conejos
hacia los humanos (Kowalska y cols. 2008, Verwer y cols. 2009, Filiou y cols. 2012, Trocino y
cols. 2013, 2014). No obstante, la duracién de la inmovilidad tonica esta correlacionada
positivamente con el nivel de miedo de los conejos hacia cualquier predador (Filiou y cols.
2012).

En el presente trabajo, la separacion madre-crias por 48 h no tuvo efecto sobre el tiempo
en segundos que los animales permanecieron en inmovilidad ténica. En todos los grupos
(hembras controles, hembras experimentales, machos controles y machos experimentales), el
tiempo que permanecieron en inmovilidad fue similar (mediana 40 s). La duracion de la
inmovilidad tonica se pueden modificar, por las condiciones de alojamiento, por ejemplo,
Trocino y cols. (2013) observaron que la duracién de la inmovilidad fue mayor en los animales
que fueron alojados de forma individual (47.8s) comparado con los animales que fueron
alojados en jaulas dobles (25 s) o colectivas (25 s). Estos investigadores evaluaron a los conejos
a los 42 y 70 dias de edad y encontraron que en promedio, la duracién total de la inmovilidad
disminuyé significativamente (36 s vs 29.2 s) cuando la edad de los conejos aumento.

Del mismo modo Trocino y cols. (2014) observaron la misma tendencia, en la reduccion
del tiempo total de inmovilidad (41.5 s vs 28.9 s) cuando la edad de los conejos aumento de 55
a 72 dias. No obstante, Zucca y cols. (2012) no encontraron diferencias entre animales alojados
de forma individual o colectiva, sobre el rango de tiempo en segundos que los animales
permanecieron en inmovilidad (33.7 a 60.7). Estos resultados coinciden con los del presente
trabajo, ya que los animales permanecieron en jaulas colectivas hasta el DPN 45 y
posteriormente fueron alojados en jaulas individuales. Ademas, no se encontraron diferencias
entre hembras y machos controles, ni entre hembras y machos experimentales. Con base en estos

resultados, podriamos clasificar a los animales como reactivos.
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Al respecto Reyes-Meza y cols. (2011) observaron (ambos sexos) que los animales
centrales permanecian inmoviles mucho mas tiempo que los animales intermedios o periféricos,
sin embargo, en todos los casos, el tiempo que permanecieron en inmovilidad disminuyo cuando
se repitid la prueba, presumiblemente por la habituacién de los animales. Otros autores (Gallup
1974 citado por Verwer y cols. 2009) han observado que diferentes eventos aversivos,
inmediatamente antes de la prueba de inmovilidad tonica, pueden incrementar el tiempo que el
animal permanece inmdvil. Verwer y cols. (2009) también observaron que la repetida
manipulacion (pesando a los gazapos 6 veces por semana, durante las primeras 4 semanas de
vida) puede disminuir la inmovilidad tonica, también observaron tanto en animales
manipulados, como no manipulados, que la inmovilidad tonica (31.75 £ 23.40 vs 112.5 + 138.7),
aumento después de la castracion (84 d de vida) de los machos (57.09 + 76.92 vs 73.81 £ 95.35)

respectivamente.

8.3.2. Aproximacién al humano

El nivel de miedo del conejo hacia el humano, también se puede avaluar con la prueba
de aproximacién al humano (la latencia a la primera aproximacién y el nimero de contactos que
el conejo establece con la mano del humano). No obstante, se ha visto que el nivel de miedo del
conejo se puede reducir a través de la manipulacién (tocando a los animales con la mano durante
la primera semana de vida 15 min antes 0 15 min después del amamantamiento) (Bilko y
Altbacker 2000, Pongracz y Altbacker 1999, 2003). Entendida como una reduccién en la
latencia a la primera aproximacion (180s no manipulados vs 25s manipulados), asi como un
incremento en el nimero de contactos (1 no manipulados vs 6 manipulados) (Bilko y Altbacker
2000).

