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ABSTRACT

Bilateral destruction of the medial preoptic area/anterior hypothalamus
(MPOA/AH), inhibits sexual behavior in male rats. We have demonstrated that
the integrity of neurons in this region is important for determining partner and
olfactory preference in males. The vomeronasal pathway is crucial for the
processing of sexually relevant chemosensory cues.

In the present experiment we asked if a MPOA lesion modifies FOS
expression in this pathway in response to bedding from estrous females, as a
possibility that could explain why a male rat does not mate after an MPOA lesion.

Male rats that ejaculated in three tests with receptive females received a
bilateral lesion of the MPOA. One week after the lesion, subjects were tested
again for sexual behavior once weekly for 3 weeks. Then the animals were tested
for their motor coordination and sexual performance in the test for sexual
motivation. Finally, after the behavioral test, the subjects were exposed to either
clean or estrous bedding during 90 min before their brains were processed for
FOS immunocytochemistry. Alternate sections were stained with cresyl violet to
determine the extent of the lesion.

No differences in the number of inmunoreactive cells along the
vomeronasal circuit between animals with bilateral destruction of the MPOA or
animals with lesions outside this brain region were observed except in the mitral
layer of the accessory olfactory bulb. These results indicate that lesions in the
MPOA inhibit sexual behavior without modifying the processing of sexually
relevant chemosensory cues in other structures like medial amygdala, when

evaluated by FOS expression.
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We also studied if the MPOA lesioned produced motor effect that could
inhibit sexual behavior. Motor execution was evaluated in a Rota Rod test. No
effects on motor execution were observed in animals with MPOA lesions.

Others studies in bulls, sheep and pigs have demonstrated that males
observing other males copulate enhance their sexual performance. In the present
experiment male rats with MPOA lesions failed to copulate although repeatedly

tested when a sexually active male was copulating with a receptive female.
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RESUMEN

La destruccidon bilateral del continuo area predptica media/hipotadlamo
anterior (APM/HA), inhibe la conducta sexual masculina. En nuestro laboratorio
hemos determinado que la integridad de las neuronas en esta region es importante
para determinar la preferencia sexual y olfatoria en ratas macho. Asi tambicn el
Sistema Vomeronasal es importante para el procesamiento de las sefiales
olfatorias sexualmente relevantes, provenientes de una hembra receptiva.

El objetivo del presente trabajo es evaluar si las lesiones del APM/HA
modifican la expresién de Fos en el Sistema Vomeronasal en respuesta a una
cama de aserrin de hembras en estro como estimulo, como una posibilidad que
pudiera explicar porque una rata macho experta pierde la conducta sexual
después de la lesion del APM/HA.

Ratas macho que eyacularon en tres pruebas de conducta sexual con una
hembra receptiva, recibieron una lesidn electrolitica bilateral del APM/HA. Una
semana después de la lesion los sujetos fueror_l evaluados en tres pruebas de
conducta sexual con una semana de diferencia cada una. Después los animales
fueron evaluados en su coordinacién motora. En seguida se sometieron a 3
pruebas de estimulacién sexual. Por ultimo después de las pruebas conductuales,
los sujetos fueron expuestos a una cama de aserrin de hembras en estro 6 a una
cama de aserrin limpio durante 90 minutos, posteriormente los cerebros fueron
cortados y procesados para la inmunchistoquimica para Fos. Secciones alternadas
fueron tefiidas con violeta de cresilo para determinar la extension de la lesion.

No se encontraron diferencias significativas en el numero de células
inmunoreactivas a Fos en el Sistema Vomeronasal, entre animales con lesién
bilateral del APM/HA 6 animales con lesiones falsa de esta estructura, excepto

en la capa mitral del bulbo olfatorio accesorio. Estos resultados indican que
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lesiones del APM/HA inhiben la conducta sexual sin modificar el procesamiento
de las sefiales olfatorias sexualmente relevante en estructuras como la amigdala
medial evaluado por Fos.

También estudiamos si la lesion del APM/HA provoca dafios motores que
pudieran a su vez explicar la inhibicion de la conducta sexual. La ejecucion
motora fue evaluada en un rodilio rodante (Rota Rod) y no se observaron
diferencias en la ejecucion motora de los animales lesionados comparandolos con
los animales control. |

Estudios en toros, ovejas, cerdos y ratas han demostrado que
animales que observan a otros machos copular, aumentan su ejecucién sexual.
Las ratas lesionadas sometida una prueba motivacional no recuperaron la
conducta, lo que prueba que el efecto de las lesiones no puede ser revertido por

tratamientos conductuales.



Los efectos mas dramaticos sobre la conducta sexual masculina, se han
encontrado al lesionar bilateralmente el continuo area predptica
media’hipotalamo anterior (APM/HA), que forma parte del llamado Sistema
Olfatorio Accesorio ¢ Sistema Vomeronasal (SV). |

El objetivo del presente trabajo es determinar la influencia de la lesién
del APM/HA en la actividad neuronal del resto del SV (bulbo olfatorio
‘accesorio (BOA) y amigdala medial), por medio de la proteina Fos y si estas
lesiones, afectan la coordinacidén motora de las ratas. Por ultimo determinar si
la ejecucién sexual se recupera con pruebas motivacionales en aquellos
animales que la perdieron debido a la lesion.

