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RESUMEN

Existen ratas macho que no muestran conducta sexual (Anderson, 1936, Beach,
1942). La causa de esta caracteristica se desconoce. Sin embargo, se sabe que no se debe a
alteraciones peneanas, de umbral a la estimulacion sexual (Stefanick y Davidson, 1987) ni a
bajos niveles de la hormona testosterona (T) (Beach y Levinson, 1950; Whalen cols., 1961).
Una posibilidad es que estos animales (machos no copuladores; NC) presenten deficiencias
en el procesamiento olfativo de las claves quimiosensoriales sexualmente relevantes
(feromonas). Esta hipotesis se evalio empleando pruebas de preferencia olfatoria y sexual
y cuantificando la actividad neuronal de las areas involucradas en el procesamiento
feromonal. En las pruebas de preferencia olfatoria se cuantifico si los machos NC prefieren
el olor de una hembra sexualmente receptiva (estro) sobre el olor de una hembra no
receptiva (anestro). En las pruebas de preferencia sexual, se valoré si los NC prefieren
interactuar con hembras sexualmente receptivas o con machos expertos.

En las pruebas de preferencia olfatoria encontramos que tanto los animales capaces
de presentar la conducta sexual, machos copuladores (C), ya sea intactos,
gonadectomizados y gonadectomizados tratados con propionato de testosterona {PT) como
los machos NC gonadectomizados y gonadectomizados tratados con PT prefieren el olor de
las hembras sexualmente receptivas sobre el olor de las hembras no receptivas. Sin embargo,
esta preferencia por el olor de las hembras sexualmente receptivas en los machos NC es
menor que en los animales C, lo que sugiere posibles diferencias en la deteccion y/o
procesamiento de olores sexualmente relevantes. Estas diferencias pueden ser muy
importantes y reflejarse en la capacidad de los machos para ejecutar la conducta sexual. En
las pruebas de preferencia sexual encontramos que mientras los machos C prefieren
interactuar con las hembras receptivas, los ammales NC solo muestran esta preferencia
después de un tratamiento con PT. Lo anterior indica que las deficiencias en tos NC pueden
deberse también a que no muestran una preferencia por las hembras sexualmente receptivas
y al no tener esta preferencia no desarrollan la conducta sexual.

Las areas neuronales involucradas en el procesamiento feromonal constituyen el

sistema de proyeccion vomeronasal (SPVN). En el SPVN se encuentra el area predptica




media (APM). Esta es una estructura muy importante en el control neuronal de la conducta
sexual masculina. Nuestro grupo de trabajo demostrd que la estimulacion eléctrica (kindling)
del APM de machos NC induce la conducta sexual (Paredes y col., 1990). Los mecanismos
de activacion de la conducta sexual inducidos por el kindling se desconocen hasta el
momento. Un mecanismo propuesto es la modificacion del umbral de la activacion
neuronal. Por lo anterior resulta interesante cuantificar mediante la técnica
inmunohistoquimica de Fos la actividad neuronal del SPVN durante el procesamiento de las
claves feromonales, comparar si es similar entre machos NC y C. Desgraciadamente no
contamos con un numero suficiente de machos NC. Por lo tanto, se usé un modelo
alternativo que es la rata hembra ovariectomizada. Usando este modelo, evaluamos si el
kindling en el APM o la amigdala (AMG) puede inducir la expresion de conducta sexual
masculina al igual que en los machos NC o facilitarla mediante un tratamiento conjunto con
PT. Nuestros resultados demuestran que el kindling en el APM o AMG de ratas
ovariectomizadas no facilita la expresion de la conducta sexual masculina, pero si se obtiene
una facilitacion en el patron de monta cuando las ratas son tratadas adicionalmente con PT a
una dosis baja de 2.5mg/kg vy en el patron de intromision con la dosis de 5 mg/kg. Al igual
que en los experimentos con machos NC, los efectos facilitatorios del kindling son
especificos del area neuronal estimulada ya que se obtuvo una mayor facilitacion en el grupo
con kindling en el APM en comparacion con el grupo con kindling en la AMG. Asi mismo,
encontramos que el kindling tanto en NC como en hembras ovanectomizadas facilita
primordialmente los patrones de monta, los cuales se han considerado como aspectos
motivacionales. Por lo tanto, consideramos que el modelo de la rata hembra
ovariectomizada es util en el estudio de los cambios que induce el kindling para que una
conducta tan compleja como la sexual se pueda presentar. En el presente trabajo
observamos que el kindling en el APM o en la AMG no modifica la actividad neuronal del

SPVN.
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INTRODUCCION

La expresion de la conducta sexual resulta de la interaccion de factores
fisioldgicos, morfologicos, psicologicos, hormonales y neuronales. Cada uno de ellos ejerce
un papel importante en el control de esta conducta; si alguno de ellos es alterado se puede
generar una facilitacion, déficit o impedimento de la conducta sexual tanto masculina como
femenina.

Existen ratas macho las cuales no son capaces de presentar la conducta sexual
(machos no copuladores, NC), estos animales resultan de sumo interés ya que representan
un modelo natural para el estudio de los factores determinantes en el control de la
conducta sexual masculina. Se han realizado pocos estudios en estos animales en lo
referente a los mecanismos fisiologicos y endocrinos de la conducta sexual. Lo reportado en
la literatura indica que las ratas NC no tienen deficiencias en sus mecanismos de ereccion
peneana (Stefanick y Davidson, 1987) y aparentemente sus niveles hormonales de
testosterona (T) son similares a los de los machos capaces de ejecutar la conducta sexual
masculina (C) (Beach, 1942). Ya que al parecer la causa del déficit conductual del los
machos NC no se debe a alteraciones fisiologicas m hormonales, una posibilidad es que el
sustrato neuronal involucrado en el control de la conducta sexual esté alterado. La
estructura neuronal mas importante en el control de la conducta sexual masculina es el area
preoptica media (APM). Lesiones bilaterales del APM eliminan por completo la conducta
sexual en la rata macho y otras especies de amimales (revision en Meisel y Sachs, 1994). Las
ratas macho lesionadas en el APM no tienen deficiencias en sus mecanismos de eyaculacion
o ereccidon (Heimer y Larson, 1966/1967; Lisk, 1968; Stefanick y Davidson, 1987), sus
niveles plasmaticos de T permanecen sin cambios y alin mas tratamientos con T no inducen
la conducta sexual en estos amimales (Stefanick y Dawvidson, 1987). Por otro lado, la
estimulacion eléctrica del APM en ratas machos facilita la expresion de la conducta sexual
masculina, generando una reduccion en el nomero de montas e intromisiones precedentes a
la evaculacion, asi como también una disminucion en la latencia de eyaculacion y el intervalo
posteyaculatorio. Estos efectos facilitatorios se observan durante la estimulacion eléctrica,
por lo que se le ha denominado copulacién asociada a la estimulacion (Malsbury, 1971;

Merari y Ginton, 1975). Otro tipo de estimulacion eléctrica y que induce cambios




permanentes en el funcionamiento cerebral es el encendimiento eléctrico ( kindling). El
kindling consiste en la administracion repetida de estimulos eléctricos subconvulsivos en
ciertas estructuras cerebrales que dan como resultado una intensificacion progresiva de la
actividad focal culminando con crisis generalizadas (Goddard y col,, 1969, McNamara,
1986 Racine, 1972). En nuestro grupo de investigacion, se demostro que el kindling en el
APM induce la conducta sexual en ratas macho previamente no copuladoras (Paredes y col .
1990). Puesto que la conducta de los animales NC es similar a la observada en los machos
con lestones en €l APM vy el kindling en ¢l APM de machos NC induce la conducta sexual
masculina, podria suponerse que las ratas NC tienen una lesion funcional en el APM.  El
APM ademas forma parte del sistema de proyecciéon vomeronasal (SPVN) este sistema esta
involucrado en el procesamiento de claves quimiosensoriales sexualmente relevantes, por lo
que participa en el control de la conducta sexual masculina y femenina (Commins y Yahr,
1984; Emery y Sachs, 1976) y en otras conductas como la materna (Fleming y col., 1979).
Ya que los machos NC probablemente tienen una lesién funcional en el APM y esta area
forma parte del SPVN, es posible que estos animales sean deficientes en la deteccion y/o
interpretacion de las sefiales quimiosensoriales sexualmente relevantes provementes de una
hembra receptiva y al no ser capaces de detectarlas no puedan ejecutar la conducta sexual.
Para probar esta hipotesis se realizaron pruebas de preferencia olfatoria y sexual. En las de
preferencia olfatoria se evalia si las ratas son capaces de detectar y preferir el olor de una
hembra sexualmente receptiva de una no receptiva, mientras que en las pruebas de
preferencia sexual se valora si los animales prefieren interactuar con una hembra
sexualmente receptiva o con un macho sexualmente experto.

Otros aspectos que nos interesan son los mecanismos mediante los cuales el kindling
en el APM de machos NC induce la conducta sexual masculina. Una posibilidad es que el
kindling genere cambios en la actividad neuronal, en la region estimulada y en las areas con
tas que establece conexiones sinapticas. Ya que ¢l APM forma parte del SPVN es posible
que el kindling modifique la actividad neuronal de este sistema durante el procesamiento de
las claves quimiosensonales sexualmente relevantes que permiten a los machos detectar y
preferir a las hembras sexualmente receptivas. Para evaluar esta posibilidad los animales con

kindling en el APM se ponen a oler aserrin expuesto a secreciones vaginales de hembras en




estro o aserrin limpio y se cuantifica la actividad neuronal del SPVN durante el
procesamiento de dichos olores. Para detectar cambios en la activacion del SPVN ante
claves quimiosensoriales sexualmente relevantes se cuantifica la activacion de la proteina
del gen de respuesta temprana, c-fos. La proteina Fos se ha utilizado como un marcador de
actividad neuronal que ocurre en respuesta a una gran variedad de estimulos homeostaticos
o sensoriales. Por ejemplo se han descrito incrementos altamente significativos en la
inmunoreactividad de la proteina Fos (IR-FOS) en neuronas de la AMG, el nucleo de la
cama de la estria terminal (NCST), el APM vy el tegmento dorsolateral (TDL) de ratas
macho con intromisiones con o sin eyaculaciéon (Baum y Everitt, 1992). En nuestro grupo
de trabajo se ha utilizado la induccion de la proteina Fos como un método para evaluar la
respuesta del SPVN, en ratas macho y hembra a varios tipos de estimulos sexualmente
retevantes (Reviston en Paredes y Baum, 1997).

Los estudios aqui propuestos nos permitiran evaluar si los machos NC son capaces
de detectar y preferir a las hembras sexualmente receptivas (experimentos conductuales) y
nos daran un primer acercamiento para tratar de explicar los cambios en la conducta sexual
producidos por el kindling (experimentos de la cuantificacién de Fos en el SPVN). En
conjunto estos trabajos contribuyen al estudio del papel que desempefian diferentes
estructuras cerebrales y circuitos neuronales involucrados en el control y regulacion de la

conducta sexual.
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CAPITULO 1. CONDUCTA SEXUAL DE LA RATA

1.1. - DESCRIPCION DE LA CONDUCTA SEXUAL HOMOTIPICA

La conducta sexual de machos y hembras de cualquier especie es sexualmente
dimorfica. Esto es que ciertas conductas estan asociadas con un sexo y no con el otro
(conductas copulatoﬁas tipicas). Cuando un animal despliega las conductas sexuales tipicas
de su sexo se dice que su conducta es homotipica, mientras que la conducta sexual
heterotipica se refiere a la realizacidon de conductas tipicas del sexo contrario
(Thornton, 1986). A nivel conductual, la expresion de la conducta sexual homotipica en los
mamiferos tiene dos componentes: un componente precopulatorio o motivacional que lleva
al sujeto a la busqueda y al inicio de la interaccion con la pareja sexual y un componente
consumatorio o de ejecucion el cual le permite llevar a cabo dicha interaccion. Sobre estos
dos componentes acthia un mecanismo modulador que puede inhibir la expresion de la
conducta sexual en condiciones inapropiadas como aquellas que puedan poner en peligro a
la pareja, como es la presencia de depredadores.

Las conductas sexuales precopulatorias pueden durar desde unos cuantos segundos
hasta minutos u horas dependiendo de la especie y de la experiencia sexual previa. En las
ratas estas conductas consisten basicamente en olfateo de 1la region perineal, exploracion
genital y aseo del compafiero (Hlindk, 1986; Hlindk y col., 1987. Figura 1). Durante este
periodo la hembra ademas despliega conductas de atraccién como son el brincoteo,
desplazamiento en zig-zag y movimientos repetidos de las orejas, para llamar la atencion del
macho. Durante este periodo los roedores tanto machos como hembras pueden emitir
vocalizaciones ultrasénicas (Floody y Pfaff, 1967; Floody y col, 1977; Geyer y col., 1978;
Mclntosh y Barfield, 1980; Nyvy, 1983; Pomerantz y Clemens, 1981, Whitney y col.. 1973).
Dichos sonidos tienden a aumentar la excitacién de la pareja y la propia excitacion del
animal emisor. Se ha observado que si1 la estimulacion producida por el compaﬁéro durante
la conducta precopulatoria no es la adecuada es muy probable que la copulacion no se lleve
a cabo (Sachs y Meisel, 1988). Por ejemplo se ha demostrado que los tratamientos

farmacologicos que reducen la conducta precopulatoria, inhiben la conducta sexual (Paredes




y Agmo, 1989). Asi mismo los trabajos de Hlinak y colaboradores (1986 y 1987)
demuestran que la transicién de la fase precopulatoria a la copulatoria es un aspecto
importante no solo de la potencia sexual temporal del macho sino también de su potencia
sexual permanente; esta transicion parece ser el momento clave en la interaccion sexual.

La conducta copulatoria de la rata macho consiste en tres patrones conductuales

altamente estereotipados (Figura 1), estos son :

a) Montas.- En la monta el macho se posa sobre la parte posterior de la hembra y
realiza una serie de movimientos pélvicos, no se presenta insercion peneana y su
patron de desmonta no es estereotipado. En ocasiones esta conducta puede ir
seguida por acicalamiento genital.

b) Intromision.- La intromision ocurre cuando durante una monta el pene se inserta
en la vagina de la hembra. Ademas de exhibir inicialmente los movimientos
propios de la monta, la desmonta difiere por tratarse de un movimiento pélvico
intenso seguido por una brusca retirada, después de la cual el macho puede
lamerse el pene.

c¢) Eyaculacion.- Se presenta después de un cierto numero de intromisiones y se
caracterizan por ser montas que terrminan en movimientos repetidos de los
miembros anteriores. La penetracion es de una duracion mds larga y la desmonta
del macho es muy lenta. La eyaculacion es una fuerte expulsion de liquido seminal
y espermatozoides desde el cuerpo del macho. La expulsion del esperma
generalmente se acompafia por contracciones espasmodicas de la musculatura
esquelética principalmente de los miembros anteriores y posteriores, asi como de
los musculos estnados de la region perineal, que incluyen al isquiocavernoso,
bulbo esponjoso y esfinter anal. Después de la eyaculacion el patron de desmonta

no es estereotipado y por lo general es seguido de acicalamiento genital.
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Los patrones de monta se han relacionado principalmente  con aspectos
motivacionales, ya que los machos aumentan este patron cuando su pene es anestesiado o
cuando la vagina de la hembra es obstruida (Gray y col., 1976; Hardy y Debold, 1971)
disminuyendo los patrones de intromisién y eyaculacion, que se han constderado aspectos
mas relacionados con la ejecucion de la conducta sexual.

Durante la conducta copulatoria el macho puede o no mostrar montas y el numero
de intromisiones antes de eyacular puede variar entre 8 y 15. Se considera que un macho
experto puede eyacular después de 5 a 10 minutos de estar en contacto con una hembra
sexualmente receptiva. Al conjunto de patrones sexuales que presenta un macho desde que
entra en contacto con la hembra estimulo hasta que eyacula se le denomina serie copulatoria.
Después de terminar una serie copulatoria se presenta un intervalo de 4 a 5 minutos en el
que el macho no responde a una nueva estimulacion sexual, a este periodo se le ha
denominado intervalo posteyaculatorio {Larson, 1956). Beach y Holtz-Tucker sugirieron en
1949 que el intervalo posteyaculatorio comprende dos fases: una fase larga en la que el
periodo refractario es absoluto, abarca el primer 75% de la duracion del intervalo
posteyaculatorio, no hay actividad sexual y se acompaiia de vocalizaciones ultrasonicas a
22kHZ (Barfield y col,, 1975). La segunda fase es mas corta siendo esta el periodo
refractario relativo, en esta es posible que se presenten montas si la estimulacion que ofrece
la hembra al macho es la adecuada (Beach y Hultz-Tucker, 1949).