En el presente trabajo, la separacion madre-crias por 48 h, no tuvo ningln efecto sobre
la latencia a aproximarse al humano (mediana 40 s) ni tampoco sobre el nimero de contactos
(mediana 3 contactos) que realizaron los conejos, en ninguno de los grupos (hembras controles,
hembras experimentales, machos controles y machos experimentales). Al respecto Csatadi y
cols. (2005) observaron que el minimo contacto con los gazapos (tocarlos con la mano durante
5 s) fue suficiente para reducir las respuestas de miedo, incluso se ha visto que no es necesario

el contacto fisico, la simple exposicion al olor de humano durante la primera semana de vida,
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poco antes del amamantamiento, fue suficiente para reducir cuando adultos, el miedo del conejo
hacia el humano (Ducs y cols. 2009). En contraste, los animales no manipulados siguen
mostrando una reducida actividad en presencia del humano.

También se ha observado que la exposicién no so6lo al olor de humano si no al de
diferentes especies (gato y zorro) durante la primera semana de vida un poco antes del
amamantamiento, favorece en los conejos el reconocimiento de otra especie como un
conespecifico, lo que a su vez reduce el miedo del conejo, expresado en una latencia corta a la
primera aproximacion y un mayor nimero de contactos (Pongracz y cols. 2001, Csatadi y cols.
2007). Los efectos de la manipulacion sobre el nivel de miedo del conejo se pueden observar a
corto (un mes de edad) y largo plazo (seis meses de edad) (Bilko y Altbacker 2000).

8.3.3. Campo abierto

La prueba de campo abierto evalGa el nivel de miedo del animal ante un ambiente
novedoso (Trocino y cols. 2014). Una reducida actividad locomotora (bajo nimero de cruces)
o0 la conducta de inmovilidad, indican que los conejos tienen miedo (Daniewski y Jeziersky
2003, Brown 2012). Por otro lado, el aumento en la actividad locomotora (alto nimero de
cruces) y las conductas exploratorias del animal, son un buen indice de adaptacién del conejo
hacia un ambiente novedoso (Swennes y cols. 2011, Garcia-Dalman 2013, Trocino y cols.
2014). Algunas de las conductas exploratorias son: levantarse sobre las patas traseras, oler o
mirar alrededor y el marcaje por frotamiento del menton (chinning). ElI marcaje consiste en
frotar el menton contra diversos objetos o contra otros animales presentes en el entorno,
depositando asi las secreciones de la glandula submandibular (Gonzalez-Mariscal y cols. 1990,
1992ab, 1997, Hoffman y cols. 2010, Trocino y cols. 2014).

En el presente trabajo observamos que la separacion madre-crias por 48 h no afecto la
latencia a salir de la madriguera: no se encontraron diferencias entre hembras y machos de un
mismo grupo, entre los grupos de hembras controles y experimentales, ni entre machos controles
y machos experimentales. Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Rédel y Monclas
(2011) quienes no encontraron diferencias en el tamafio de camada, o entre hembras y machos,
ni entre animales pesados y ligeros, sobre la latencia para iniciar la actividad en un ambiente

novedoso. Por su parte Reyes-Meza y cols. (2011) tampoco encontraron diferencias en la
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latencia a salida de la madriguera entre animales centrales, intermedios o periféricos (ambos
sexos), a pesar de que los animales centrales e intermedios fueron significativamente mas
pesados que los animales periféricos durante la primera semana de vida.

Al respecto Trocino y cols. (2012) indican que los conejos alojados en jaulas colectivas
(9 animales por jaula) entran de manera espontanea al campo abierto (< 20 s) y que la latencia
a salida de la madriguera disminuye conforme aumenta la edad del animal (42 a 70 d).
Posteriormente Trocino y cols. (2014) encontraron que la latencia a salida de la madriguera
disminuyé conforme la edad del animal aumento de 56 a 75 d y explican que dichos resultados
pueden deberse a la habituacion y manipulacion de los animales. Como se describi6 en métodos,
en el presente estudio los conejos de una misma camada, permanecieron juntos (jaula colectiva)
hasta el DPN 45, posteriormente, los animales fueron alojados individualmente en jaulas dobles.
Por lo tanto con nuestros resultados de latencia a salida de la madriguera (mediana 25 s)
podriamos inferir que los conejos mostraron bajos niveles de miedo ante un ambiente novedoso.

La separacion madre-crias por 48 h, tampoco afecto el nimero de marcas por minuto
(chinning), ya que no se encontraron diferencias entre los grupos de hembras controles y
experimentales ni entre machos controles y machos experimentales. Sin embargo, pudimos
observar que los machos marcaron mucho mas que las hembras. Nuestros resultados son
consistentes con lo reportado por Mykytowycz (1965) quienes observaron que la frecuencia del
marcaje fue mayor en machos que en hembras. Especificamente estas diferencias se han
observado en animales adultos (siete meses de edad) (Gonzélez-Mariscal y cols. 1992). No
obstante, Hoffman y cols. (2010) reportan que la frecuencia en el marcaje no fue diferente entre
machos y hembras (seis meses de edad).

