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Bases neurales del comportamiento parental o infanticida en ratones. Laboratorio de Neurociencias Comportamental Y Molecular - Departamento de Fisiología - Facultad de Medicina UdelaR.



Pasante: Prof.:Daniel Da Rosa



Investigadores: Dr.: Daniel Olazábal y Lic.: Marcela Alsina.



INTRODUCCIÓN El programa “Acortando Distancias” (ANII/ANEP) otorga a docentes de secundaria realizar una pasantía vinculada al estudio de las áreas cerebrales implicadas en el comportamiento parenta o infanticida expresado por ratones de laboratorio (C57BL/6) hembras y machos. Se expusieron 26 hembras y 13 machos inexperimentados a 2 crías. Se registró su comportamiento y se asigno a los siguientes grupos: a) completamente parental, parcialmente parental, no parental, infanticida, expuesto a objeto novedoso y control (no expuesto a crías). Los animales fueron sacrificados y los cerebros analizados por immunohistoquímica para la expresión de la proteina c-Fos (marcador de actividad neuronal) en el núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN) y el núcleo lateral de bulbo olfactorio (AOL). Los resultados mostraron un aumento de neuronas c-Fos en el AOL de machos expuestos a un canasto en comparación a los infanticidas. No hubieron diferenciasen el número de neuronas que expresan c-Fos en el PVN. Concluimos que el comportamiento maternal no está asociado a la expresión de c-Fos en estas áreas cerebrales. Sin embargo, el mayor reclutamiento del AOL frente al estímulo canasto, sugiere que esta área se activó más con olores asociados a un estímulo novedoso y no a la crías.



Objetivos



BULBO OLFATORIO HIPOTÁLAMO Figura 1: Dibujo esquemático de de encéfalo de ratón donde se indican el Hipotálamo y Bulbo olfatorio.



Experimento y Metodología Para llevar a cabo la investigación se utilizaron 39 ratones inexperimentados de los cuales 26 eran hembras ciclantes adultas y 13 eran machos adultos. Todos fueron expuestos a dos crías una única vez durante 15 minutos. Se registraron los comportamientos dirigidos hacia las crías. También se tomó en cuenta un grupo control no expuestos a crías y machos expuestos a un objeto novedoso (canasto, ctrl) por 15 minutos. Los animales se agruparon en los siguientes grupos:



Determinar si los núcleos lateral del bulbo olfatorio y paraventricular del hipotálamo muestran expresión de la proteína FOS durante el despliegue 1) Hembra control (♀ ctrol) 2) Hembra parental completa (♀ PC) de comportamiento parental, infanticida o de desinterés manifestado por 3) Hembra parental parcial (♀ PP) 4) Hembra no parental (♀ NP) hembras y machos adultos inexperimentados del ratón de laboratorio 5) Macho control ( ♂ctrl) 6) Macho infanticida ( ♂INF) (C57BBL/6) Posteriormente los ratones fueron anestesiados con un Resultados de la cuantificación exceso de Ketamina/Xilacina y asignados a cada uno de los grupos de acuerdo al comportamiento parental desplegado. Posteriormente los animales fueron perfundidos, se le extrajo a CUANTIFICACIÓN DEL NÚCLEO AOL y PVN en HEMBRAS. cada uno el cerebro, el cual fue sometido a tratamiento con El número de neuronas c-fos en el núcleo AOL del bulbo olfatorio no mostró paraformaldehido, sacarosa y PBS para luego ser seccionado en diferencias en los distintos grupos de hembras. Lo mismo puede apreciarse muchos rebanadas que se almacenaron en una solución para la expresión de c-fos en el núcleo PVN del hipotálamo. crioprotectora a -20 °C hasta su posterior procesamiento para la detección inmunohistoquímica de c-fos. 35 35 30 25 20 15 10 5 0
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Neuronas que expresan FOS en el nùcleo AOL del Bulbo olfatorio.
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Neuronas que expresan FOS en el núcleo PVN del Hipotálamo.



CUANTIFICACIÓN DEL NÚCLEO AOL y PVN en MACHOS. Los datos no mostraron diferencias en el número de neuronas que expresan c- fos en el núcleo PVN del Hipotálamo. La expresión de c-fos en AOL del bulbo olfatorio resultó mayor en machos expuestos a un objeto novedoso (ctrl) con respecto a aquellos machos infanticidas (Inf). 35 30 25 20 15 10 5 0
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Neuronas que expresan FOS en el núcleo AOL del Bulbo olfatorio. * = P
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Para la la detección inmunohistoquímica se realizó previamente el bloqueo de peroxidasa endógena. Luego de someter las rebanadas a la técnica estos fueron montados en portaobjetos, se secaron al aire, se deshidrataron y se cubrieron con cubreobjetos. Las secciones cerebrales tratadas fueron analizadas microscópicamente para la cuantificación utilizando Image J. Las áreas de interés fueron el núcleo paraventricular del hipotálamo y el núcleo lateral del bulbo olfatorio. De ambas áreas se tomaron varias microfotografías que posteriormente fueron cuantificadas para aquellas neuronas que expresan c-fos en dichas áreas. Los resultados del software fueron verificados
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Neuronas que expresan FOS en el núcleo PVN del hipotálamo.



Macho Infanticida



De los datos analizados se puede concluir que el comportamiento parental e infanticida no implica una expresión especial de c-fos en el núcleo AOL y PVN ya que para los distintos grupos expuestos a crías estas áreas cerebrales expresaron niveles semejantes de c-fos. Por otro lado llama la atención la expresión de c-fos acentuada en machos sometidos a un objeto novedoso (ctrl). Quizás el canasto utilizado repetidamente en los distintos test adquirió un olor particular que genera esa mayor respuesta en el núcleo AOL.



Lecciones aprendidas y agradecimientos.



Macho Control



Comparación de núcleo AOL en macho control con respecto a macho infanticida.



Esta pasantía ha permitido incorporar aprendizaje por medio de la experiencia. Dicha instancia contribuye a enriquecer las prácticas educativas del docente así como también otorga la oportunidad de un acercamiento a investigaciones llevadas a cabo en el Uruguay. Se agradece al Dr. Daniel Olazábal y la Lic. Marcela Alsina por el tiempo y dedicación prestado.
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