Conforme se incrementan el numero de series copulatorias se observan cambios en
los diferentes patrones conductuales. Por ejemplo, durante la segunda y tercera serie
copulatoria el promedio de intromisiones para poder eyacular tiende a disminuir y
posteriormente comienza a aumentar gradualmente. El mismo patron se puede observar en
la monta. Las latencias de monta e intromision (tiempo transcurrido desde que el macho
entra en contacto con la hembra sexualmente receptiva, hasta la primera monta o intromision
respectivamente) suelen ser largas en la primera serie copulatorta, luego disminuyen y a
partir de la cuarta eyaculacién van incrementando. El intervalo posteyaculatorio, el cual
inicialmente tiene una duracion de 4 a 5 minutos, se va alargando en 1 ¢ 2 minutos, lo cual

puede reflejar cansancio del macho. Se considera que un macho experto puede alcanzar de 8




a 12 eyaculaciones antes de quedar sexualmente exhausto (Hard y Larson, 1968. Larson,
1979).

Para que la copula se pueda llevar a cabo es necesario, como ya se menciono
anteriormente, que la hembra se encuentre sexualmente receptiva. La receptividad se
manifiesta de distintas formas segun la especie, pero en todos los casos implica la adopcion
de una postura que facilita la insercion y permanencia del pene dentro de la vagina y, por lo
tanto, la eyaculacion dentro de ella (Morali y Beyer, 1979). En las ratas se presenta la
llamada respuesta de lordosis (Figura 4, pag 51) la cual consiste en arquear el lomo de forma
que la cabeza y el peritoneo se encuentren elevados y la cola desviada hacia un lado (Beach,
1976; Clemens y Christensen, 1975; Morali y Beyer, 1979).

La conducta sexual puede ser ¢jecutada por la mayoria de los individuos de todas las
especies de mamiferos, sin embargo algunos sujetos no tienen la capacidad de presentarla.
Existen ratas macho aparentemente normales que no muestran la conducta sexual a pesar de
ser estimulados en repetidas ocasiones con hembras sexualmente receptivas (Anderson,
1936, Beach, 1942). Estas ratas consideradas no copuladoras (NC), no muestran
alteraciones en los niveles plasmaticos de testosterona (T), aun mas, tratamientos cronicos
con propionato de testosterona (PT) no inducen la conducta sexual en estos animales
(Beach y Levinson 1950, Whalen y col., 1961). Los mecanismos involucrados en la ereccion
y eyaculacion tampoco estan alterados (Stefanick y Davidson, 1987). Lo anterior sugiere
que este déficit en los NC no se debe a alteraciones en los mecanismos que controlan al
pene ni a alteraciones en la T.

En el control hormonal de la conducta sexual también estan involucradas la
androstenediona, la dihidrotestosterona (DHT), y el estradiol (E), por lo tanto otras
hormonas podrian estar implicadas en las deficiencias conductuales de los NC. Otra
posibilidad es que estos animales tengan alteraciones en el procesamiento de claves
quimiosensonales sexualmente relevantes. Asi se han descrito sistemas neuronales (SPVN)
involucrados en el procesamiento neuronal de las feromonas (sefiales quimicas liberadas al
medio ambiente por un individuo y que son capaces de modificar la fisiologia o el
comportamiento de otros miembros de la misma especie). En los roedores el olfato es muy

nmportante para detectar una pareja sexual. Por consiguiente, st los NC tuvieran deficiencias




en el procesamiento olfativo, esa podria ser una causa por la cual permanezcan sexualmente '
inactivos. Los componentes hormonales y neuronales de la conducta sexual estan en
estrecha relacion ya que las hormonas actiian principalmente a nivel neuronal para controlar
la conducta sexual y el sustrato neuronal puede permitir o no la liberacion de las hormonas.
Por lo anterior, en los siguientes capitulos describiremos la importancia de las hormonas en
el control de la conducta sexual homotipica como heterotipica asi como la importancia del

sustrato neuronal involucrado con el procesamiento de las senales olfativas.

12, - HORMONAS Y CONDUCTA SEXUAL HOMOTIPICA

Al final de la década de los afios 50 y durante la de los 60, se establecio la
importancia de los esteroides gonadales durante la vida perinatal para que las conductas
reproductoras se presenten en la edad adulta. Los esteroides sexuales actuan
fundamentalmente de dos formas: La primera es organizacional, esto es, organizan en un
periodo temprano del desarrollo las vias neuronales involucradas en las conductas
reproductoras, siendo sus efectos irreversibles. La segunda forma de accion es de tipo
activadora, esto es, cuando el organismo es adulto estas hormonas activan las vias
neuronales ya organizadas para que se lleven a cabo las conductas que dichas vias controlan
(Phoeniex y col., 1959). El efecto activador es facilitador o permisivo ya que los esteroides
gonadales incrementan la probabilidad de que las conductas reproductivas ocurran ante el
estimulo apropiado (McEwen y col., 1970). La funcién activadora puede ser reversible, ya
que la gonadectomia en ambos sexos genera una disminucion de la conducta sexual, la cual
se puede recuperar administrando las hormonas adecuadas (Thorton, 1986).

El papel organizacional de los esteroides gonadales durante la  diferenciacion
cerebral se lieva a cabo durante un periodo restringido del desarrollo (McCarthey, 1994).
En las ratas este periodo abarca aproximadamente desde el dia 14 prenatal al dia 10
postnatal (Baum, 1979). El papel organizacional depende del esteroide gonadal T. Si
durante el periodo critico el cerebro es expuesto a grandes cantidades de T hiberadas en la
circulacion, se masculiniza y el animal en la vida adulta es capaz de presentar conductas

sexuales masculinas. Si al contrario, no es expuesto a T el animal cuando adulto puede
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presentar conductas tipicas femeninas. Podria suponerse entonces que el cerebro es
potencialmente femenino y la presencia de T en el periodo critico conlleva a que el cerebro
se masculinice.

Se ha propuesto que esta diferenciacion sexual del cerebro se da por la
aromatizacion de la T a E (Baum, 1979; MacLusky y Naftolin, 1981; MacLusky y col,
1985; McEwen y col., 1977). Esta idea ha generado la hipdtesis de aromatizacion que
propone que la T, al ser secretada por los testiculos y transformada a E por la enzima
aromatasa, durante la vida fetal y al nacimiento, actia para masculinizar y defeminizar el
cerebro en desarrollo. En varios estudio se demostréd c']ue los androgenos aromatizables
como A’ -androstenediona, imitan los efectos de la masculinizacion en el SNC de ratas
hembras tratadas prenatalmente (Edwards y col., 1990; Luttge y Whalen, 1970; McDonald
y Doughty, 1974). Cuando se administra neonatalmente un inhibidor de la aromatasa
(enzima responsable de la aromatizacion) como la 1,4,6-androstratriene-3,17-dione (ATD)
en ratas macho, se incrementa la capacidad de los machos para ejecutar conductas sexuales
femeninas (Davis y col., 1979; McEwen y col., 1977, Vreeburg y col,, 1977, Brand y col,
1991). Ademas, las ratas macho tratadas neonatalmente con ATD presentan una secrecion
ciclica de gonadotropinas, muestran una baja preferencia por una hembra en estro en
comparacion con los machos controles y su conducta de eyaculacion se muestra alterada
(Brand y col, 1991; Vreeburg y col, 1983).

La actividad de la aromatasa se ha detectado en las principales areas neuronales
involucradas en el control de la conducta sexual como son: el area predptica periventricular
(APV), el APM, el nicleo de la cama de la estria terminal (NCST), el nacleo ventromedial
del hipotalamo (NVH) vy la amigdala corticomedial {AMGcm) (Roselli y col.,, 1985). Los
niveles de actividad de la enzima difieren en ambos sexos (Tobet y col . 1985; Tsuruo y col.,
1994) se encuentran mas elevados en los machos durante estadios pre y post natal {estadios
que como se describe mas adelante, se caracterizan por los altos niveles de T en machos).
En conjunto estos estudios demuestran que la conversidn por medio de la enzima
aromatasa de la T a E es de suma importancia en la diferenciacion sexual cerebral y que
esta diferenciacion hace posible que las conductas sexuales tipicas de cada sexo se puedan

presentar normalmente en la edad adulta.




Durante el desarrollo, la T en la rata aparece prenatalmente en los dias 18 y 19
{Baum y col., 1991; Weisz y Ward, 1980). En el periodo posnatal en ios machos hay un
incremento en los niveles de T durante las dos primeras horas de vida, dicho aumento
declina a las 6 horas (Baum y col., 1988; Corbier y col., 1978; Slob y col, 1981). Después
del nacimiento y hasta el dia 10 de vida los niveles de T permanecen mas altos en los
machos que en las hembras (Selmanoff y col, 1977, Olster y Blaustein, 1988),
posteriormente disminuyen y permanecen igual de bajos en ambos sexos hasta la pubertad,
cuando nuevamente encontramos mayores niveles de T en machos que en hembras.

La funcion activadora de los esteroides gonadales se inicia en la pubertad. En los
machos se requiere T y sus metabolitos para que se active la maduracion de los
espermatozoides y expresion de la conducta sexual masculina, mientras que en las hembras
se necesita un incremento en la liberacion ciclica de gonadotropinas, para inducir la

ovulacion y la secrecion de E y P para activar la conducta sexual femenina.
MACHOS

La expresion de la conducta sexual masculina en los mamiferos es controlada por la
accion de los esteroides gonadales testiculares, de modo que se modifica al variar los niveles
circulantes de las hormonas. Asi la gonadectomia genera una reduccion dramatica de la
conducta sexual tanto en su componente motivacional como consumatorio. El resultado
global de la gonadectomia es una disminuciéon de la respuesta sexual. En general la
secuencia de disminucion de la conducta sexual es primeramente una pérdida en la
capacidad para eyacular, seguida de una reduccidn en el nimero de montas con intromision,
hasta que el animal ya no es capaz de montar a una hembra sexualmente receptiva (Michael
y Willson, 1974, Davidson, 1966).

Los efectos de la gonadectomia sobre la conducta sexual pueden ser revertidos por
el tratamiento con T, las montas son las primeras en ser restablecidas, seguidas por la
intromisién y finalmente la eyaculacién.  La gonadectomia no solo disminuye la conducta
del coito, también afecta los aspectos motivacionales de la conducta sexual. En

experimentos donde se tiene libre acceso a un macho sexualmente activo © a una hembra




sexualmente receptiva (pruebas de preferencia sexual), una rata macho intacta pasa
significativamente mas tiempo con una hembra en estro. En cambio, después de la
gonadectomia esta preferencia declina rapidamente, pero puede ser restaurada con el
tratamiento de T (Hetta y Meyerson, 1978).

Se han realizado una gran variedad de estudios para determinar st ta T u otros
esteroides generados por su metabolismo, estan involucrados en la activacion de la
conducta copulatoria después de la gonadectomia. La T se puede biotransformar a traves
de dos vias metabdlicas: la Sa-reduccion y la aromatizacion. La Sa-reduccion genera a la
Sa-dihidrotestosterona (DHT), que se considera el metabolito activo de la T en la mayor
parte de los tejidos periféricos sensibles a androgenos. Asi se ha demostrado que la
diferenciacion de los genitales externos en el macho depende de la DHT, en el tejido genital
no diferenciado. La conversion de T a DHT se lleva a cabo durante todas las fases del
desarrollo y en practicamente todas las estructuras cerebrales de una gran variedad de
especies de vertebrados (revision en Celotti y col., 1992). En estudios realizados para
comparar los efectos de la DHT en ratas macho castradas se observo que ésta no es capaz
de estimular la conducta sexual, e induce solo una ligera preferencia por la hembra (Vega y
Larsson, 1994).

El estradiol (metabolizado a partir de la T) tiene la capacidad de restablecer la
conducta copulatoria en ratas macho gonadectomizadas, induce la expresion de patrones de
monta e intromisidon y un numero reducido de patrones de eyaculacion. Por lo tanto se ha
sugerido que los estrogenos estimulan principalmente la motivacion mas que la ejecucion
copulatoria (Davidson, 1969; Jhonson y Tiefer, 1974; Meisel y col., 1984). Sin embargo, el
tratamiento con E en machos gonadectomizados no es capaz de inducir una preferencia de
orientacion hacia la hembra sexualmente receptiva (Vega y Larsson, 1994). El tratamiento
combinado de E y DHT restaura la conducta sexual al mismo nivel que en las ratas macho
gonadalmente intactas (Feder y col., 1974) o tratadas con T (Baum y Vreeburg, 1973).

En general se piensa que el E afecta al sistema nervioso central (SNC) para
promover la conducta sexual, mientras que la DHT es importante para restablecer la
sensibilidad tactil del pene en los niveles de precastracion (Meisel y Sachs, 1994). La DHT

también actua en el SNC, Lodder y Baum (1977) reportaron que la DHT estimula la




conducta de monta en ratas macho castradas por un largo periodo y tratadas con benzoato
de estradiol después de la transeccion bilateral del nervio pudendo. Lo que sugiere que la
DHT y €l E actuan sinérgicamente en el cerebro de la rata para activar la conducta de

monta.
HEMBRAS

Las hembras de casi todas las especies de mamiferos presentan periodos de actividad
“sexual (estro) que se alternan con periodos de quietud sexual (diestro). Estas variaciones

del comportamiento son ciclicas y se dan a partir de cambios en la funcién ovérica (Adler y
Allen, 1983; Morali y Beyer, 1979). La rata hembra presenta un ciclo estral de 4 dias
aproximadamente. Durante los primeros dos dias del ciclo, periodo que recibe el nombre de
diestro, no hay grandes vanaciones hormonales, pero el E empieza a incrementarse (Figura
2). Al tercer dia, es decir por la maniana del proestro, el E llega a su pico maximo, lo que
propicia que la eminencia media libere la hormona liberadora de gonadotropinas (GNRH).
Esta hormona llega por via sanguinea hasta la pituitaria. Subsecuentemente, la pituitaria
comienza a incrementar la secrecion de hormona luteinizante (HL) que genera un
incremento en la progesterona (P). En la noche de proestro, la P llega a su maxima
elevacion. Cuando la concentracion de E en el plasma sanguineo empieza a descender y la P
ha alcanzado su nivel maximo, ¢l ciclo ha llegado a la fase del estro conductual, lo cual
coincide con la ovulacion (Adler y Allen, 1983; Morali y Beyer, 1979). En la rata hembra
ovariectomizada, el estro conductual puede inducirse mediante la inyeccion en los tiempos
apropiados de Ey P.