La actividad locomotora (nimero de lineas cruzadas por minuto), tampoco fue diferente
entre machos y hembras de un mismo grupo, entre hembras controles y experimentales, ni entre
machos controles y experimentales. Nuestros resultados coinciden con lo reportado por
Hoffman y cols. (2010) quienes indican que el nimero de lineas cruzadas fue similar entre
machos y hembras. Al respecto Rodel y Monclus (2011) observaron que los conejos con mayor
peso corporal en la etapa pre-destete tienen mas conductas exploratorias y menor ansiedad
durante la prueba de campo abierto. Coincidentemente, nosotros no encontramos diferencias en

el peso de los animales en el DPN 30, por lo que resulta congruente que no encontraramos
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diferencias en el nimero de lineas cruzadas por minuto. Ademas, se sabe que la habituacién de
los conejos puede provocar una disminucién en la ambulacion (Kowalska y cols. 2008, Trocino
y cols. 2014), no obstante, nosotros minimizamos esta posibilidad al aleatorizar el orden en el
que se realizaron las pruebas.

Verwer y cols. (2009) clasificaron a los animales como manipulados (pesando a los
gazapos 6 veces por semana, durante las primeras 4 semanas de vida) y no manipulados
(pesando a los gazapos una vez por semana, durante las primeras 4 semanas de vida) y
observaron que durante la primera evaluacion en campo abierto los animales manipulados
mostraron mas conductas exploratorias y mayor movilidad. Por su parte, Rddel y cols. (2006)
observaron que los animales reactivos fueron mas cautelosos en sus movimientos, durante la
prueba de campo abierto, en tanto que los animales audaces exploraron mas y fueron menos
temerosos (Trocino y cols. 2012). No obstante, nosotros observamos animales audaces y
temerosos en todos los grupos. Y de acuerdo con la clasificacion de Verwer y cols. (2009),
nuestros animales podrian considerarse como no manipulados. Dado que en el presente
experimento pesamos a los animales s6lo en los DPN 0, 16, 30, 45 y 120 (dos horas después del
amamantamiento). Al respecto, Rodel y Monclus (2011) observaron que los animales que
mostraron mas conductas exploratorias en un ambiente novedoso, mostraron menos signos de
ansiedad durante la prueba de olor de predador.

Por su parte, Kowalska y cols. (2008) clasificaron a los animales de acuerdo a su
actividad durante la prueba de campo abierto en: activos (grupo 1) y pasivos (grupo Il). Y
observaron que los machos del grupo I se mostraron méas dispuestos y fueron mas rapidos
durante el apareamiento (aproximadamente el 80% de los machos se apare6 durante la primera
semana de pruebas), mientras que los machos pasivos (grupo I1) fueron mas timidos durante el
apareamiento (solamente el 20 % de los animales consiguieron aparearse durante la primera
semana de pruebas). En las hembras del grupo I sélo el 45 % se apare6 durante la primera
semana, comparado con el 70% de las hembras del grupo Il. Ademas, las hembras del grupo |
fueron mas activas en la prueba de campo abierto, pero fue mas dificil aparearlas y después del

parto fueron peores madres en comparacién con las hembras del grupo Il.
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8.3.4. Conducta sexual
8.3.4.1.Hembras

Durante el estro, la coneja despliega dos conductas caracteristicas: el marcaje por
frotamiento del menton (que es una conducta de proceptividad) y la respuesta de lordosis,
dorsoflexion de la columna vertebral con levantamiento de la grupa (que indica receptividad
sexual) (Hudson y cols. 1990, Gonzélez-Mariscal 2006). EI marcaje esta asociado con la
maduracion sexual, debido a su regulacién, activacién y mantenimiento, a través de la secrecion
de estradiol (Hudson y cols. 1990, Gonzalez-Mariscal y cols. 1990, 1992). En la hembra esta
conducta precede al inicio de la actividad sexual, aumentando del DPN 50 al 100 (Gonzélez-
Mariscal y cols.1992).

En el presente trabajo no se encontraron diferencias en el nimero de marcas por minuto
entre las hembras controles y las experimentales. No obstante el nimero de marcas registradas
en 10 min (mediana 20 marcas), es similar a lo reportado por Gonzalez-Mariscal y cols. (1990)
quienes observaron, que en promedio, las conejas en estro realizan entre 20 y 25 marcas en 10
minutos de prueba. Por otro lado, el cociente de lordosis fue mayor en el grupo de hembras
controles que en las experimentales. Sin embargo, el porcentaje de hembras gestantes fue similar
para ambos grupos (controles y experimentales). Al respecto, se sabe que gracias a la
estimulacion vagino-cervical, la hembra puede ovular (Bonanno y cols. 1999). No obstante, el
proceso mediante el cual una hembra concreta la gestacion, implica otros factores como la
calidad espermatica del macho (May y Simpson 1975) el estado nutricional de la hembra
(Gonzalez-Mariscal y cols. 2007, Gluckman y cols. 2007, Zambrano y cols. 2015), el proceso
de fecundacion y la implantacion (Pfaff y cols. 1994) entre otros, por lo que resulta dificil
conocer el efecto de la cancelacion de un episodio de succion sobre el porcentaje de hembras

apareadas que resultaron gestantes.

8.3.4.2. Machos

En el presente trabajo se observo que la separacion madre-crias por 48 h, posiblemente
provoco en los machos alguna alteracion sobre su conducta sexual. Los machos experimentales
tuvieron un porcentaje de montas que no culminaron en eyaculacion (miss rate) muy elevado

en comparacion con los animales del grupo control (66 vs 25 % respectivamente). En los conejos
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el apareamiento, es un evento relativamente breve. Durante la copula, el macho monta a la
hembra aferrando su cuerpo con sus patas delanteras en cada flanco y realiza una serie de
movimientos pélvicos ritmicos a una frecuencia de 13 movimientos por segundo. Estos
movimientos estimulan los flancos y el dorso de la hembra (Beyer y cols. 1980). En respuesta a
la monta del macho, la hembra adopta la postura de lordosis, lo cual facilita la intromisién del
pene, seguida de la eyaculacién (duracion aproximada de 200 msec). Tras la eyaculacion el
macho cae hacia atras o lateralmente y generalmente emite un chillido caracteristico (Contreras
y Beyer 1979).

Sin embargo, no todas las montas que el macho realiza culminan en eyaculacion. A partir
del nimero montas inefectivas (que no terminan en eyaculacion), se calcula la tasa de error o
“miss rate” (Jiménez y cols. 2012). No obstante, la tasa de error solamente habia sido evaluada
en animales con experiencia sexual, mientras que en el presente experimento, los machos nunca
habian tenido la oportunidad de interactuar con una hembra sexualmente receptiva (hembra
estimulo, ovx, tratada con benzoato de estradiol). Nuestros resultados indican que la latencia a
la primera monta fue similar entre machos controles y experimentales, mientras que la latencia
a la primera eyaculacion fue mayor en los animales experimentales, lo cual coincide con un
mayor porcentaje de miss rate.

Estos resultados nos indican que en general, los machos experimentales tardaron mas
tiempo en ejecutar la primera eyaculacion y tuvieron que realizar un mayor nimero de montas
para conseguir tres eyaculaciones, a pesar de que las hembras-estimulo estaban receptivas.
Algunos autores reportan en machos con experiencia sexual, que los animales audaces
consiguen con mayor frecuencia montar y eyacular ain con hembras agresivas, comparados con
animales timidos (Hudson y cols. 1990). Generalmente, los animales agresivos y de alto rango
jerarquico, tienen mas respuestas proactivas. Mientras que los animales no agresivos o reactivos,
son mas flexibles y faciles de adaptar, y responden solo cuando es necesario (Koolhaas y cols.
1999).
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8.4.Discusion general