Los esteroides gonadales también tienen un papel muy importante en el control de
los aspectos apetitivos de la conducta sexual. Las hembras gonadalmente intactas durante su
periodo de ovulacion prefieren a los machos sobre las hembras (Meyerson y Lindstrom,
1973), pero dicha preferencia desaparece después de la ovariectomia y es restablecida
mediante el tratamiento con estrogenos (Meyerson y Lindstrom, 1973; Slob y col., 1987).
El ambiente hormonal durante la vida adulta parece interactuar con la experiencia sexual

para determinar el patron de preferencia de la rata hembra. Cuando éstas son




ovariectomizadas a la edad adulta y tratadas cbn PT, muestran una preferencia por los
machos sexualmente activos, pero después de interactuar sexualmente con estos, cambian
su preferencia por las hembras receptivas (Slob y col.,, 1987). Los androgenos también
tienen un efecto sobre la conducta sexual de la hembra. Los andrégenos en la hembra son
secretados por los ovarios y las gliandulas adrenales y estimulan la lordosis en ratas
ovarioectomizadas. Los androgenos con mayores efectos sobre la estimulacion de la
lordosis son la T y androstenediona. Es importante mencionar que el comportamiento estral
inducido por andrégenos es similar a aquél producido por estrogenos. Sin embargo, para
obtener un nivel similar de receptividad se requiere una dosis mayor de androgenos que de

estrogenos (Morali y Beyer, 1979).
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Figura 2.- Niveles sanguineos de prolactina. estradiol. progesterona. hormona
futeinizante v hormona foliculo estimulante durante ¢l ciclo estral de fa rata, Grupos de 5 a
6 ratas fueron decapitados a intervalos de dos horas durante los 4 dias def ciclo estral. Los
mveles hormaonales s¢ midicron por radivinmunoensavos. Cada punio de la grafica es la
media & L. Las lincas punteadas representan la media noche (2400hr): las barras negras a
lo largo de las ordenadas representan el periodo de oscundad 12012 hr ded régimen de luz.

los nameros debajo de las ordenadas muestran el tiempo e términos de 24 hr (tomado de

Smith y col.. 1975).
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1 3. - HORMONAS Y CONDUCTA SEXUAL HETEROTIPICA

La conducta sexual heterotipica se refiere a las conductas sexuales realizadas por los
individuos que son tipicas del sexo contrario. Por ejemplo, machos que realizan conductas
copulatorias tipicas de las hembras y hembras que realizan conductas sexuales tipicas de los
machos. Debido a que los machos tienen hormonas testiculares desde el periodo perinatal y
hasta la vida adulta y las hembras hormonas ovaricas, se propone que unicamente los
machos normales montan, mientras que hembras muestran conductas de solicitud y lordosis.
Sin embargo, el dimorfismo sexual completo generalmente no existe. De acuerdo a Beach

(1968), la monta en las hembras ocurre por lo menos en trece especies de cinco diferentes
ordenes. A pesar de que la lordosis en los machos puede ser menos comun que la monta en
las hembras, esta ocurre espontaneamente en algunas especies como: ratas, gatos, hurones y
monos (revision en Meisel y Sachs, 1994). El papel de la monta entre hembras aun se
desconoce. Se sabe que en las vacas, las hembras en estro montan o incitan a otras a
montarlas, con la finalidad de llamar la atenciéon del macho (Hawk y Bellows, 1984). La
monta en hembras también se ha interpretado en un contexto social, las dominantes montan
mas que las subordinadas aparentemente con la finalidad de establecer dominancia social o
establecer una organizacion social hembra-hembra (Fang y Clemens, 1999). Lo anterior se
ha reportado en una gran vaniedad de hembras de diferentes especies como: rata, babuino,
mono ardilla, mono rhesus y conejos (Anthoney, 1968; Talmage-Riggs y Anschel, 1973;
Albonetti y col., 1988, Goldfoot y col., 1984, Fang y Clemens, 1999). En los machos esta
demostrado que estos permiten ser montados dependiendo de su rango social. Monos con
un rango social alto montan a machos y hembras de bajo rango. Aparentemente el macho
subordinado se deja montar como una manera de apaciguar la agresion del dominante
(Morris, 1955; Zuckerman, 1932).

Se ha propuesto que la conducta sexual heterotipica se genera por anomalias en la
estimulacion endocrina durante las etapas tempranas del desarrollo. Mas especificamente se
ha sugerido que la lordosis en algunos machos se debe a una deficiencia en la estimulacion
perinatal hormonal ya que se ha comprobado que ratas macho gonadectomizadas después

de nacer y tratadas durante su vida adulta con estrogenos y progesterona generan
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conductas tipicas de la hembra (Feder y Whalen 1965; Grady y Phoenix 1963 Grady y
col, 1965; Harris, 1964; Whalen y Edwards, 1966). Por otro lado, ratas macho
.gonadectomizados al primer dia de vida y tratadas al tercer dia posnatal con PT, presentan
en estado adulto conductas tanto masculinas como femeninas (Dorer y Hinz, 1967)
confirmando asi la importancia de las hormonas perinatales.

El patron de monta en las hembras gonadalmente intactas de muchas especies parece
deberse, al menos parcialmente, a una exposicion prenatal a androgenos testiculares (y/o
estrogenos) generados por sus hermanos machos, ya que las hembras situadas mas
cercanamente a los machos dentro del utero, presentan un mayor numero de montas
cuando son adultas que aquellas situadas mas lejos. Mas aln, los tratamientos
antiandrogénicos en el (tero, disminuyen la frecuencia de montas mostradas por ratas
hembras adultas (Thornton, 1986). También es posible inducir el patron de monta en la
hembra adulta con un desarrollo normal. En la rata hembra adulta la monta parece no
depender de hormonas ovaricas ya que ellas montan a niveles bajos independientemente de
la presencia de ovarios; ademas esta conducta no es facilitada por la administracién
secuencial de estrogenos y progesterona. La monta en hembras normales es comun, pero el
patron de eyaculacion es muy raro. El patron de eyaculgcién solo se presenta en hembras
que reciben tratamiento con estrogeno por un periodo largo (Emery y Sachs, 1975) o
tratamiento cronico con androgenos y que durante la prueba de conducta sexual la hembra
reciba estimulacion eléctrica en los flancos (Krieger y Barfield, 1976).

En resumen podemos concluir que los esteroides gonadales son muy importantes
para la expresion de la conducta sexual homotipica y heterotipica. Los esteroides
gonadales ejercen este papel actuando principalmente sobre el sistema nervioso ya sea
durante el desarrollo organizando las vias neuronales o en la vida adulta activando dichas
vias en respuesta a estimulos adecuados para que la conducta sexual se exprese. En el
sistema nervioso existen estructuras neuronales que tienen una funcion preponderante en el
control de la conducta sexual, procesando claves quimiosensoriales sexualmente relevantes.
Dichas estructuras son los blancos principales de los esteroides gonadales ya que se ha

demostrado que expresan una gran numero de sus receptores. Por lo anterior, en el




siguiente capitulo describiremos la importancia las dreas neuronales involucradas en el

control de la conducta sexual.
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CAPITULO 2. CONTROL NEURONAL DE LA
CONDUCTA SEXUAL.

Las diversas especies de mamiferos emplean preferentemente algunos de sus
sentidos para poder detectar y elegir a su pareja sexual. Los roedores utilizan principalmente
su olfato para detectar las feromonas de las hembras. Mediante las feromonas determinan si
las hembras se encuentran sexualmente receptivas, y dependiendo de esta informacion
copulan o no con ellas. En la mayoria de los mamiferos, el SPVN media la accion
feromonal gue esta involucrada en diferentes funciones reproductivas que incluyen el
mantenimiento de la conducta sexual femenina y masculina (Commins y Yahr, 1984, Emery
y Sachs, 1976), los mecanismos feromonales primarios que afectan a la gestacion (Halpern,
1987, Bellringer y col., 1980) el ciclo estral (Ingersoll, 1981) y la conducta materna
(Fleming y col., 1979).

Las feromonas relevantes en la conducta reproductiva de roedores son detectadas
por receptores del organo vomeronasal (OVN), que a su vez transmiten esta informacion
hacia el bulbo olfatorio accesorio (BOA). El BOA proyecta a los nicleos anteromedial y
posterocortical de la amigdala, y a el NCST (De Olmos y col., 1978; Scalia y Winans, 1975;
Shipley y Adamek, 1984). Los nlcleos anteromedial y posterocortical de la amigdala tienen
proyecciones a otros nucleos, de las cuales las mas importantes son las establecidas con el

nicleo amigdaloide posterior y el APM (Shiosaka y col., 1983) Figura 3.

2.1. - DESCRIPCION DEL SISTEMA DE PROYECCION VOMERONASAL

El SPVN es sexualmente dimorfico (Segovia y col., 1993; Segovia y col., 1996).
Varnas lineas de investigacion demuestran la importancia de las diferentes estructuras que
componen este sistema en el control neural de la conducta sexual. Estas evidencias se
describen a continuacién, poniendo un mayor €nfasis en el papel del APM, Este énfasis se
deriva de diferentes descripciones en la literatura, en las que varios autores coinciden en
que el APM es la region cerebral mas importante en el control de la conducta sexual

masculina.
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ORGANO VOMERONASAL

El OVN es una estructura quimioreceptora fusiforme que se encuentra
bilateralmente localizado en la parte mas ventral del septum nasal. La interaccion de las
feromonas con el epitelio neurosensorial vomeronasal modifica la secrecion de hormonas
esteroides, las cuales influyen en la pubertad, el ciclo estral, la gestacion, conducta materna
y la conducta sexual masculina y femenina (Fleming y col., 1979; Saito y Moltz, 1986).
También esta involucrado en la mediacion de la atractividad sexual (Halpern, 1987,
Romero y col., 1990) y parece estar fuertemente relacionado con la inhibicion del cuidado
paterno en ratas macho (Menella y Moltz, 1988).

Cuando se remueve €l OVN a ratas macho sexualmente expertas se observa un
incremento en la latencia de la primera intromision, asi como un decremento en la tasa de
intromisiones. Fuera de estas alteraciones, todos los machos que han copulado son capaces
de eyacular (Saito y Moltz, 1986). Los efectos de las lesiones det OVN son mas drasticos
en ratones macho, ya que estas lesiones generan un decremento en la proporcién de machos

que intrometen y eyaculan.
BULBO OLFATORIO ACCESORIO

El BOA es una estructura que descansa en la porcién dorsocaudal del bulbo
olfatorio principal. El nervio vomeronasal transmite informacion desde el OVN al
glomérulo del BOA (Paxinos, 1995). El BOA tiene proyecciones directas a la amigdala
media, especificamente a los nucleos corticales medial y posterior, al NCST y al nicleo del
tracto olfatorio accesorio. Las neuronas blanco del BOA expresan receptores a esteroides,
tos cuales pueden ser modulados directamente por hormonas circulantes. El desarrollo del
BOA es influido por esteroides gonadales (Roos y col, 1988) ya que aunque es
significativamente mas grande en la rata macho que en la hembra. si el macho es
gonadectomizado tempranamente durante el desarrollo, desarrolla un BOA de tamaiio

similar al de la hembra.




El BOA esta involucrado en diferentes funciones como son la habituacion,
agresion, regulacion de la temperatura, conductas de evitacion activa y pasiva. Esta
involucrado ademas en funciones endocrinas ya que en la rata macho parece estar
relacionado con la inhibicion de la conducta sexual femenina (Edwards, 1974, Wenzel,
1974). En los primeros trabajos en los cuales se lesionaron los bulbos olfatorios se
observaron déficits conductuales, que fueron atribuidos unicamente a la anosmia. Se
encuentra bien documentado que los bulbos olfatorios tienen importantes funciones
integrativas, ademas de su rol olfativo (Cain, 1974).

La remocion de los bulbos olfatorios en la rata macho genera una reduccidn en el
porcentaje de machos que eyaculan (Larsson, 1975; Meisel y col., 1982). Este déficit en la
eyaculacion es generado por una incapacidad de algunos machos para iniciar la copula
(Larsson 1969: Meisel y col., 1980) asi como también una inhabilidad para mantenerla una
vez iniciada (Meisel y col., 1980). La administracion de gonadotropinas exogenas o T no
altera los efectos de la bulbectomia, sugiriendo que el dafio en la copula no es una
consecuencia secundarnia de la disminucion de estimulos gonadales (Meisel y col., 1980). En
otras especies como, perros (Hart y Haugen, 1972), mono rhesus (Gooldfoot y col,
1978) gatos (Aronson y Cooper, 1974) y borregos (Fletcher y Lindsay, 1968) la
bulbectomia no altera la conducta sexual.

Por otro lado, ratas macho control y bulbectomizadas bilateraimente fueron
probadas en una arena en donde el macho podia escoger entre interactuar con una hembra
sexualmente receptiva (en estro), con una hembra no receptiva (en anestro) o estar en un
compartimento neutro. Mientras que los macho control copulan y muestran una mayor
preferencia por hembras sexualmente receptivas, los animales con bulbectomié no presentan
la conducta sexual y no tienen preferencia por las hembra en estro, ya que pasan el mismo
tiempo con hembras receptivas, no receptivas y en el compartimento neutral (Edwards,
1990). Los efectos de la bulbectomia en la preferencia de pareja y en la conducta
copulatoria pueden deberse a un deterioro severo para oler, lo cual se refleja en un déficit
en la capacidad del macho para hacer clasificaciones dependientes del olor de sus
coespecificos como posibles parejas sexuales. Otra posibilidad es que los efectos

conductuales de la bulbectomia pueden indicar una supresion en la entrada de informacion




neuronal hacia el cerebro anterior y que por lo tanto los efectos conductuales no dependan
del deterioro sensorial que se presenta, sino de un déficit en la integracion de la informacion
a nivel central (Edwards, 1990). Resultados mas consistentes y dramaticos en la perdida de
la conducta sexual se observan con lesiones bilaterales conjuntas del bulbo olfatorio
principal y accesorio, ya que estas lesiones eliminan por completo la copula (Winans y
Powers, 1977). Los estudios antes mencionados demuestran que las lesiones o extracciones
de los bulbos olfatorios producen alteraciones importantes en la expresion de la conducta
sexual masculina al interferir con el procesamiento de las feromonas sexualmente
relevantes, ya sea alterando la capacidad olfativa del animal o impidiendo su procesamiento

neuronal a otros niveles de integracion en el SNC.

NUCLEO DE LA CAMA DE LA ESTRIA TERMINAL

Johnston (1923) describe al NCST como una estructura del cerebro anterior que es
una masa prominente de materta gns rostral al nucleo olfatorio y caudal a ciertos
componentes del complejo amigdaloide. Algunos autores consideran que el NCST es una
extension de la amigdala (Allinson, 1953).

EL NCST esta involucrado en la regulacion de aspectos fisiologicos y conductuales
de la reproduccion. Lesiones del NCST vy la estria terminal generan déficits copulatorios en
las ratas, incrementando el numero de intromisiones necesarias para eyacular, el intervalo
entre intromisiones y consecuentemente la latencia de eyaculacion (Giantonio y col., 1970).
Los efectos de las lesiones en el NCST son muy similares a los generados por lesiones en la
amigdala cortico medial (AMGcm), lo cual sugtere que el NCST sirve principalmente para
el relevo de informacidn desde la amigdala a otras areas como son el APM (Benjamin y
col., 1982).

EI NCST y la AMGcem estan principalmente involucrados en el mantenimiento de la
conducta copulatoria y en la ejecucion de la eyaculacion. Aparentemente también integran
las vias neuronales que controlan parcialmente la iniciacién de la conducta de copula y su

reinicio después de una eyaculacion (Emery y Sachs, 1976).




AMIGDALA

La amigdala es un complejo nuclear que se continiia con la cola del nicleo caudado,
se localiza en la porcion medial del 1obulo temporal. En primates esta en estrecha relacion
con el asta de Ammon vy el uncus de la circunvolucion parahipocampica. La amigdala esta
involucrada en una gran variedad de conductas y funciones regulatorias. Estas incluyen las
emociones, memoria, modulacion de los sistemas autonomos y neuroendocrinos y en
conductas como la reproduccion y la agresion (Paxinos, 1995).

El papel de la amigdala en el control de a copulacion en roedores ha sido estudiado
lesionando dos regiones: AMGcm circundando los nucleos corticales y mediales, y la
amigdala basolateral (AMGbI) que incluye la region de los nicleos basales y laterales. Las
lesiones en la AMGbI no tienen efectos en la conducta copulatoria en ratas macho (Harris y
Sachs, 1975) ni en el hamster (Lehman y Winans, 1982). Por el contrario las lesiones en la
AMGcm si tienen efectos en la conducta sexual tanto de ratas como hamsteres. Giantonio,
Lund y Gerall (1970) fueron los primeros en demostrar que la lesion de la AMGem puede
alterar la copula en las ratas macho. Los machos lesionados tienen latencias de eyaculacion
largas y pocas eyaculaciones, se fatigan sexualmente mas rapido que los machos controles.
Los efectos en la conducta copulatoria de los machos con lesiones en la AMGem
dependen de las condiciones hormonales de las ratas hembras, ya que si se emplean en el
experimento hembras tratadas unicamente con E se observan efectos claros  en las
latencias de eyaculacion, frecuencias e intervalos de intromision (Peirce y Nuttall, 1961).
Cuando se usan hembras tratadas con E mas P no se observan diferencias en la conducta
sexual de ratas lesionadas con respecto a los controles. Los resultados de estos
experimentos aiin no se explican completamente. Pero se propone que ya que la amigdala
recibe informacién de los nervios sensoriales de la region genital (Carrer, 1978). se propone

que una sensibilidad genital inadecuada puede influir en la inhibicion de la conducta.
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AREA PREOPTICA MEDIA

El APM se localiza entre la porcion caudal del quiasma 6ptico y la comisura anterior,
tiene como borde rostral y caudal a la lamina terminal y la division media del nucleo de la
cama de la estria terminal respectivamente. EIl APM forma conexiones con varias regiones
cerebrales. Se han identificado conexiones reciprocas (tanto aferentes como eferentes) entre
el APM y el septum lateral, el NCST, la amigdala medial, varios nicleos hipotalamicos
(incluidos el lateral, paraventricular, ventromedial y arcuato), el giro central, nicleo del
raphe (dorsal y medio), el AVT y el nacleo del tracto solitario (Chiba y Murata, 1985;
Conrad y Pfaff, 1976; Simerly y col,, 1986; Simerly y Swanson, 1988). Otras eferentes
importantes del APM llegan a todas las regiones de la zona periventricular del htpotiiamo,
nicleo acumbens, caudado putamen, palido ventral y el nucleo tegmental dorsolateral.