Recientes evidencias en el conejo sugieren que la separacion madre-crias (SMC) durante
48 h en la lactancia temprana disminuye a largo plazo la reactividad del eje HHA. Los conejos
SMC, cuando adultos no responden al estimulo de la inyeccidn de solucion salina manteniendo
sus niveles de glucocorticoides post-inyeccion, similares a los niveles basales, en comparacion
con animales controles (no separados), cuya secrecion de glucocorticoides se incrementa
considerablemente a partir del minuto 30 post-inyeccidn (Brecchia y cols. 2009). En el presente
trabajo no encontramos diferencias en la respuesta del eje HHA ante el estimulo de inyeccién
de solucion salina, entre hembras controles y experimentales muestreadas en la mafiana. Sin
embargo, en las hembras muestreadas en la tarde se observé que la secrecion tanto de cortisol
como de corticosterona fue mayor en el grupo experimental que en el grupo control. No
obstante, estas diferencias en cuanto a la reactividad neuroenddcrina, no afectaron la reactividad
conductual, ya que no encontramos diferencias significativas (ambos sexos) entre animales
controles y experimentales, en los indicadores de: reflejo de enderezamiento, latencia a
aproximarse al humano, nimero de contactos establecidos, latencia a salida de la madriguera,
locomocion en campo abierto y marcaje por frotamiento del menton.

A pesar de que la secrecion de glucocorticoides es un claro indicador de la reactividad
neuroenddcrina de los animales, existen muy pocas evidencias de la asociacion entre las
respuestas conductuales y las respuestas fisioldgicas en un mismo individuo. Por ejemplo, Rodel
y cols. (2006) observaron que los animales (ambos sexos) con mas conductas exploratorias en
la prueba de campo abierto, mostraron menos cambios en la secrecion de corticosterona en
suero, en respuesta a la presencia de olor a heces de zorro. Asimismo, Kowalska y cols. (2008)
determinaron que los animales proactivos (ambos sexos) tienen una secrecion de cortisol mayor
que los animales reactivos.

Por otro lado, Szeto y cols. (2004) encontraron una correlacién significativa entre los
niveles de glucocorticoides (corticosterona y cortisol) antes y después del apareamiento, y los
comportamientos agonisticos defensivos. Interesantemente, también observaron que la
secrecion de glucocorticoides después del apareamiento, fue maxima, durante los primeros tres
dias de pruebas, sin embargo, conforme se siguié repitiendo la prueba (dias 8 y 10) los niveles

de ambos glucocorticoides disminuyeron. Estos resultados nos confirman que la repetida
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manipulacion de los animales puede habituarlos y por lo tanto disminuir la reactividad tanto
fisioldégica como conductual (Szeto y cols. 2004, Trocino y cols. 2014).

La reactividad del eje HHA, también esta condicionada por la intensidad y novedad del
estimulo estresante. Por ejemplo: Keating y cols. (2012), describen que el tatuaje en la oreja sin
ningun analgésico local, provoca un incremento en los niveles de corticosterona en suero mucho
mayor que el observado en animales que fueron tatuados con la aplicacion de analgesia local, o
con animales (sham) a los que sélo se les realizo la manipulacién necesaria para realizar el
tatuaje pero que no fueron realmente tatuados.

A pesar de que el fenotipo conductual o la personalidad de los animales, se encuentran
dentro de un gradiente entre lo audaz (proactivo) y lo timido (reactivo) (Wilson 1994, Gosling
y John 1999, Rddel y cols. 2006, Stamps y Groothuis 2010, Rédel y Monclus 2011, Vindas y
cols. 2017) son las diferencias en la reactividad del eje HHA las que se encargan de caracterizar
a los individuos, de acuerdo a la regulacion de los receptores a glucocorticoides (GR) y a
mineralocorticoides (MR). Los animales proactivos responden al estrés con una menor
reactividad del eje HHA y una gran actividad del sistema nerviosos simpatico (Koolhaas y cols.
1999, Vindas y cols. 2017).

En cerdos se ha observado que los animales que opusieron mas resistencia durante la
prueba de inmovilidad tonica (proactivos), cuando adultos (11 meses de edad), tuvieron una
concentracion circadiana de cortisol mas baja en comparacion con los cerdos que opusieron
menos resistencia (reactivos) (Geverink y cols. 2003). En gallinas, se ha visto que tanto el
enriquecimiento ambiental como la manipulacion, redujeron la latencia a iniciar actividad en un
ambiente novedoso, el tiempo que el animal permaneci6 en inmovilidad tonica y las conductas
de ansiedad (Gallup 1974, 1977, Jones y Waddington 1992). Incluso se ha observado que los
peces proactivos, muestran niveles menores de cortisol después de un evento estresante
comparado con los peces reactivos (Vindas y cols. 2017).