Dado que el APM forma diversas conexiones neuronales con una gran cantidad de
regiones del cerebro, se ha implicado en diversas funciones como son: la regulacién
endocrina de la gonadotropina pituitaria, la liberacion de prolactina, termoregulacion, sed
hipovolémica asi como en el control de la conducta materna y sexual (Chiba y Murata, 1985;
Conrad y Pfaff, 1976; Simerly y col., 1986; Simerly y col., 1988). En el control de la
conducta sexual masculina se encuentran involucradas vias aferentes al APM desde el OVN,
las cuales transportan informacion quimiosensorial vial el BOA, la AMGm y la porcion
encapsulada del NCST (Scalia y Winans, 1975). Varias lineas de investigacion han aclarado
la importancia que tienen el APM en el control de la conducta sexual. Estas investigaciones
incluyen estudios de lesion, estimulacion eléctrica e implante ya sea de hormonas,
neurotransmisores o tejido fetal. A continuacién se describen los estudios que demuestran
por qué se considera al APM como la estructura mas importante en el control de la conducta

sexual masculina.




ESTUDIOS DE LESIONES

Como se ha descrito previamente, lesiones de diferentes regiones del cerebro pueden
alterar en diverso grado la conducta sexual masculina. Los efectos mas consistentes y
dramaticos se observan cuando se destruye el APM. Los primeros estudios de lesiones en el
APM se iniciaron con los trabajos de Brookhart y Dey (1941), Hillarp y colaboradores
(1954) y Soulairac y Soulairac (1956). En estos trabajos fue evidente que la conducta
sexual masculina se elimina por completo cuando se realizan lesiones grandes en el APM.
Cuando las lesiones son pequeiias, la conducta sexual solo se elimina temporalmente
(Heimer y Larsson, 1966/1967). Ademas, es necesario que las lesiones sean bilaterales, ya
que la destruccion preoptica unilateral solo produce alteraciones transitorias en la conducta
sexual (Lisk, 1968).

Esta inhibicion de la conducta sexual después de lesionar el APM se observa en
todas las especies de animales hasta la fecha estudiadas: pollos, ranas, ratones, hamster,
rata, cabra, gato, perro, hurdn, lagartijas, viboras, peces, marmotas y mono rhesus (para
revision Meisel y Sachs, 1994). La inhibicion de la conducta copulatoria después de lesionar
el APM, no produce alteraciones del eje hipofisis-génada ya que no se han detectado
cambios en los niveles plasmaticos de T ni en los pesos de los testiculos y vesiculas
seminales (Stefanick y Davidson, 1987). Tampoco se han encontrado alteraciones en los
mecanismos de ereccion o eyaculacion (Heimer y Larsson, 1966/1967; Lisk, 1968; Lupo y
col., 1983; Stefanick y Davidson, 1987). Se han realizado varios trabajos con la finalidad de
reactivar la copulacion en los machos lesionados en el APM. Sin embargo, m los
tratamientos cronicos con PT ni los procedimientos que inducen conducta sexual en ratas
macho sexualmente poco activas (manipulacion dei macho, reemplazo de la hembra,
choques eléctricos al macho) son capaces de restablecer la conducta sexual en los animales
lesionados en esta region (Caggiula y col., 1974, Heimer y Larsson, 1966/1967; Lupo y col.,
1983; Stefanick y Davidson, 1987). Mas aun, machos lesionados en APM no recuperan la
conducta después de ocho meses posteriores a la lestdon (Ginton y Merarni, 1977). Estas
observaciones indican que los déficits en la conducta sexual producidos por lesiones del

APM son permanentes.
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La recuperacion de la conducta sexual en los machos lesionados en el APM solo se
ha observado usando dos estrategias. Hansen, Kohler Goldstein y Steinbusch (1982)
inyectaron intraperitonealmente lisuride (agonista del receptor de monoaminas). Con este
tratamiento el 100% de los animales reanudan la conducta sexual y el 50% eyacula. Cuando
estos mismos animales son tratados con solucién salina, los animales no son capaces de
copular. Es interesante mencionar que Hansen y colaboradores (1982) administran el lisuride
diez dias después de la tesion, mientras que en otros trabajos (Paredes y col., 1993} los
animales que dejan de copular después de la lesion del APM y son tratados con lisuride a las
I5 semanas posteriores a la lesién no recuperan la conducta sexual masculina. Lo anterior
demuestra que los efectos del lisuride dependen del tiempo de su administracién después de
la lesion.

En la segunda estrategia Paredes, Pifia, Fernandez-Ruiz y Bermadez-Rattoni (1990)
transplantaron tejido fetal hipotalamico (transplante homotipico) a ratas macho lesionadas en
el APM, esta técnica logra que todos los animales recuperaran la conducta sexual. Los
machos lestonados que reciben el transplante recuperan gradual y permanentemente la
conducta sexual (la conducta se sigue presentando ain después de 8 meses del transplante).
En un estudio posterior (Paredes y col., 1993) inyectaron fluorogold (marcador retrograda)
en el tegmento dorsolateral (TDL) para evaluar la conectividad entre el tejido huésped y el
transplante. En esos experimentos encontraron proyecciones de células del transplante
marcadas en la region hipotalamica, lo cual indica que el tejido huésped efectivamente
establece conexiones con el transplante.

Aunque existen una gran cantidad de experimentos que indican que las neuronas del
APM tienen un papel muy importante en la regulacion de la conducta sexual masculina, no
existe un consenso de cuales son los mecanismos por los que lesiones en el APM  alteran
esta conducta. En la actualidad se postula que el APM controla tanto los mecanismos

consumatorios como los motivacionales de la conducta sexual masculina.
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ESTUDIOS DE ESTIMULACION ELECTRICA

Tedricamente uno puede suponer que si las lesiones en el APM eliminan la conducta
sexual del macho, la estimulacion eléctrica de las neuronas de esta area la facilitaran. De
hecho, al estimular eléctricamente el APM se reduce el nimero de montas e intromisiones
precedentes a la eyaculacion, asi como también la latencia de eyaculacion y el intervalo
posteyaculatorio (Malsbury, 1971; Merari y Ginton, 1975). Estos efectos facilitatorios sobre
la conducta sexual fueron observados durante o milisegundos después de la estimulacion
eléctrica, por lo que se le ha denominado copulacion asociada a la estimulacion. Este mismo
procedimiento en animales con bajos niveles de conducta sexual tiene un efecto inhibitorio,
ya que en algunos sujetos la conducta sexual se elimina (Malsbury, 1971).

Un tipo de estimulacién eléctrica con efectos a largo plazo es el encendimiento
eléctrico o kindling. El kindling consiste en la administracion repetida de estimulos eléctricos
subconvulsivos en determinadas estructuras cerebrales que dan como resultado una
‘intensificacion progresiva de la actividad focal culminando en crists generalizadas (Goddard
y col., 1969; McNamara, 1986; Racine, 1972). En experimentos realizados en nuestro grupo
de trabajo se ha observado que animales incapaces de mostrar la conducta sexual (machos
NC) presentan la conducta cuando se desarrolla kindling en el APM. Estos cambios son
permanentes ya que los animales previamente no copuladores siguen mostrando la conducta
sexual aun después de varios meses de desarrollado el kindling (Paredes y col., 1990).

Ei APM tiene también una funcién importante en el control de la conducta sexual
femenina, siendo su papel principalmente inhibitorio. La lesién del APM de la rata hembra
aumenta sus respuestas de lordosis (Nance y col., 1977). Contranamente la activacién de
las neuronas de esta region inhiben la conducta sexual de la hembra, suprimiendo la lordosis
(Hoshina y col., 1994; Powers y Valenstein, 1972; Pfaff y Sakuma, 1979).

Las evidencias aqui descritas demuestran claramente la importancia de diferentes
estructuras cerebrales en el control de la conducta sexual. Como puede observarse en el
SPVN encontramos al BOA, el NCST, la AMG y el APM. Estas estructuras son

fundamentales en el procesamiento de claves quimiosensoriales sexualmente relevantes. En




la figura 3, se muestra un circuito funcional tentativo basado en los estudios ya descritos
que permite suponer que en el macho las sefiales emitidas por una hembra en estro activan
principalmente el BOA, el NCST y la AMG. La AMG y el NCST activan al APM, la cual
desencadena los mecanismos motivacionales que incluyen: la orientacion, la preferencia y la
persecucion de la hembra. EI APM, por medio de sus conexiones con el TDL, traduce la
motivacion sexual en ejecucion de la conducta lo que permite al macho desplegar los

patrones de monta intromision y eyaculacion,
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Figura 3.- El Sistema de proyeccion vomeronasal ¢s un circuito neuronal que

controla la conducta sexual de la rata macho. lmicta con la deteccion de estimulos
sexualmente relevantes por el OVNL el cual transmite esta informacion al BOA. B BOA
establece conexiones directas con la AMG v el NCST. permitiendo que ¢l macho detecte a
una hembra en estro. La AMG y ¢f NCST establecen conexiones con ¢l APM. Ln este
centro neuronal se generan las conductas apetitivas de orentacion, persecucion a la

hembra. asi como de preferencia y reforzamicento sexual, EI APM cstablece conexiones con

el TDL. permitiendo que ¢f macho desplicge los patrones motores ¢jecutorios de i

conducta sexual.




2.2. - EL SISTEMA DE PROYECCION VOMERONASAL Y FOS

La deteccion de las feromonas por el SPVN involucra cambios en la actividad
neuronal de sus diferentes componentes, los cuales pueden detectarse mediante la
deteccion del gen de respuesta temprana c-fos. La proteina Fos se utiliza como un
marcador de actividad neuronal en respuesta a una gran variedad de estimulos
homeostaticos o sensoriales. La proteina Fos forma un heterodimero con Jun, este
heterodimero funciona como un factor de transcripcion positivo o negativo, el cual se une
especificamente a una secuencia del acido desoxirribunucleico (ADN). Al unirse al ADN,
activa el sitio de la proteina-1 (AP-1). AP-1 regula la expresion de varios genes
relacionados con el crecimiento, la reparacion y replicacién del genoma. Fos y Jun son
miembros de una gran familia de factores de transcripcion, los cuales al sintonizar grupos y
subgrupos de genes permiten que las células respondan a las demandas ambientales. El
acido nbonucleico mensajero (ARNm) de la proteina Fos se puede detectar a los 5 mun
postertores a la estimulacion, mientras que la expresion de la proteina después de 90 min
(revision en Smith y col., 1993).

En nuestro laboratorio y en muchos grupos de investigacién se ha utilizado la
deteccion de la proteina Fos. En estos trabajos se ha observado que el patron de expresion
de Fos es especifico al tipo de estimulo aplicado. Por ejemplo en experimentos donde se
inyectan ratas con una solucidn hipertonica y se sacrifican después de 30 min se han
localizado células inmunoreactivas a Fos en el o&rgano subfornical (estructura
circunventricular del cerebro involucrada en la regulacion de los fluidos del cuerpo)
(Giovannelli y Bloom, 1992). De manera similar, en estudios de Hiperterrma, se ha
observado que después del estimulo hay una gran cantidad de neuronas inmunoractivas a
Fos en regiones cerebrales implicadas con este estimulo y no en otras areas (Scammell v
col., 1993). Lo anterior nos pone de manifiesto que la actividad neuronal que se cuantifica
utiizando la técnica de Fos, depende del tipo de estimulo aplicado. Por lo tanto su
deteccion indica qué regiones neuronales estan involucradas en el procesamiento neuronal
de un determinado estimulo. En nuestro grupo de trabajo se ha utilizado la induccion de

la proteina Fos para cuantificar la actividad de los circuitos neuronales involucrados en el




control de la conducta sexual, como es el SPVN, en ratas macho y hembra en respuesta a
varios tipos de estimulos sexualmente relevantés (Revision en Paredes y Baum, 1997).
Trabajos en los que se ha utilizado la expresion de la proteina Fos, muestran que la rata
hembra tiene un patron sorprendentemente similar al de los machos en respuesta a claves
feromonales derivadas de una rata hembra en estro (Bressler y Baum, 1996, Paredes y
Baum, 1997). En un estudio realizado por Bressler y Baum (1996), ratas macho y hembra
fueron gonadectomizadas siendo adultas. Posteriormente fueron tratadas con una dosis alta,
crénica de PT para desarrollar una amplia experiencia sexual con hembras receptivas. Los
machos mostraron niveles altos de conducta sexual, asi como las hembras (inclusive
desplegando un patron parecido al de eyaculacion, sin expulsion de semen). Subgrupos de
estos animales fueron tratados con PT, al término del tratamiento los animales fueron
sacrificados después de oler por 90 min ya sea aserrin expuesto a secreciones vaginales de
hembras en estro, o aserrin expuesto a secreciones vaginales de hembras en anestro o
aserrin limpio (control). Después del sacrificio, los cerebros se procesaron para realizarles
una inmunohistoquimica contra Fos. La exposicion al aserrin colectado de hembras en estro
genero incrementos significativos similares (cuantitativamente y en términos de localizacién
regional) tanto en machos como en hembras en el nimero de nicleos IR-FOS a lo largo del
circuito de proyeccion vomeronasal. Por otro lado, el procesamiento neuronal de las
feromonas denivadas de machos sexualmente activos es diferente en ambos sexos. En el
BOA y AMG machos y hembras muestran una respuesta sirmlar a Fos, pero a nivel del
NCST y APM la células IR-Fos son significativamente mas numerosas en las hembras que
en los machos {(Bakker y col., 1995). Estos experimentos muestran que mientras no existen
diferencias significativas entre machos y hembras en el procesamiento de claves olfatorias
provenientes de una hembra sexualmente receptiva, si se presentan en el procesamiento de
claves provenientes de machos activos. Por ultimo, cabe mencionar que la disrupcion
quirurgica de la aferencia vomeronasal que llega al cerebro, atenud parcialmente los
incrementos de Fos inducidos por copula en diferentes partes del circuito de proyeccion
vomeronasal (Dudley y col., 1992; Fernandez-Fewell y Meredith, 1994), confirmando asi la
importancia de este sistema en el procesamiento de claves quimiosensoriales sexualmente

relevantes.




CAPITULO 3. ENCENDIMIENTO ELECTRICO

3.1. - DESCRIPCION DEL ENCENDIMIENTO ELECTRICO (KINDLING)

Como se menciono en el capitulo anterior, el kindling en el APM de machos NC es
capaz de inducir en estos animales una conducta tan compleja como es la sexual. Por lo
anterior resulta de interés entender qué es el kindling, sus aplicaciones y posibles
mecanismos de accion.

El término kindling (Goddard y col., 1969) se refiere a la administracion repetida de
estimulos eléctricos subconvulsivos en ciertas estructuras cerebrales que dan como
resultado una intensificacion progresiva de la actividad focal terminando en crisis
generalizadas. El kindling se ha utilizado como un modelo de epilepsia expenmental y
plasticidad neuronal (McNamara y col, 1987, Goddard y col., 1969, Racine, 1971).

Se ha postulado que el kindling se induce por la alteracion de la respuesta de células
sensibles, en las cuales se generan cambios en los canales o mecanismos bombeadores de
iones. Dicho cambio puede desestabilizar a la célula y provocar posdescargas (PD)
(Schwartzkroin y Wyler, 1980). Las PD son espigas ritmicas que consisten en una
depolarizacion que provoca potenciales de accion que son seguidos de otra depolarizacion
fasica de corta duracion, las cuales son capaces de propagarse eventualmente a otras
estructuras (Mclntre y Racine, 1986). Cuando la estimulacidn eléctrica no produce PD, el
kindling no se desarrolla. Los eventos conductuales que aparecen durante el kindling se
pueden clasificar de acuerdo a la siguiente escala propuesta por Racine:

Fase 1. Clonos facial.

Fase 2. Fase 1 mas inclinaciones de la cabeza (nodding).

Fase 3. Fase 2 mas clonos de los miembros anteriores.

Fase 4. Fase 3 mas levantamiento de los miembros superiores.

Fase 5. Fase 4 mas caidas tonico cionicas.

Se dice que un animal tiene kindling después de que alcanza tres fase 5 consecutivas.
El kindling es un procedimiento que induce modificaciones relativamente permanentes en la.

funcion cerebral ya que amimales que permanecen sin estimulacion durante 12 meses




después de haber alcanzado la fase 5 del kindling, responden al primer o segundo estimulo
con una crisis caracteristica del estadio 5 (McNamara, 1986; Goddard y col., 1969; Wada
y col., 1978). También se ha demostrado que los procesos que subyacen al kindling y sus
cambios a largo plazo no estan restringidos al foco primario. Asi una vez que se ha
generado el kindling, se requiere de muy pocos estimulos en otras regiones neuronales, para
generar crisis convulsivas (Goddard y col., 1969; Wada y col., 1978; Racine, 1972).

Se han propuesto muchas hipotesis para tratar de explicar los mecanismos del
kindling. Entre estas destacan la participacion de neurotransmisores como el écido
gamaaminobutirico (GABA). Se ha reportado que la administracion de dipropylacetato
(fairmaco que incrementa las concentraciones de GABA en el cerebro) evita las
convulsiones de las ratas y por lo tanto no se establece el kindling (Shin y col., 1986,
Tanaka y Lange, 1975). La participacion de las catecolaminas se ha reportado en los
trabajos de Arnol y colaboradores (1973) quienes demuestran que la reserpwina y la 6-
hidroxydopamina (sustancias que redﬁcen las concentraciones de catecolaminas en el
cerebro) disminuyen el nimero de estimulos que se requieren para establecer el kindling. El
papel de los péptidos opioides en el kindling se ha estudiado en los trabajos de ladarola y
colaboradores (1986), estos investigadores reportan que los niveles de encefalinas
incrementan en diferentes regiones neuronales después de una estimulacion eléctrica en un
animal con kindling. Otras hipétesis proponen la participacion de mecanismos celulares,
como la potenciacién a largo plazo, cambios en la sintesis de proteinas celulares y cambios
en los receptores (Majkowski, 1986; Mclntre y Racine, 1986). A pesar de las vanas
hipotests que se han planteado, la mayor parte de los autores concuerdan en que el kindling
genera cambios neuronales de larga duracion que implican extensas modificaciones de la

funcion cerebral.
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3.2. - KINDLING Y EFECTOS EN LA CONDUCTA

El establecimiento del kindling se ha relacionado con algunos procesos de
aprendizaje, puesto que provoca una deficiencia en la capacidad de retencion (Boast y
Mclnyre, 1977) y atenia la capacidad de memorizacion (Stone,1988). Sin embargo, estos
efectos no son muy contundentes ya que otros grupos de trabajo han demostrado que el
kindling en el hipocampo ventral no altera el aprendizaje, memoria o nmivel de actividad
(Holmes y col, 1993). El kindling modifica el suefio (Dahl y Dam, 1985) ya sea
disminuyendo la cantidad de suefio lento o de suefio paradojico (Shouse, 1983; Tanaka,
1975). También se conoce que el kindling en la AMG provoca una disminucion en la
aversion a sabores y olores (Mikulka y Freeman, 1984),

E! efecto del kindling en conductas complejas como la reproduccion ha sido
poco estudiado. Sin embargo, se sabe que el kindling en el APM de ratas hembras aumenta
la conducta materna, reduciendo las latencias para remiciar las respuestas maternas en
comparacion con las hembras control (Morgan vy col., 1995). Ademas, presentan una
mayor preferencia por el olor de un recién nacido en comparacion con aquellas que no han
recibido estimulacion eléctrica. En ratas macho incapaces de presentar la conducta sexual
(machos NC), se les puede inducir dicha conducta mediante el desarrollo del kindling en el
APM. Esta induccion se debe a cambios producidos por el kindling especificos del APM, ya
que el kindling en otras regiones como la amigdala basal no la induce (Paredes y col., 1990).
Los cambios conductuales generados por el kindling son de efecto duradero puesto que los
animales NC siguen mostrando la conducta sexual ain después de 10 meses de desarrollado
el kindling (Paredes y col.,, 1990). Los mecanismos por los cuales el kindling induce estos
cambios ain se desconocen. Aunque se plantea que genera cambios en la actividad neuronal
de las células del APM y del SPVN. En la actualidad contamos con técnicas que nos ayudan
a cuantificar la actividad neuronal. Una de ellas es, como ya se menciono. la deteccion de la
actividad del gen a respuestas tempranas c-fos. Con la ayuda de esta técnica podremos
conocer st el mecanismo por medio del cual el kindling induce la conducta sexual es

mediante la modificacion de la actividad neuronal del SPVN.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las causas del déficit conductual en los machos NC aun no se determinan. Los
trabajos que reportan que estos animales tienen sus niveles de T normales, no son muy
convincentes, ya que presentan un namero limitado de animales. Por lo que es necesario
plantear nuevos experimentos. En el estudio de la conducta sexual se pueden utilizar
pruebas que separen diferentes componentes de la conducta. Por ejemplo, las pruebas de
preferencia olfatoria indican si los animales pueden detectar y/o preferir el olor de un animal
sexualmente receptivo entre diferentes olores. Otro tipo de pruebas son las de preferencia
sexual en las cuales los animales pueden elegir entre interactuar con una hembra
sexualmente receptiva o un macho experto, mostrando la preferencia sexual de cada sujeto.
En conjunto, estas pruebas resultan de gran utilidad, ya que si los machos no son capaces de
detectar y preferir tanto olfatoria como sexualmente a una hembra sexualmente receptiva, la
conducta sexual no se inicia. En los animales NC no se han llevado a cabo estas pruebas
conductuales, los resultados que aporten estos experimentos nos pueden permitir entender la
causa del déficit conductual de los machos NC. Asi mismo, se ha reportado que el
tratamiento con PT modifica tanto a la preferencia olfatoria como a la sexual; por lo tanto
otro aspecto de interés es conocer si los tratamientos con PT, modifica la preferencia
olfatoria y sexual de estos animales. Como ya se menciono en el capitulo 3, et kindling en el
APM de machos NC induce la conducta sexual Sin embargo, las modificaciones que causa
el kindling se desconocen. Una posibilidad es que altere la actividad neuronal del APM y de
las regiones con las que se interconecta. Ya que el APM forma parte del SPVN (sistema
involucrado en el procesamiento de feromonas) es posible que modifique el procesamiento
olfativo de los animales. Desgraciadamente los animales NC representan menos de! 1% de la
poblacion, por lo que resulta dificil valorar esta posibilidad. Por lo anterior se propone como
modelo alternativo a la rata hembra ovariectomizada. En este modelo se evalGa si el
kindling en el APM de ratas hembras ovariectomizadas facilita la expresion de la conducta
sexual masculina al igual que en los machos NC. De ser esto cierto se analizara si los
cambios conductuales generados por el kindling se deben a modificaciones en la actividad

neuronal del SPVN.




HIPOTESIS :

I. - Los tratamientos con propionato de testosterona que inducen la conducta sexual
masculina en ratas macho y hembras gonadectomizadas, también la inducen en los machos

no copuladores.

2. - La preferencia olfatoria y sexual de los machos no copuladores es diferente a la
de los machos capaces de ejecutar la conducta sexual.

3. - El kindling en el area preoptica media o en la amigdala de ratas hembras
ovariectomizadas facilita la expresion de conductas sexuales masculinas. Dicha facilitacion

se debe a cambios en la actividad neuronal del sistema de proyeccion vomeronasal.

OBJETIVOS :

1. -Evaluar las diferencias conductuales entre machos no copuladores y copuladores

en-diferentes estados hormonales.

I.1. -Evaluar si la testosterona induce la conducta sexual masculina en los machos
no copuladores.

1.2. -Evaluar la preferencia olfatoria de los machos no copuladores.

1.3. -Evaluar la preferencia sexual de los machos no copuladores.

1.4. -Evaluar st el tratamiento con propionato de testosterona modifica la preferencia

olfatoria y sexual de los machos no copuladores.

2. -Evaluar si el kindling en el area proptica media o en la amigdala de hembras

ovariectomizadas facilita la expresion de la conducta sexual masculina.

2.1, -Evaluar si los cambios conductuales generados por el kindling, se deben a
modificaciones en la actividad neuronal del sistema de proyeccion vomeronasal medidos por

la deteccion de la proteina del gen de respuesta temprana c-fos.




CAPITULO 4. METODOLOGIA

SUJETOS

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar cuyos pesos se encontraban en el rango
de 250-350g y hembras entre 200-300g de peso. Los animales fueron mantenidos en un
ciclo invertido de luz-oscuridad (12:12 h), con libre acceso a comida comercial para rata y

agua purificada.

ESTUDIOS DE PREFERENCIA OLFATORIA Y SEXUAL EN RATAS
MACHOS NO COPULADORAS

GRUPOS Y DISENO EXPERIMENTAL

Las ratas machos, con base en tres pruebas de conducta sexual masculina (ver
4.1,1.1), se clasificaron en dos grupos (diagrama 1): machos copuladores (C) aquellos
sujetos que eyacularon en las tres pruebas y machos no copuladores (NC) aquellos que no
ejecutaron ningan patron de la conducta sexual masculina. A ambos grupos de animales se
les realizaron pruebas de conducta sexual masculina, preferencia olfatoria y sexual en tres
condiciones hormonales: a) gonadalmente intactos, b) gonadectomizados y <)
gonadectomizados tratados con PT (5 mg/kg disuelto en aceite de maiz) por 10 dias

consecutivos. Una vez terminadas las pruebas conductuales los animales se sacrificaron.
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PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

|

MACHOS MACHOS
COPU(NLAII)5())RES 1 l NO COPULADORES
(N=13)

PRUEBAS DE PREFERENCIA OLFATORIA
PRUEBAS DE PREFERENCIA SEXUAL

!

GONADECTOMIA

!

PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL
PRUEBAS DDE PREFERENCIA OLFATORIA
PRUEBAS DE PREFERENCIA SEXUAL

!

TRATAMIENTO CON PROPIONATO DE TESTOSTERONA (5 mg/kg) POR
10 DIAS CONTINUOS

!

PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL
PRUEBAS DE PREFERENCIA OLFATORIA
PRUEBAS DE PREFERENCIA SEXUAL

!

SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

DIAGRAMA 1.- ESQUEMATIZACION DEL PROCEDIMIENTO EMPLEADO EN LOS
EXPERIMENTOS DE PREFERENCIA OLFATORIA Y SEXUAL EN RATAS MACHO
NQ COPULADORAS.
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PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL

En las pruebas de conducta sexual masculina, se registraron el numero de montas e
intromisiones anteriores a la eyaculacion. En la realizacién de las pruebas de conducta
sexual masculina, se utilizaron como sujetos estimulo a ratas hembras ovariectomizadas.
Para mantenerlas sexualmente receptivas (en fase de estro) se inyectaron con 25ug de
benzoato de estradiol 53-55h antes de la prueba y con Img de progesterona 4-6 horas
antes. Los esteroides fueron disueltos en aceite de maiz comercial e inyectados
subcutaneamente en un volumen de 0.2 ml.

Las pruebas de conducta sexual se realizaron entre la tercera y la séptima hora del
periodo de oscuridad bajo una luz blanca tenue. Se utilizaron cajas de observacion
rectangulares (40X60X40 cm) con frentes de vidrio y con tapa de malla de alambre en
donde el animal experimental era introducido una vez que la hembra estimulo habia sido
colocada 5 min antes.

Las pruebas tuvieron una duracion de 30 minutos o hasta que la rata macho
cumpliera el primer intervalo post-eyaculatorio (tiempo desde la eyaculacion hasta la

primera intromisién de la siguiente serie copulatoria).
PRUEBAS DE PREFERENCIA OLFATORIA

En las pruebas de preferencia olfatoria, se cuantificé el tiempo que los animales
pasaron ohiendo/investigando distintos tipos de olores relevantes sexualmente. Las pruebas
se realizaron en cajas de madera disefiadas para observar la conducta sexual. Dentro de la
caja se colocaron tres platos distribuidos en las dos esquinas y el otro al centro. Cada plato
contenia uno de los siguientes tipos de aserrin:

Aserrin de hembras en estro: aserrin el cual fue expuesto a secreciones vaginales,
orina y heces de ratas hembra ovariectomizadas y tratadas con estradiol y progesterona .

Aserrin de hembras en anestro: aserrin que fue expuesto a secreciones vaginales,
orina y heces de ratas hembra ovariectomizadas y sin ninguan tratamiento hormonal.

Aserrin limpio: aserrin sin ningln tipo de secrecion ni desechos animales.
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En la prueba el animal experimental se coloco al centro de la caja y se cronometro
el tiempo que paso investigando / oliendo cada uno de los platos. La prueba tuvo una

duracton total de 10 min (revision en Bakker, 1996).
PRUEBAS DE PREFERENCIA SEXUAL

En las pruebas de preferencia sexual, se valoré si el animal experimental preferia la
presencia de un sujeto de su mismo sexo o del sexo contrario. Las pruebas se realizaron en
cajas de madera rectangulares (32X106X34 cm). Cada caja se dividio en tres secciones de
32X36X34 cm. En las dos secciones laterales se colocaron los animales estimulo (de un
lado una hembra sexualmente receptiva y del lado contrario un macho sexualmente
experto). Los animales estimulo permanecieron sujetos mediante chalecos, los cuales les
impidieron salir de su compartimiento pero no interfirteron con el desarrollo de la conducta
sexual,

Al inicio de la prueba el animal experimental se coloco en la seccion de en medio, la
cual tuvo dos puertas laterales. En el primer minuto las puertas permanecieron cerradas,
posteriormente se abrieron y el animal pudo interactuar libremente con cualquiera de los
dos animales estimulo. En estas pruebas se registrd el tiempo de permanencia en cada uno
de los compartimentos. El tiempo de permanencia se considerd cuando el animal introdujo
por lo menos su cara y las patas delanteras en el compartimento. El tiempo total de la

prueba fue de 15 min (revision en Bakker, 1996).
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ESTUDIOS DE LA CONDUCTA SEXUAL HETEROTIPICA EN RATAS
HEMBRAS OVARIECTOMIZADAS CON KINDLING EN EL APM O EN LA

AMG.
GRUPOS Y DISENO EXPERIMENTAL

Las hembras experimentales fueron gonadectomizadas e implantadas
estereotaxicamente para tener tres grupos de animales (diagrama 2): grupo APM, hembras
implantadas y estimuladas eléctricamente en el APM (hasta presentar PD o fase 5 del
kindling); grupo AMG, hembras implantadas y estimuladas eléctricamente en la AMG
(mismas condiciones de APM) y un Uitimo grupo de hembras a las cuales solo se les
implanto el electrodo pero no se estimularon eléctricamente. Con el objetivo de conocer si
el kindling tiene efectos facilitatorios en la expresion de conductas sexuales heterotipicas y
homotipicas en la hembra, se realizaron pruebas de conducta sexual masculina y femenina
en dos condiciones diferentes: a) antes y después del establecimiento del kindling y sin
ninglin tratamiento hormonal y b) con tratamiento hormonal de PT, primero con una dosis
baja de 2.5 mg/kg durante 15 dias y posteriormente una alta de 5 mg/kg en el mismo
numero de dias. Las pruebas de conducta sexual masculina se realizaron en el dia 5,10 y 15
de mnyeccion y las femeninas a los dias 4,9 y 14. Posteriormente se inicid un tratamiento con
5mg/kg de PT por 15 dias para inducir la conducta sexual masculina en todos los animales.
Las pruebas conductuales se realizaron en los mismos dias que en ia dosis baja. Una vez
terminado el tratamiento de 5mg/kg de PT los ammales fueron sacrificados, los cerebros
fueron tefiidos con violeta de cresilo y se les realizo una inmunocitoquimica contra Fos en el

SPVN.
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IMPLANTE DI: ELECTRODOS EN EL APM OEN LA AMG
EN HEMBRAS GONADECTOMIZADAS

'

PRULBAS DE CONDUCTA SEXUAL MASCULINA Y FEMENINA

l_— ESTIMULACION ELECTRICA (FASE 2 A 5 DEL KINDLING) ———l
FASE 2 EN EL APM FASE 3 EN EL APM FASE § EN LA AMG HEMBRAS IMPLANTADAS EN EL
(N=9) (N=5) (N=T) APM O EN LA AMG. NO ESTIMULADAS