En ratas, los animales que fueron manipulados (separacion madre-crias retirando a toda
la camada de la caja nido, por quince minutos al dia, durante los primeros catorce dias de vida)
mostraban cuando adultos, menos conductas de ansiedad y depresion lo que refleja una
moderada reactividad del eje HAA y un bajo nivel de miedo. Ademas, estos animales tienen una

respuesta cognitiva mas eficiente (atencién y aprendizaje) y son menos agresivos en
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comparacion con animales no manipulados (Caldji y cols. 2000, Cirulli y cols. 2003, Macri y
cols. 2004, Menard y Hakvoort 2007).

Otros autores han observado que en los animales manipulados los niveles de
corticosterona regresan rapidamente a los niveles basales una vez que el estimulo estresante
finaliza. Esto podria indicar una mayor eficiencia en la retroalimentacion negativa asi como un
mayor numero de receptores a glucocorticoides (Plotsky y Meaney 1993, Anisman y cols. 1998,
Caldji y cols. 2000). En el experimento de Brecchia y cols. (2009) el incrementaron los GR en
el hipotadlamo y disminuy6 al minimo la reactividad del eje HHA, sin que esto afectara los
niveles de glucocorticoides basales, los cuales fueron similares entre animales SMC y controles.
Sin embargo, es necesario considerar el horario en el que se realizé la prueba y el horario en el
que se colectaron las muestras de sangre pues este factor podria enmascarar o amplificar los
resultados (Szeto y cols. 2004). En el presente experimento, observamos en hembras
experimentales una diferencia significativa entre las muestras tomadas en la mafiana y en la
tarde. La cantidad de cortisol y corticosterona secretada en respuesta a la inyeccion de solucion
salina fue mayor en las muestras de la tarde.

Del mismo modo Reyes-Meza y cols. (2011) no encontraron diferencias en los niveles
basales de glucocorticoides en orina (ambos sexos) entre animales centrales, periféricos e
intermedios. Trocino y cols. (2014) tampoco observaron diferencias en los niveles basales de
glucocorticoides en heces (ambos sexos) entre animales alojados en jaulas individuales o
colectivas. En peces tampoco se reportan diferencias entre animales proactivos y reactivos en
los niveles basales de glucocorticoides en plasma, ni después de la aplicacion de un estrés agudo
(Vindas y cols. 2017). En nuestro caso, observamos que las muestras basales de la mafana
fueron ligeramente menores que las basales de la tarde.

Al respecto Vindas y cols. (2017) indican que los animales reactivos se caracterizan por:
una baja expresion de GR y MR en el hipotalamo, una baja proporcién de MR/GR y una alta
actividad serotoninérgica. Aungue se sabe que la activacion de los receptores a glucocorticoides
(GR) esta asociada a la consolidacion de informacion adquirida (Lovic y Fleming 2004) la
proporcion entre GR y MR es el factor clave en la regulacion de la reactividad conductual, la
memoria y el aprendizaje (Herrero y cols. 2006 citado por Vindas y cols. 2017). En el

hipotdlamo, las diferencias en la proporcion de GR/MR puede contribuir a cambiar la
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proporcion del transcriptoma del factor liberador de corticotropina (CRF) lo que a su vez regula
la produccion de glucocorticoides. Los animales proactivos son mas robustos y posiblemente
mas capaces de aprender bajo condiciones de estrés en comparacion con los animales reactivos
(Vindas y cols. 2017).

En el caso de los animales reactivos, se han encontrado consistentemente altas
concentraciones de cortisol post-estrés (Koolhaas y cols. 2007). Por ejemplo en las ratas, la
separacion madre-crias (retirando a toda la camada de la caja nido por 60 min al dia, durante los
primeros catorce dias de vida), incrementa cuando adultos, la reactividad al estrés y la actividad
del eje HHA; ademas, se observa una disminucion en las conductas exploratorias (Anisman y
cols. 1998, Liu y cols. 1999). También se ha reportado que la separacion madre-crias durante
24 h en el DPN 12, resulta en una disminucion de los sitios de union del CRF en la
adenohipofisis, lo que posiblemente esta relacionado con el incremento en la liberacion de CRF.

Otros cambios que provoca en las ratas la separacién materna son: el incremento en la
densidad de sitios de union a CRF en la corteza frontal, la amigdala, el hipotalamo vy el
hipocampo, pero no se observan cambios en la corteza prefrontal, en el locus coeruleus ni en el
nacleo del rafe. Dicha alteracion de la densidad de los receptores a CRF podria reflejar un efecto
de sensibilizacion, aumentando asi las consecuencias de enfrentar un estresor en la vida adulta
(Anisman y cols. 1998). También se ha descrito una reduccion en el nimero de GR en el
hipotalamo e hipocampo y en el nivel basal de RNAm de CRF en el hipotdlamo y la eminencia
media, en animales que fueron separados de sus madres por periodos largos (Plotsky y Meaney
1993, Melo 2015).

En ratas la separacion madre-crias (separacion por 180-360 min diariamente, durante los
DPN 2-21), también provoca: a) un incremento en los niveles de ACTH y de glucocorticoides
en plasma en respuesta a un estrés moderado (choque eléctrico en la patita); b) un incremento
en la latencia a iniciar actividad en un ambiente novedoso; ¢) un incremento en la latencia a la
monta y la eyaculacion; d) una disminucion en el porcentaje total de eyaculaciones (Anisman y
cols. 1998, Rees y cols. 2001, Francis y cols. 2002, Plotsky y cols. 2005). En concordancia con
estos resultados, en el presente trabajo pudimos observar que la separacién madre-crias durante
48 h, tuvo efectos selectivos sobre la conducta sexual en machos. Especificamente, la latencia a

la primera eyaculacion y el porcentaje de montas que no culminaron en eyaculacién (tasa de
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error) fue mayor en machos experimentales que en machos controles. En las hembras el cociente
de lordosis fue significativamente menor en el grupo experimental, comparado con el control
aunque este efecto se elimin6 cuando se compararon sélo conejas sin relacion de parentesco.
Kowalska y cols. (2012), observaron que las conejas proactivas, se aparearon en menor
proporcion, el porcentaje que quedd gestante fue menor (80%) y después del parto tuvieron un
comportamiento materno deficiente y un mayor nimero de gazapos nacidos muertos, en
comparacion con las hembras reactivas.

En ratas la falta de estimulos maternos y sociales (falta de hermanos) observados en
animales criados de manera artificial, provoca en las hembras adultas un déficit de la conducta
materna (pasan menos tiempo lamiendo a sus crias), una reducida memoria materna y una
reduccién en la atencion, asi como un incremento en la actividad locomotora (Melo y cols.
2006). También se ha reportado en esos animales: hiperactividad y menor nivel de miedo
(prueba de laberinto elevado en cruz), déficit en el aprendizaje social, y altos niveles de agresion
(Gonzalez y cols. 2001, Lovic y Flemming 2004, Melo y cols. 2009). Fisiologicamente las ratas
criadas artificialmente, presentan un incremento en los niveles de DA basal en el ndcleo
accumbens y un escaso incremento después del contacto con sus crias, lo cual estd
estrechamente correlacionado con el déficit en la conducta materna (Alfonso y cols. 2008).
Ademas, se ha reportado una disminucién en la inmunoreactividad de c-fos en el area preoptica
medial después de la interaccion con crias (Gonzalez y Fleming 2002).

Recientemente se ha visto que los efectos negativos de la crianza artificial en ratas
(disminucion en la mielinizacion del nervio sural y una reduccion en el potencial de accion
compuesto) se pueden revertir por la estimulacion tactil o por estimulacion social (presencia de
dos hermanos durante la crianza artificial) (Gonzalez y cols. 2001, Fleming y cols. 2002, Lévy
y cols. 2003, Segura y cols. 2014, Zempoalteca y cols. 2017). Estos hallazgos evidencian la
importancia de la estimulacion entre hermanos durante el periodo posnatal temprano. Por esta
razon creemos que en los conejos, la estimulacion provista por los hermanos de camada pudo
haber amortiguado las consecuencias de la separacion madre-crias durante 48 h, razén por la
cual no se encontraron diferencias en la reactividad conductual entre animales controles y

experimentales.
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Conclusiones

9.1.Considerando a todos los animales

El horario en el que se aplicaron las pruebas conductuales, no tuvo ningun efecto sobre
la reactividad conductual (ambos sexos) en animales controles ni en experimentales

La reactividad conductual fue similar entre hembras y machos de un mismo tratamiento
en casi todos los indicadores medidos