(N-9)

/

PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL MASCULINA Y FEMENINA

'

TRATAMIENTO CON PROPIONATO DE TESTOSTERONA
15 DIAS CON 2.5 mg/kg, SEGUIDOS POR 15 DIAS CON 5 mg/kg

¢

PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL MASCULINA EN LOS DIAS 3,40 Y 153 DE CADA TRATAMIENTO
PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL FEMENINA EN LOS DIAS 4.9 Y 14 DE CADA TRATAMIENTO

'

SACRIFICIO DE LOS ANIMALES . TINCION DE L.OS CORTES DE CEREBRO CON
VIOLETA DE CRESILO PARA VER EL SITIO DE IMPLANTE DEL ELECTRODO

DIAGRAMA 2. - ESQUEMATIZACION DEL PROCEDIMIENTO EMPLEADO EN LOS
EXPERIMENTOS DE CONDUCTA SEXUAL HETEROTIPICA EN RATAS HEMBRAS CON
KINDLING EN EL AREA PREOPTICA MLEDIA (APM) O EN LA AMIGDALA (AMG).
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PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL

A los animales experimentales se les realizaron pruebas de conducta sexual
masculina (conducta heterotipica) con hembras receptivas y pruebas de conducta sexual
femenina {conducta homotipica) con machos sexualmente expertos. En los estudios de
conducta sexual masculina la duracion de la prueba fue de 30 min y se cuantificé el numero
de patrones de monta e intromision. En las pruebas de conducta sexual femenina se registro
la intensidad de la lordosis (Figura 4). De manera clasica, la lordosis se califica con valores
entre 0 y 3: intensidad O si el animal no arquea el cuerpo y no levanta la cola, intensidad |
si s6lo se presenta un ligero arqueamiento y levantamiento de la cola, intensidad 2 si el
arqueamiento y levantamiento de la cola es a la altura de la espalda, e intensidad 3 si es mas
arriba de la altura de la espalda {Hardy y Debold, 1972). Se cuantificd el coeficiente de
lordosis {(CL = [niimero total de respuestas de lordosis / nimero de montas + numero de
intromisiones] * 100) y la intensidad media de lordosis (IML == suma de puntos por prueba /
numero total de respuestas de lordosis). Las pruebas de conducta sexual femenina
finalizaron cuando cada hembra recibid un total de 10 montas o intromisiones por parte del

macho (de acuerdo con Beach, 1976).
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INTENSIDADO INTENSHY A} |

SIN PUENTOSN 1PUNTO

INTENSIDAD 2 INTENSIDAD 3

| 1 PUNTOS FPUNTOS

Figura 4. - Cuantificacion de la intensidad de la lordosis. segin Hardy ¥ Debold

(1972).

ESTABLECIMIENTO DEL KINDLING

Las coordenadas utilizadas para implantar a fos anmmales en ¢l APM fueron las
siguientes: 0.5mm fateral a la linea media. 0.3mm posterior o bregnta v 8mm de
profundidad a partir de {a duramadre. Para ¢l grupo de animales implantados en ¢l AMG:
4.23mm lateral. 2.3mme postertor a bregma vy &mm de profundidad o parur de la
duramadre (Paxinos v Watson. 1982). Se implantaron clectrodos bipolares de acero aislado
eléctricamentie con excepeion de la punta (. 3mm para permitie ¢f paso de corriente): los

clectrodoxs se soldaron a un conector. LI conector se 1ijo at crianco con acrilico dental y




tormllos de acero inoxidable. Del conector seosicod un alambre ¢l cual se conecto a une de
los tornillos para usarlo como tierra. La estimulacion se realizo en una caja de acrilico
rectangular 2 través de la cual se introdujo una trenza por ¢l techo de la caga Lo trenza
Wwvo un conector en suextremo distal, que se ensamblo con ef conector implantado en la
rata. bBsta disposteion permiito que la rata rectbicra un estimualo v oal mismo ticmpo se
pudicra tener el registro de fa actividad cerebral enun poligrato.

Los animales se dejaron recuperar del implante una semana. Posteriormente se les
paso corriente eléetrica por los clectrodos para determinar los umbrales para ta PD. Los
estimulos gque se utthizaron  fueron inicialmente de 100 microamperios v la intensidad se
aumentd 30 microamperios hasta que fa PD fuc evocada (Figura 5). Isto es. una vez
establecida la linea base en el electroencefalograma (E1G) de cada sujeto v una ver que se
da el estimulo. se presentaron espigas ritmicas de alta amplitud que variaron en frecuencia
y duracion y que fueron producidas por la estimulacion. La estimulacion repetida
meremento ta intensidad y propagacion de la PD. Los esumulos sucesivos se realizaron con
tos pardametros que se establecicron con la primera PD. Los animales se estimularon con
puisos bilasicos rectangulares de Imseg de duracion. a 60 Hz para cada estimulo. Los
animales fueron estimulados dos veees al dia por un periodo midximo de 30 dias hasta

desarrollar PD o fasc 5 dcel kindling.

!
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Figura 5. - Trazo clectroencelalogrifico donde s¢ muestra la acuvidad ncuronal
antes y despuds del estimulo. La Hnea basal es el registro previo al estimulo. s utiliza
como un control para una mejor interpretacion del registro posterior al esumulo. El registro
posterior al estimulo es la PD. en la cual se puede observar claramente Ta presencia de
actividad paroxistica.
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Para determinar la fase conductual en la cual se encontraban las ratas durante el
desarrollo del kindling, se tomaron en cuenta las manifestaciones conductuales del animal
posteriores al estimulo y se clasificaron de acuerdo a las cinco fases propuestas por Racine

(1972) ver capitulo 3.1.
TINCION CON VIOLETA DE CRESILO

Al finalizar las pruebas conductuales, los animales se sacrificaron con una sobredosis
de pentobarbital. Los animales se perfundieron intracardialmente con una solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS: 0.1 M, pH 7.4) y con paraformaldehido al 4% en 0.1 M
PB. Los cerebros ya perfundidos se extrajeron y fijaron una hora en paraformaldehido
después se transfirieron a una solucion de sacarosa al 25% en 0.1 M de PBS para su
crioproteccion. Los cerebros se cortaron en rebanadas de 35 pm. Cortes alternados fueron
tefiidos con violeta de cresilo o fueron procesados en una inmunchistoquimica para Fos.

La tincién con violeta de cresilo se realizo de la siguiente forma: inictalmente los
cortes se montaron en portaobjetos y desengrasaron con cloroformo y alcohol al 25%.
Posteriormente se tifieron con vioieta de cresilo y se pasaron por alcohol al 50 y 70%, se
diferenciaron con solucion diferenciadora (alcohol al 70% y gotas de acido acético glacial)
hasta obtener el contraste deseado. Enseguida los cortes se deshidrataron en alcoholes
(95%, 100%) y xileno (alcohol 100% /xileno (1:1) ). Finalmente se colocaron cubreobjetos
a las laminillas. La tincidon con violeta de cresilo contrastd el cerebro y nos permitio

P

visualizar el sitio de implante del electrodo.
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INMUNOHISTOQUIMICA CONTRA FOS

La inmunohistoquimica contra la proteina Fos se realizd como a continuacion se
describe: los cortes se lavaron en un inicio con PBS 0.1 M, posteriormente con H,0, al 1%
en PBS 0.1 M y finalmente con PBS 0.IM. Después se incubaron por 16 horas con el
anticuerpo primario para Fos (1:5000 DCH-1/ 0.52% Tritén X 100 /en 0.1M PBS). El
anticuerpo DCH-1 es monoclonal, se obtuvo de conejo y esta dirigido contra la secuencia
N-terminal de Fos de la rata. Al término de la incubacion los cortes se emuagaron con
solucion de lavado (0.02% Triton X 100 / 0.1 M PBS) e incubaron en el anticuerpo
secundario (1:200 1gG anticonejo en cabra biotinilado/ 0.52% T-X 100/ en 0.1M PBS).
Posteriormente a la incubacion los cortes se lavaron e incubaron en el complejo avidina-
biotina (ABC), el cual se retiré empleando PBS 0.1 M. Para finalizar, las secciones se
revelaron mediante la reaccion de Nickel 3,3 -diaminobenzidina (DAB: 5ml de H,O/ 2 gotas
de solucidn amortiguadora/ 4 gotas de DAB/ 2 gotas H,0,/ 2 gotas nickel). Los cortes de
cerebro se montaron en portaobjetos cubiertos de gelatina, se secaron y enjuagaron con
agua destilada y se cubrieron con cubreobjetos usando permount. La inmunchistoquimica
realizada produce una reaccion entre negra y gris en determinados nicleos neuronales, a los

que nos referiremos como células inmunoreactivas para Fos.




ANALISIS ESTADISTICO

ESTUDIOS DE PREFERENCIA OLFATORIA Y SEXUAL EN RATAS
MACHOS NO COPULADORAS.

Los datos del porcentaje de sujetos que montaron, intromitieron y  eyacularon se
analizaron usando estadistica no paramétrica empleando la prueba de x°. En las pruebas de
preferencia olfatoria se usd un Anilisis de Varianza (ANOVA) de 2 (grupo: NC o C) X 3
(tipo de aserrin: aserrin expuesto a secreciones de hembras en estro, aserrin expuesto a
secreciones de hembras en anestro o aserrin limpio) X 3 (condicion hormonal de los
animales: intacto, gonadectomizado y gonadectomizado tratado con PT) con medidas
repetidas del Gltimo factor. En las pruebas de preferencia sexual se usé una ANOVA 2
(grupo: NC o C) X 2 (tiempo de permanencia: tiempo de permanencia con la hembra o
tiempo de permanencia con el macho) X 3 (condicion hormonal de los amimales: intacto,
gonadectomizado y gonadectomizado tratado con PT) con medidas repetidas del titimo
factor. En caso de diferencias significativas, "se realizaron comparaciones post-hoc

empleando la prueba de Fisher.

ESTUDIOS DE LA CONDUCTA SEXUAL HETEROTIPICA EN RATAS
HEMBRAS OVARIECTOMIZADAS CON KINDLING EN EL APM O EN LA
AMG.

Los datos del porcentaje de ammmales que presentaron el patron de monta,
intromision y eyaculacién se analizaron empleando una %°. E! namero de patrones de monta
e intromision se analizaron usando una ANOVA de 4 (grupo: FE, AMG, APM 2 0 APM 5)
X 3 (dia de prueba: dia 5, dia 10 y 15) con medidas repetidas del ultimo factor. En el
experimento para detectar actividad neuronal del SPVN se empleé una ANOVA 3 (grupo:
FE, AMG o APM) X 2 (tipo de aserrin: aserrin expuesto a secreciones vaginales de
hembras en estro o aserrin hmpto) completamente aleatorizada. En caso de diferencias

significativas se utilizaron pruebas post-hoc de Fisher.
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CAPITULO 5. RESULTADOS

ESTUDIOS DE PREFERENCIA OLFATORIA Y SEXUAL EN RATAS
MACHOS NO COPULADORAS.

De las pruebas de conducta sexual se obtuvieron dos grupos: machos copuladores
(C; N=15) los cuales presentaron la conducta sexual (montas. intromisiones Yy
eyaculaciones) en tres pruebas con hembras sexualmente receptivas y un grupo de machos
no copuladores (NC; N =13) los cuales no desplegaron ningin patron de conducta en el

mismo numero de pruebas.
PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL

En las pruebas de conducta sexual realizadas después de que los animales fueron
gonadectomizados (grafica 1,2 y 3), se observo una disminucion el porcentaje de animales
C que montaron (80%), intromitieron (57%) y eyacularon (20%). En el grupe NC ninguno
de los animales present6 los parametros de la conducta sexual. Resultando las diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de amimales que montaron e intromitieron
entre machos C y NC.

Cuando ambos grupos de amimales fueron tratados con una dosis diaria de Smg/kg
de PT por 10 dias continuos (grafica 1,2 y 3), el porcentaje de animales C que montaron fue
de 100%, 97% los que intromuitieron y 88% los que eyacularon. En el grupo de machos NC
solo un bajo porcentaje de los sujetos montaron (65%), intromitieron (42%) vy eyacularon
(11%), siendo las diferencias estadisticamente significativas para cada parametro de la

conducta sexual entre machos C y NC.
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Grifica 1.- Porcentaje de machos copuladores (C) y no copuladores (NC) que desplegaron
el patron de monta en las diferentes condiciones hormonales: intacto. gonadectomizado
¥ gonadectomizado inyectado con propionato de testosterona (PT).

* Diferente con respecto a macho C en a misma condicion, P< 0. 01 (prueba de Fisher).
- Diferente de imacto vy gonadectomizado en el mismo grupo, P< (.01 (prueba de Fisher).
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Grafica 2.- Porcentaje de animales C vy NC que presentaron el patrdn de intromision.

* Diferente de macho C en la misma condicion, P< 0.01{prueba de Fisher).

- Diferente de intacto y gonadectomizado en el mismo grupo, P< 0.01{prucba de Fisher).
+ Diferente de intacto y PT ¢n el mismo grupo. P< 0,01, (prueba de Fisher)
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Grifica 3.- Porcentaje de animales C vy NC que presentaron el patron de eyaculacion,
* Diferente de macho C en la misma condicién, P< 0.01 (prueba de Fisher)
+ Diferente de intacto v PT en el mismo grupo, P<U. 01 (prueba de Fisher),

Estos resultados indican que mientras el tratamiento con PT es capaz de recuperar la

conducta sexual en los machos C gonadectomizados, en los animales NC s0lo la induce en

una baja proporcion. Lo anterior sugiere que el déficit conductual de los NC no se debe

solamente a niveles bajos de T.




PRUEBAS DE PREFERENCIA OLFATORIA

Los datos presentados en la tabla 1, muestran que el grupo de machos C tiene una
preferencia significativa por el aserrin expuesto a las secreciones vaginales de hembras en
estro, en lugar de aserrin expuesto a secreciones vaginales de hembra en anestro y aserrin
limpio en las tres condiciones hormonales. Los machos NC s6lo muestran esta preferencia
en las condiciones gonadectomizados y gonadectomizados tratados con PT. No obstante
que ambos grupos de animales prefieren el olor de una hembra en estro, los machos C en la
condicién gonadectomizados como tratados con PT pasan sigmficativamente mas tiempo
oliendo el aserrin expuesto a secreciones de hembras en estro que los animales NC. Los
machos NC intactos no tienen preferencia entre el aserrin expuesto a secreciones vaginales
de hembras en estro con respecto al expuesto a secreciones de hembras en anestro,
solamente se observan diferencias entre el aserrin expuesto a secreciones de hembras en
estro y el aserrin limpio. La condicion hormonal de los animales no altera de forma
importante la preferencia olfatoria por los diferentes tipos de aserrin. Lo que nos indica que

los niveles de T no modifican la preferencia olfatoria.

Tabla 1. - Preferencia olfatoria de ratas macho NC y C, en tres condiciones diferenies: intactos.
gonadectomizados y gonadectomizados tratados con PT. Se muestra el tiempo que los sujetos pasaron
oliendo aserrin limpio (limpio), aserrin expuesto a secreciones de hembras en anestro (anestro) o aserrin
expueslo a secreciones de hembras en estro (estro). Los datos se expresan como la media +EE. El nitmero de

sujetos se muestra en los paréniesis.

COPULADORES (N=8) NO COPULADORES (N=9)
TiPO DE ASERRIN LIMPIO ANESTRO ESTRO LIMPIO ANESTRO [ESTRO
CONDICION
iNTACTO 2314.5 26.724.5 53.4t7.9" 20.4x1.5 33.316 43,214 2°
GONADECTOMIZADO [2013 25.713.8 69.5¢11.8* 22.3146.3 17.613.7 34.216"+
PT 19.9£4.3 25.514 6815.1" 14.846.5 14.412.8 31.914. 4™+

* Diferente de limpi¢ y anestro. dentro del mismo tratamienio, P<(.3 (prueba de Fisher).
+ Diferente de macho C en la misma condicion. P< 0.5 (prueba de Fisher).

¢ Diferente de limpio, dentro del mismo tralamiento. P< 0.05 (prucba de Fisher).
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Los resultados muestran que aunque los animales NC prefieren oler el aserrin
expuesto a las secreciones vaginales de hembras en estro esta preferencia es
significativamente menor en comparacion con los machos C y ademas la preferencia

olfatoria no se modifica por el tratamiento con PT.
PRUEBAS DE PREFERENCIA SEXUAL

Los resultados muestran que los machos C pasan significativamente mas ttempo
investigando el compartimento donde se encuentran las hembras sexualmente receptivas en
comparacion con el compartimento con los machos o el neutro (grafica 4). Los animales NC
solo muestran una preferencia por el compartimento con la hembra receptiva después de ser
gonadectomizados y tratados con PT. Ademas, los machos NC en las tres condiciones
hormonales pasan significativamente mas tiempo con los machos sexualmente activos que
los animales C. En resumen los machos NC solo tienen preferencia sexual por las hembras
receptivas después del tratamiento con PT vy muestran una mayor preferencia por los
machos activos que los amimales C. Los tratamuentos con PT modifican la preferencia

sexual en los animales NC.
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Grafica 4.- Preferencia sexual de machos C ¥ NC en tres condiciones hormonales, A intactos, B
gonadectomizados y C gonadectomizados y tratados con PT. Se grafica ¢l tiempo que el
compartimento neutro (neutro), en el compartimento con un macho activo (m
una hembra sexualmente receptiva (hembra).

* Diferente del compartimento  neutro v del compartimento con ¢l macho deniro del
P<0.05 (prueba de Fisher).

+ Diferente de macho C en la misma condicion. P<0.05 (prueba de Fisher).
A Diferente del compartimento con el macho en el mismo grupo, P< 0.05 (prueba de Fisher).
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ESTUDIOS DE LA CONDUCTA SEXUAL HETEROTIPICA EN RATAS
HEMBRAS OVARIECTOMIZADAS CON KINDLING EN EL APM O EN LA
AMG.

PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL (SIN ESTEROIDES SEXUALES)

Con la finalidad de conocer si el kindling en el APM o en la AMG de ratas hembras
gonadectomizadas facilita la expresion de la conducta sexual masculina se tuvieron los
siguientes sujetos en cada grupo experimental: grupo FE, N =9, grupo AMG, N = 7; con el
objetivo de hacer mas fino el analisis de los datos el grupo APM se dividi6 en animales que
solo presentaron PD o fase 2 del kindling, APM 2, N = 9y sujetos que llegaron a la fase 5
del kindling, APM 5, N=5.

Antes de iniciar el procedimiento de kindling se realizaron pruebas de conducta
sexual homotipica y heterotipica. En estas pruebas no se observaron diférencias
conductuales significativas entre los distintos grupos (datos no mostrados).

En las pruebas realizadas después de que los animales implantados se estimularon
eléctricamente hasta presentar PD o fase 5 del kindling se observo que los animales de los
grupos FE, AMG y APM 5 no ejecutaron ningln patron de la conducta sexual masculina.
Solo el 22 % de las hembras del grupo APM 2 montaron (resultado estadisticamente no
significativo con respecto a los otros grupos). En las pruebas de conducta sexual fememna
las hembras no se mostraron receptivas (datos no mostrados).

Estos resultados nos llevan a la conclusion de que el kindling en el APM o en la
AMG de ratas hembras ovariectomizadas por si s6lo, no favorece la expresion de conductas
sexuales homotipicas ni heterotipicas.

Con la finalidad de conocer si el kindling en el APM o en la AMG de hembras
ovariectomizadas combinado con un tratamiento hormonal de PT puede facilitar la expresion
de la conducta sexual masculina todos los animales fueron tratados con una concentracion
baja de PT (2.5 mg/kg). Esta cantidad es la mitad de la dosis que se ha reportado es capaz
de inducir consistentemente la conducta sexual masculina en ratas macho y hembras

gonadectomizados. Los amimales fueron inyectados diariamente por un periodo de 15 dias,
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durante los cuales se registrd la conducta sexual homotipica los dias 4, 9 y 14 y la
heterotipica los dias 5, 10 y 15. Posteriormente todos los sujetos fueron inyectados con una
dosis de Smg/kg de PT para evaluar la conducta sexual masculina en la misma secuencia que

con la dosis baja.
PRUEBAS DE CONDUCTA SEXUAL (TRATAMIENTQ CON PT)

En las pruebas de conducta sexual heterotipica, realizadas El dia 5 (grafica 5) se
observa que el mayor porcentaje de sujetos que presentaron el patron de monta fueron los
del grupo APM 2 en los tres dias de prueba (diferencia estadisticamente significativa con
respecto a los grupos FE y APM 5 en el dia 5; con el grupo FE en el dia 10 y con el grupo
APM 5 en el dia 15). Estas diferencias se correlacionan con el nimero de patrones de
montas (grafica 6) ya que el grupo APM 2 mont6 significativamente mas veces en todos los
dias de prueba (diferencias estadisticamente significativas con respecto a los grupos FE,
AMG y APM 5 en el dia 5 de prueba; con los grupos FE y APM S en el dia 10 y con los
grupos FE y APM 5 en el dia 15). El grupo APM 5 sol6 el dia 10 de prueba montd en un
mayor porcentaje que las hembras del grupo FE. Y el grupo AMG monto significativamente

mas veces que el grupo FE en el dia 10 de prueba.
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Grafica 5.- Porcentaje de hembras que desplegaron el patron de monta en los diferentes grupos.
Falso estimulado (FE), con kindling en la AMG (AMG), estimulados en el APM v que registraron
PD o fase 2 del kindling (APM 2) y animales estimulados en el APM y que llegaron a la fase 3
del kindling (APM 5). Todos los animales fueron tratados con 2.5 mg/kg de PT
* Diferente con respecto a FE, mismo dia de prueba, P< 0.035 (prueba de Fisher).
+ Diferente con respecto a APM 2, mismo dia de prueba, P< 0.05 (prueba de Fisher).
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Grafica 6.- Numero de patrones de monta desplegados en los diferentes grupos.
Todas las hembras  fueron tratadas con 2.5 mg/kg de PT Se grafica la
media £EE.

* Diferente con respecio a FE, mismo dia de prueba, P< 0.03 (prueba de Fisher),

+ Diferente con respecto a APM 2, mismo dia de prueba, P<0.03 (prueba de Fisher).

64




En lo referente a los patrones de intromision al dia 5 solo el grupo AMG lo presento
(grafica 7, 8) pero no hubo diferencias estadisticamente significativas con respecto a los
demas grupos. En las pruebas realizadas en el dia 10 no se presentaron diferencias ni en el
porcentaje de animales que presentaron este patron, ni en el numero de intromisiones entre
los grupos. Al dia 15 no se encontraron diferencias en el porcentaje de hembras que
realizaron patrones de intromision. Sin embargo se obtuvieron diferencias en el nimero de
estos, ya que las hembras de los grupos APM 2, APM 5 y AMG tuvieron significativamente
mas patrones de intromision que los animales del grupo FE. Ei patron de eyaculacion no se
observo en ninguno de los sujetos. En las pruebas de conducta sexual femenina ninguna

hembra se mostro receptiva (datos no mostrados).
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Grafica 7.- Porcentaje de hembras que desplegaron ¢l patron de intromision en los
diferentes grupos. Todos tos animales fueron tratados con 2.5 mg/kg de PT.
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Grafica 8.- Namero de patrones de intromision desplegadas en los diferentes grupos.
Todos las hembras fueron traladas con 2.5 mg/kg de PT. Se grafica la media =EE.
* Diferente con respecto a FE, mismo dia de prueba, P< 0.05 (prucba de Fisher).

Los resultados anteriores nos muestran que la estimulacién eléctrica del APM hasta
generar PD o fase 2 del kindling (grupo APM 2) en hembras ovariectomizadas y tratadas
con 2.5 mg/kg de PT aumenta el porcentaje de animales que presentan el patron de monta y
el nimero total de montas durante todos los dias de prueba. Mientras que el kindling en
hembras ovariectomizadas en el APM (PD o fase 2) y en la AMG, facilita el numero de
patrones de intromisién de manera significativa al dia 15 de prueba. En lo referente a las
pruebas de conducta homotipica el kindling en el APM o en la AMG no tienen efecto en la
expresion de la conducta sexual femenina de hembras gonadectomizadas.

Una vez terminado el tratamiento con 2.5 mg/kg de PT. todos los animales fueron
inyectados por 15 dias con Smg/kg de PT. En las pruebas de conducta sexual masculina
(graficas 9 y 10) no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de animales que
ejecutaron el patron de monta ni en el numero de éstas independientemente del dia en que

se realizo la prueba.
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Grafica 9.- Porcentaje de hembras que desplegaron el patrén de monta en los diferentes gnipos.
Todos los animales fueron tratados con § mg/kg de PT.
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Grafica 10.- Namero de patrones de monta desplegadas en los diferentes grupos.
Todas las hembras fueron tratadas con 5 mg/kg de PT. Se grafica la media +EI
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Con respecto al porcentaje de animales que presentaron el patron de intromision
(grafica 11) al dia 5 no se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos.
En el dia 10, las hembras del grupo AMG presentaron el patron de intromision en un mayor
porcentaje que los amimales FE (diferencia estadisticamente significativa), mientras que al dia
I5 tas hembras de los grupos APM 2, APM 5 y AMG intromitieron en un mayor porcentaje
que las hembras FE (diferencia estadisticamente significativa). Es interesante notar que
estas diferencias se correlacionan con el numero de patrones de intromiston ya que durante
los tres dias de prueba, las hembras de los grupos APM 2, APM 5 y AMG significativamente
presentaron el patron de intromisién en un nimero mayor de veces que los animales FE.
Ninguno de los sujetos presentd el patron de eyaculacion. En las pruebas de conducta
sexual femenina las hembras no se mostraron receptivas (datos no mostrados).
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Grafica |1 - Porcentaje de hembras que desplegaron el patrdn de intromision en los
diferentes grupos. Todos los animales fueron tratados con 5 mg/kg de PT.
* Diferente con respecto a FE, mismo dia de prueba, P< 0.05 (prueba de Fisher)
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Grafica 12.- Nimero de patrones de intromision desplegadas en los diferentes
grupos. Tedas las hembras fueron tratadas con 5 mg/kg de PT. Se grafica la
media =EE.

* Diferente con respecto a FE, nusmo dia de prueba, P< 0.05 (prueba de Fisher).

En resumen, nuestros resultados muestran que el kindling en el APM las ratas
hembras ovariectomizadas tratadas con 2.5 mg/kg de PT, facilita la expresion del patron de
monta, el cual se considera como el componente apetitivo de la conducta sexual masculina.
Cuando las ratas son tratadas con 5Smg/kg de PT se observa que el kindling en el APM o en
la AMG facilita la realizacion de patrones de intromision, los cuales se relacionan con la

ejecucion de la conducta sexual masculina.
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FOS EN EL SISTEMA DE PROYECCION VOMERONASAL

Otro aspecto de interés fue conocer si el procesamiento de claves quimiosensoriales
sexualmente relevantes es igual o diferente entre las ratas con kindling en el APM con
respecto a las ratas con kindling en la AMG vy las FE. Lo anterior nos podria explicar un
posible mecanismo por medio del cual el kindling facilita {a expresion de la conducta sexual
heterotipica en hembras ovariectomizadas. En la evaluacion de esta alternativa se cuantifico
el nimero de neuronas inmunoreactivas para Fos en el SPVN. En este experimento se
emplearon hembras ovariectomizadas con kindling en el APM oenla AMG y hembras FE
las cuales fueron tratadas con 2.5 mg/kg de PT por 5 dias (dia en el cual se obtuvieron los
primeros efectos facilitarotios de la conducta sexual heterotipica). La mitad de los sujetos
de cada grupo se colocaron en camas con aserrin expuesto a secrectones de hembras en
estro y Ia otra mitad en camas con aserrin limpio (control). Las regiones neuronales en las
cuales se cuantifico Fos fueron: BOA en la capa mitral y granular, acumbens (Acc) centro y
cubierta, APM, NCST y la AMG anterior y posterior.

Los resultados muestran que no existieron diferencias significativas consistentes
entre los diferentes grupos cuando fueron expuestos a aserrin limpio o aserrin que sirvio de
cama a hembras en estro. Unicamente el nimero de neuronas inmunoreactivas fue mayor en
el NCST en el grupo estimulado en el APM en comparacion con el grupo estimulado en la
AMG (tabla 2). En las demés regiones analizadas no existieron diferencias en el nimero de
neuronas inmunoreactivas a Fos. Estos resultados sugieren que aunque el kindling facilita la
conducta sexual heterotipica, no actua modificando el funcionamiento del SPVN

cuantificado por la deteccion de Fos.
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Tabla 2. - Namero de neuronas inmureactivas a la proteina Fos en el SPVN de ratas
hembras ovariectomizadas tratas con 2.5 mg/kg de PT. Se utilizaron animales FE o con
kindling en el APM o en la AMG. Los animales fueron sacrificados después de que la mitad
de ellos olieron por 90 min camas de aserrin limpio (limpio) o aserrin expuesto a secreciones
vaginales de hembras en estro (estro). Las regiones neuronales cuantificadas fueron: BOA
capa mitral y granular (BOAm y BOAg), acumbens en la cubierta y en el centro (ACC
cubierta y ACC centro), APM, NCST y la AMG anterior y posterior (AMGa y AMGp). Los

datos se expresan como la media + EE. El nGmero de sujetos se muestra entre paréntesis.

GRUPO EXPERIMENTAL FE(N=12} JAMG(N=12) |APM(N=10)
AREA CONDICION
BOAM LIMPIO 23.444 .56 26.2518 91 36.25+29
ESTRO 246213 29.25¢19 2219.86
BOAg LIMPIO 21+9.23 9.524.5 25.212
ESTRO 10.916.21 11.2545.1 1017.17
Acc cubierta LIMPIO .66+.49 2241.01 4.5+3 .57
ESTRO 1.41.97 2+1 3.8+1.3
ACC centro LIMPIO .33+.33 1.661.16 2.5£2.17
ESTRO .83%.65 1.661.16 241.03
APM LIMPIO 184+3.6 1844.07 18.754£3.5
ESTRO 24 5142 13.743.61 19.116.9
NCST LIMPIO 2.5£1.17 1.83%1 2.75+1.1
ESTRO 3.5¢1.2 .83+.83" 4612
AMGa LIMPIO 1.1641.02 55416 8.2+1.9
ESTRO 6.811.15 3.212.24 9.5+4.03
AMGp LIMPIO 3.4+1.53 9.6+3.26 9.7515.23
ESTRO 3.611.16 1.621.16 6.75¢1.1

* Diferente del grupo estimulado en la AMG, misma condicion, P< 0.05 (prueba de Fisher).
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HIPOTESIS :

1. - Los tratamientos con propionato de testosterona que inducen la conducta sexual
masculina en ratas macho y hembras gonadectomizadas, también la inducen en los machos
no copuladores.

2. - La preferencia olfatoria y sexual de los machos no copuladores es diferente a la
de los machos capaces de ¢jecutar la conducta sexual.

3. - El kindling en el area preoptica media o en la amigdala de ratas hembras
ovariectomizadas facilita la expresion de conductas sexuales masculinas. Dicha facilitacion

se debe a cambios en la actividad neuronal del sistema de proyeccion vomeronasal.

OBJETIVOS :

1. -Evaluar las diferencias conductuales entre machos no copuladores y copuladores

en diferentes estados hormonales.

1.1. -Evaluar si la testosterona induce la conducta sexual masculina en los machos
no copuladores.

1.2. -Evaluar la preferencia olfatoria de los machos no copuladores.

1.3. -Evaluar la preferencia sexual de los machos no copuladores.

1.4. -Evaluar si el tratamiento con propionato de testosterona modifica la preferencia

olfatoria y sexual de los machos no copuladores.

2. -Evaluar si el kindling en el area proptica media o en la amigdala de hembras

ovariectomizadas facilita la expresion de la conducta sexual masculina.

2.1. -Evaluar si los cambios conductuales generados por el kindling, se deben a
modificaciones en la actividad neuronal del sistema de proyeccion vomeronasal medidos por

la deteccton de la proteina del gen de respuesta temprana c-fos.




CAPITULO 6. DISCUSION

ESTUDIOS DE PREFERENCIA OLFATORIA Y SEXUAL EN RATAS
MACHOS NO COPULADORAS.