El marcaje por frotamiento del mentén fue mayor en los machos que en las hembras pero
no fue diferente entre los grupos control y experimental de cada sexo

Las consecuencias de la separacion madre-crias durante 48 h fueron selectivos a la
conducta sexual: en las hembras experimentales disminuy0 el cociente de lordosis y en
los machos experimentales aumentaron la latencia a la primera eyaculacion y el

porcentaje de montas que no culminaron en eyaculacion (tasa de error)

9.2.Considerando animales sin parentesco

En las hembras, la separacion madre-crias, no altero la capacidad de respuesta del eje
HHA ante un estimulo doloroso

El horario en el que se aplicé la prueba de inyeccién de solucidn salina, no tuvo ningun
efecto sobre la capacidad de respuesta del eje HHA de las hembras controles.

En las hembras experimentales la cantidad de cortisol y corticosterona en plasma, en
respuesta a la inyeccion de solucion salina fue significativamente més alta en las
muestras de la tarde comparado con las muestras de la mafiana

El horario en el que se aplicaron las pruebas conductuales, no tuvo ningun efecto sobre
la reactividad conductual (ambos sexos) en animales controles ni en experimentales

La reactividad conductual al estrés fue similar entre hembras y machos de un mismo
tratamiento en casi todos los indicadores conductuales medidos

El marcaje por frotamiento del menton fue mayor en los machos controles que en las
hembras controles, pero no fue diferente entre hembras y machos experimentales

Las consecuencias de la separacion madre-crias durante 48 h fueron selectivos a la
conducta sexual de los machos experimentales aumentaron la latencia a la primera

eyaculacion y el porcentaje de montas que no culminaron en eyaculacion (tasa de error).
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10. Perspectivas

Corroborar si los estimulos que proveen los hermanos de camada fueron el factor que
amortiguo el efecto de la separacion madre-crias sobre la reactividad conductual al estrés. Para
esto seria necesario mantener a los gazapos aislados de sus hermanos durante todo el dia,
juntandolos Gnicamente en el momento del amamantamiento, realizando la separacion madre-
crias por 48 h en el periodo posnatal temprano (DPN 10) y realizando nuevamente las pruebas
que miden la reactividad conductual al estrés.

Evaluar la conducta sexual de los machos (controles y experimentales) después de un
periodo de entrenamiento y no en ausencia de experiencia sexual, como se hizo en nuestro caso.
Esto es importante dado que los efectos de la separacién madre-crias durante 48 h en el periodo
posnatal temprano fueron selectivos a la conducta sexual. Para el caso de las hembras seria
interesante evaluar, su conducta materna dado que en este sexo el Unico parametro que nosotros
vimos afectado por la separacion madre-crias fue la conducta de lordosis.

Determinar si las consecuencias fisiologicas de la separacion madre-crias se mantienen a
largo plazo. Para ello se tendria que medir el nimero de receptores a glucocorticoides y a
mineralocorticoides en el Hipotalamo y en el Hipocampo de conejos (ambos sexos) a los catorce

dias de vida, y cuando adultos (120 dias).
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12. Glosario

AA
ACTH
AVP
CAl
CIRA
CL
CRF

GABA
GR
HC
HE
HHA
IM
LA
LC
LE
LE
LM
LSM

MC
ME
MR
NC
NE
NM
NPV
OVvX

actividad anticipatoria

hormona liberadora de corticotropina
arginina-vasopresina

cuerno de amén 1 (area CAL del hipocampo)
Centro de Investigacion en Reproduccion Animal
cociente de lordosis

factor liberador de corticotropina
gestacion

acido aminobutirico y

receptor a glucocorticoides

hembra control

hembra experimental
hipotalamo-hipodfisis-adrenal
intra-muscular

latencia a la primera aproximacion
latencia al primer contacto

la latencia a la primera eyaculacion
latencia a enderezarse

la latencia a la primera monta
latencia a salida de la madriguera
marcaje por frotamiento del mentén
macho control

macho experimental

“miss rate” (la tasa de error)

namero de contactos

numero de eyaculaciones

ndmero de montas

nucleo paraventricular

ovariectomizada
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RM
RNAmM
SMC
TC
TCA
TE

recorrido (numero de lineas cruzadas)
receptor a mineralocorticoides

acido ribonucleico mensajero
separacion madre-crias por 48 h
tiempo caminando

tiempo total en campo abierto

tiempo explorando
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