Las causas del déficit en la conducta sexual de los machos NC se desconocen. Se ha
demostrado que este déficit no se debe a una alteracion en la funcion peneana o del umbral
a la respuesta sexual (Stefanick y Davidson, 1987). También se ha descrito que no existen
deficiencias en los niveles hormonales de T de estos animales (Beach y Levinson, 1950;
Whalen y col., 1961). En el presente trabajo encontramos que los tratamientos con PT que
inducen la conducta sexual masculina en ratas macho y hembras gonadectomizadas
(Bressler y Baum, 1996) no la inducen completamente en los machos NC.

Es interesante notar que, durante el tratamiento con PT un porcentaje de los machos
NC realizo algun parametro de la conducta sexual (graficas 1, 2 y 3). Estos resultados se
pueden deber a que antes del tratamiento los animales se gonadectomizaron, lo que
disminuye notablemente los niveles de T. Se ha demostrado que al disminuir los niveles de
una hormona una respuesta de las células es incrementar el nimero de receptores a dicha
hormona. Asi la gonadectomia puede generar un aumento en el namero de receptores a
androgenos. Los machos NC pueden tener deficiencias en el nimero de sus receptores
esteroidales y al ser gonadectomizados el numero de dichos receptores puede incrementarse.
En consecuencia, el tratamiento con PT y un nimero mayor de receptores a androgenos
pueden ser los factores que influyeron para que algunos machos NC presenten los
pardmetros de la conducta sexual masculina. Por lo anterior es importante que en trabajos
posteriores se cuantifiquen los receptores a androgenos en ratas machos NC; asi como
también receptores a estrogenos y la actividad de la enzima aromatasa, ya que como se
explica en el capitulo |, un mecanismo de accion de ta T es mediante su conversion a E por
la aromatizacion. Estos estudios nos permitiran concluir si estos animales tienen deficiencias
en sus receptores a esteroides o en la conversiondela T a E.

Para que la conducta sexual pueda llevarse a cabo es necesario que los machos sean

capaces de detectar a las hembras sexualmente receptivas. Los roedores utilizan para este fin




principalmente el sentido del olfato. Se ha reportado que las lesiones en el BOA de ratas
macho generan un descenso en el porcentaje de animales que eyaculan (Larsson, 1975;
Meisel y col., 1982). Asi otro aspecto de interés es conocer si los NC son capaces de
detectar y/o preferir a las hembras sexualmente receptivas. Por lo anterior se realizaron
pruebas de preferencia olfatoria y sexual en estos animales. En los experimentos de
preferencia olfatoria se ha reportado que los machos muestran una preferencia por el olor
(LeMagnen, 1952; Stern, 1970), la orina (Carr y Solberg, 1962) o secreciones vaginales de
hembras en estro (Swann, 1997) en comparacion con las secreciones de hembras en anestro
o las secreciones de machos. Dicha preferencia parece depender del estado hormonal de los
sujetos (LeMagnen, 1952} asi como de su experiencia sexual previa (Carr y col.,, 1965; Carr
y col., 1966). En este trabajo realizamos pruebas de preferencia olfatoria a machos NC y C
en tres condiciones hormonales: intactos, gonadectomizados y gonadectomizados tratados
con PT. Nosotros encontramos qﬁe los machos NC gonadectomizados y gonadectomizados
tratados con PT al igual que los machos C en las tres condiciones hormonales prefieren
significativamente el aserrin expuesto a secreciones de hembras en estro en comparacion
con el aserrin limpio y el expuesto a secreciones de hembras en anestro, pero esta
preferencia es significativamente menor en los NC con respecto a los C. Nuestros resultados
son muy interesantes ya que muestran que aunque los machos NC gonadectomizados no
tienen experiencia sexual, si son capaces de preferir el olor de las hembras en estro. Este
resultado contrasta con los estudios de Carr, Loeb y Dissinger (1965) quienes reportaron
que mientras las ratas macho sexualmente expertas prefieren el olor de las hembras
sexualmente receptivas, las ratas sin experiencia sexual y las gonadectomizadas no muestran
dicha preferencia. Sin embargo una diferencia muy importante entre nuestro trabajo y los
estudios va mencionados es que aunque los machos NC intactos y gonadectomizados no
tienen experiencia sexual, si han tenido contacto fisico con las hembras sexualmente
receptivas, mientras que los animales inexpertos de Carr y colaboradores nunca tienen dicho
contacto. Podria suponerse entonces que la preferencia por el olor de las hembras
sexualmente receptivas depende de la interacion social con ellas. Por otra parte, en nuestros
experimentos, la gonadectomia de los machos C no disminuye la preferencia olfatoria por

las hembras en estro, lo anterior se puede explicar por el hecho de que en los trabajos donde




se ha reportado que los machos gonadectomizados no muestran preferencia olfatoria por las
hembras en estro las pruebas se realizan 15 dias después de la cirugia (Paredes y col., 1998).
En nuestro trabajo los experimentos de preferencia olfatoria los hacemos a los 7 dias
posteriores a la gonadectomia. Por lo anterior es muy probable que en este lapso de tiempo
la preferencia olfatoria por la hembra receptiva atin no se elimine. Por otra parte LeMagnen
en 1952 demostré que machos castrados o prepuberes solo muestran preferencia olfatoria
por las hembras sexualmente receptivas después de un tratamiento con T, de igual manera
Paredes y colaboradores (1998) demostraron que mientras los machos gonadectomizados
tratados con PT son capaces de mostrar preferencia olfatoria por las hembras sexualmente
receptivas los machos gonadectomizados tratados con aceite no tienen preferencia olfatoria.
Estos trabajos demuestran que los mveles de T son importantes para determinar la
preferencia olfatoria. En nuestros experimentos los machos NC gonadectomizados.
muestran una preferencia olfatoria por las hembras sexualmente receptivas aunque esta
preferencia es menor a la de los machos C. Podria suponerse entonces, que la deficiencia en
la preferencia olfatoria de los NC se debe a deficiencias en sus niveles de T. Sin embargo,
_esto parece poco probable ya que los machos NC, gonadectomizados tratados con PT al
igual que en la condiciéon antes mencionada, también mostraron una preferencia deficiente
por las hembras sexualmente receptivas.

En las pruebas de preferencia sexual los animales son libres de elegir entre
interactuar (oler y/o desplegar la conducta sexual) con una hembra sexualmente receptiva o
con un macho activo. Se ha reportado que la experiencia sexual previa es determinante para
que los machos tengan preferencia por las hembras receptivas. Asi también se ha
demostrado que el estado gonadal de los sujetos es importante ya que los machos
prepuberes prefieren al macho y solamente se observa una orentacion por la hembra
después de un tratamiento con T (Matuszczyk y col., 1994). En las pruebas de preferencia
sexual de machos C y NC encontramos que mientras los machos C en las tres condiciones
hormonales prefieren a las hembras sexualmente receptivas, los machos NC solo muestran
preferencia por las hembras en la condicion gonadectomizado tratado con PT. Nuestros
machos NC en la condicion intactos y gonadectomizados no tienen experiencia sexual La

ausencia de experiencia sexual puede ser fa responsable de que los machos NC no tengan
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preferencia por las hembras sexualmente receptivas. Durante el tratamiento con PT algunos
amimales presentaron algunos de los parametros de la conducta sexual, por lo tanto
probablemente la experiencia sexual adquirida previamente influyd en su orientacion por
las hembras receptivas. Los machos NC en la condicidn intacto y gonadectomizado aunque
no tienen preferencia por el macho activo en comparacion con la hembra receptiva, muestran
una mayor preferencia por los machos sexualmente activos que los amimales C. Este
comportamiento es similar al de los machos lesionados en el APM, ya que muestran
preferencia por los machos sexualmente activos (Paredes y col., 1997). Ademas, tanto los
amimales NC como los lesionados en el APM comparten otras caracteristicas en comun.
Ambos grupos de amimales no despliegan la conducta sexual (revision en Meisel y Sachs,
1994), sus mecamsmos de ereccion o eyaculacion son normales (Heimer y Larson,
1966/1967; Lisk, 1968; Stefanick y Davidson, 1987) al igual que sus niveles de T (Beach,
1942). Por lo anterior, es probable que los machos NC tengan una lesion funcional del

APM, esta propuesta sera evaluada en estudios posteriores.




ESTUDIOS DE LA CONDUCTA SEXUAL HETEROTIPICA EN RATAS
HEMBRAS OVARIECTOMIZADAS CON KINDLING EN EL APM O EN LA
AMG.

La conducta sexual es gobernada por diferentes estructuras neuronales. Sin embargo,
en la actualidad la mayoria de los investigadores coinciden en que el APM es la region
neuronal mas importante en el control de la conducta sexual masculina en la rata y muchas
especies animales (revision en Sachs y Meisel, 1988). Lesiones grandes y bilaterales en esta
area eliminan completamente la conducta sexual (revision en Portillo y Paredes, 1998) y
contrariamente la estimulacion eléctrica del APM facilita su ejecucion (Malsbury, 1971.
Merari y Ginton, 1975). E1 APM tiene también una funcion importante en el control de la
conducta sexual femenina. La activacién eléctrica de esta area inhibe la conducta
reproductiva de la hembra y suprime la lordosis (Pfaff y Sakuma, 1979 Hoshina y col.,
t994). Un tipo de estimulacion eléctrica con efectos permanentes en el funcionamiento
neuronal es el encendimiento eléctrico o kindling. En estudios conductuales se ha observado
que el kindling en el APM de ratas macho NC induce la conducta sexual masculina (Paredes
y col.,1990), mientras que el kindling en esta area en ratas hembras facilita la expresion de
conducta materna (Morgan, 1995). Estos cambios conductuales son permanentes (Paredes
y col., 1990, Morgan, 1995).

En nuestro grupo de investigacion estamos interesados en estudiar los cambios
fisiologicos y conductuales que induce el kindling en los machos NC. A nivel conductual,
por experimentos realizados en este trabajo, sabemos que los machos NC tienen deficiencias
en la deteccion de las feromonas y probablemente tienen alteraciones funcionales a rivel del
APM. Ya que el APM forma parte del SPVN, es posible que el kindling modifique la
actividad neuronal de este sistema durante el procesamiento de las feromonas.
Desafortunadamente no contamos con un nimero suftciente de machos NC. por lo que’
decidimos utilizar como modelo alternativo a la rata hembra. En estos experimentos
utilizamos ratas hembras ovariectomizadas las cuales se implantaron y estimularon
eléctricamente (kindling) en el APM o en la AMG. A estos animales se les registro su

conducta sexual masculina y femenina. Nuestros resultados muestran que el kindling en el
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APM o en la AMG por si mismo no facilita la expresion de la conducta sexual masculina ni
femenina.

Los tratamientos hormonales pueden inducir conductas sexuales heterotipicas. Asi se
ha demostrado que tratamientos con PT (5 mg/kg) induce la conducta sexual masculina en
ratas hembras ovariectomizadas (Bressler y Baum, 1996), con base en esta informacion se
evalio si el kindling en el APM o en la AMG de ratas hembra facilita la expresion de
conductas sexuales masculinas utilizando una dosis menor de PT a las requendas
normalmente. En estos experimentos se observo que el kindling en el APM o en la AMG
de ratas hembra y una dosis baja de PT (2.5 mg/kg) facilita la expresion de patrones de
monta, mientras que el tratamiento con 5 mg/kg de PT facilita los patrones de intromision.

Dado que los primeros efectos facilitatorios se observaron en los parametros de
monta, y estos fueron mas consistentes en los animales con kindling en el APM se puede
pensar que el kindling facilita los aspectos motivacionales de la conducta sexual heterotipica
de hembras. Estos datos concordaron con los obtenidos en los experimentos con machos
NC ya que en estos animales el kindling en el APM indujo principalmente los aspectos
motivacionales de la conducta, aunque a diferencia con las hembras el kindling en fa AMG
no generd conducta sexual en machos NC (Paredes y col., 1990). Con el tratamiento de
5mg/kg de PT se facilitaron los patrones de intromision, los cuales se consideran dentro de
los aspectos gjecutorios de la conducta, tanto en las hembras con kindling en el APM como
en la AMG. En lo referente a la conducta sexual homotipica el kindling en el APM o en la
AMG de hembras gonadectomizadas por si solo no la facilito, sin embargo, no sabemos si el
kindling combinado con tratamientos hormonales adecuados (E y/o P) sea capaz de facilitar
la conducta sexual femenina. En resumen estos experimentos demuestran que el modelo de
la rata hembra gonadectomizada es un buen modelo alternativo para estudiar los cambios
conductuales del kindling en los machos NC.

Se ha demostrado que los machos sexualmente activos y las hembras
" ovaniectomizadas tratadas con PT (Smg/kg) son atraidos por las feromonas de las hembras
sexualmente receptivas. Durante el procesamiento neuronal de dichas feromonas se observa
un incremento la actividad neuronal del SPVN (Paredes, 1998), este incremento es similar

entre los machos y las hembras tratadas con PT. Dichos cambios en la actividad neuronal
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pueden detectarse utilizando una inmunohistoquimica contra la proteina del gen de respuesta
temprana c-fos. Utilizando este modelo investigamos si el kindling induce los cambios
conductuales modificando la actividad neuronal del SPVN durante el procesamiento de las
feromonas. Como los principales efectos facilitatorios se observan en los pnmeros dias de
prueba de la dosis baja, los animales con kindling en el APM o en la AMG tratados por 5
dias con 2.5 mg/kg de PT se sacrificaron después de oler aserrin expuesto a secreciones
vaginales de hembras en estro o aserrin limpio {control). No encontramos diferencias
significativas en actividad neuronal del SPVN durante el procesamiento de las feromonas
(cuantificado por la deteccion de la proteina Fos) entre los animales control con respecto a
los sujetos con kindling en la AMG o en el APM, ni tampoco se observaron diferencias
entre los animales que olieron las secreciones vaginales de hembras en estro o aserrin
limpio. Parece ser entonces que la facilitacidn del kindling en la conducta sexual heterotipica
de la rata hembra ovariectomizada, no se debe a modificaciones en el procesamiento de
claves quimiosensoriales en el SPVN medido por la técnica para la deteccion de Fos. La
induccion o facilitacion de la conducta sexual por el kindling puede deberse a otros factores.
Por ejemplo puede modificar: a) las conexiones neuronales entre las diferentes estructuras
del cerebro, b) el nimero de receptores a esteroides gonadales y c) la sintesis de
neurotransmisores entre otras. Por lo que en estudios posteriores pretendemos evaluar estas

alternativas.
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CAPITULO 7. CONCLUSION

ESTUDIOS DE PREFERENCIA OLFATORIA Y SEXUAL EN RATAS
MACHOS NO COPULADORAS.

- Los tratamientos con propianato de testosterona que inducen la conducta sexual
masculina en ratas machos y hembras gonadectomizadas, no son capaces de inducirla
completamente en los machos no copuladores. Por lo tanto se puede concluir que esta
hormona no es la unica causa de la ausencia de conducta sexual en ratas macho no

copuladoras.

- Los machos no copuladores muestran una preferencia olfatoria, aunque reducida,
por las secreciones vaginales de hembras en estro. La preferencia olfatoria no se modifica de

manera importante con tratamientos de propionato de testosterona.
- Los machos no copuladores no tienen una preferencia sexual por las hembras

sexualmente receptivas. Solo se induce parciaimente la preferencia por la hembra receptiva

después de un tratamiento con propionato de testosterona.

STATESIS NO SALE
T LA BRLICTECA

79




ESTUDIOS DE LA CONDUCTA SEXUAL HETEROTIPICA EN RATAS
HEMBRAS OVARIECTOMIZADAS CON KINDLING EN EL APM O EN LA
AMG.

- El kindling en el APM o en la AMG de ratas hembras ovariectomizadas por si solo

no facilita la expresion de la conducta sexual masculina ni femenina.

- El kindling en el APM de ratas hembras ovariectomizadas y un tratamiento
conjunto con propionato de testosterona a dosis bajas (2.5 mg/kg) facilita la expresion de
patrones de monta. Mientras que el kindling en la AMG o en el APM y tratamientos con
propianato de testosterona a dosis alta (5 mg/kg) facilita la expresion de patrones de

intromision.

- El kindling en el APM o en la AMG de ratas hembra ovariectomizadas tratadas
con propionato de testosterona a dosis altas o bajas, no facilita ia expresion de conductas

sexuales femeninas.

- La faclitacion de la conducta sexual masculina observada en las hembras
ovariectomizadas con kindling en el APM no se debe a cambios en la actividad neuronal del
sistema de proyeccion vomeronasal cuantificados por la deteccion de la proteina del gen de

respuestas tempranas c-fos.
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