Se utilizaron ratas macho que recibieron una lesién electrolitica del
APM/HA (55 mA por 30 seg.). Al final de las pruebas conductuales los
sujetos fueron sacrificados y los cortes cerebrales procesados para la
inmunohistoquimica contra la proteina Fos.

Los resultados muestran que la lesion bilateral del APM que afecta la
preferencia olfatoria del macho por una hembra receptiva, altera el
procesamiento por el SV, de las sefiales olfatorias sexualmente relevantes a
nivel de la capa mitral del BOA. Asimismo las lesiones no afectan la
coordinaciéon motora de los animales, lo que demuestra que la falta de
copulacidn en los animales no se debe a una en la coordinacion motora de la
rata. Por ﬁltimo, las ratas lesionadas sometidas una prueba motivacional no
recuperaron la conducta, lo que concuerda con trabajos previos en los que el

efecto de las lesiones no pueden ser revertido por ningun tipo de tratamiento.



INTRODUCCION

La reproduccién es un proceso caracteristico de cada especie animal, la cual, a través del
intercambio de material genético incrementa la variabilidad genética ,y permite la
generacion de nuevos individuos (Alcock, 1979). Requiere de la interaccién compleja de
diversos sistemas fisioldgicos y su realizacion implica la ejecucién de un repertorio
conductual caracteristico de cada especie: el comportamiento sexual. La ocurrencia y la
secuencia bien definida de estas respuestas conductuales aseguran el éxito de la
interaccién sexual, la cual depende de la coordinacién funcional de sistemas neurales,
endocrinos y viscerales. Puede también ser modificada por factores ambientales, sociales,
de edad v de experiencia, entre otros (Larsson, 1979). La conducta copulatoria depende de
hormonas producidas por las génadas, que a su vez estin controladas por la hipodfisis. La
conducta se presenta por primera vez y en forma completa cuando las génadas empiezan a
funcionar, lo que permite inferir que estas glandulas son las que determinan la conducta
sexual (Larsson, 1979). El 16bulo anterior de 1a hipdfisis participa en el control tanto de la
produccion de gametos como de las hormonas esteroideas (secretadas por las génadas) y
estas hormonas hipofisiarias se encuentran bajo el control del hipotalamo a través de la
secrecion de factores liberadores e inhibidores.

Al igual que en otras conductas dirigidas a una meta o motivadas, en la conducta
sexual hay una distincién entre la bisqueda del contacto sexual (motivacion sexual o
libido) y la capacidad para realizar la actividad copulatoria (ejecucion o potencia).

La expresion de la conducta sexual se manifiesta de diferente manera dependiendo
de la especie. En el caso de la rata macho la conducta sexual se ha dividido en diferentes
fases: precopulatoria, copulaforia y postcopulatoria. La fase precopulatoria consiste
basicamente de olfateo, exploracién genital, aseo y persecucién de la compafiera (Hlinak,
1986; Hlinak y cols., 1987). Para la aparicion de la conducta copulatoria es determinante
el despliegue de conductas por parte de la hembra: brincoteo, desplazamiento en zigzag y

movimiento de orejas (Hlinak, 1990). En la fase copulatoria, la rata macho exhibe una



serie de movimientos estereotipados facilmente distingnibles en montas, intromisiones y
eyaculaciones (Hard y Larsson, 1968; Larsson, 1979) (Fig. 1). Los parametros
comuinmente utilizados en la cuantificacion de Ia conducta sexual de la rata macho son:
latencia de monta, latencia de intromisién, latencia de eyaculacidén, intervalo
posteyaculatorio y nuimero de montas e intromisiones preeyaculatorias. La fase
postcopulatoria se caracteriza por el acicalamiento y el reposo por parte del macho.

Algunos estudios se han enfocado a tratar de encontrar ¢l posible substrato neural
de la conducta sexual. Asi se han estimulado y lesionado diferentes areas cerebrales como
son ¢l hipotalamo (Larsson, 1979), el bulbo olfatorio (Heimer y Larsson, 1967), la
amigdala (Schwartz y Kling,1964; Harris y Sachs, 1975), la estria terminal (Schwartz y
Kling,1964; Harris y Sachs, 1975) y el hipocampo (Deswurry y cols., 1968).

El 4rea predptica media (APM) y el campo tegmental ceniral (CTC) en particular
se han relacionado‘ de manera imﬁortantc con el control de la conducta sexual, ya que los
efectos mas dramaticos descritos sobre la conducta sexual se observan al lesionar dichas
estructuras (Brookhart D, 1941; Hansen S y col., 1982; Hillarp y col., 1954; Brackett
NL.& Edwards DA, 1984; Edwards DA & Einhorn LC, 1986; Maillard CA & Edwards
DA, 1991)

La estimulacién. elécfrica del APM facilita la conducta sexual en diversas especies
de amimales. Esta facilitacién involucra una reduccién en ¢l nimero de intromisiones
necesarias para eyacular (Malsbury, 1971; Merari y Ginton, 1975; Van Dis y Larsson,
1971) y una importanté reduccion en el intervalo posteyaculatorio (Madlafousek y cols.
1970; Malsbury, 1971; Merari y Ginton, 1975; Van Dis y Larsson, 1971). Por el
contrario, lesiones electroliticas bilaterales del APM alteran la conducta sexual en la rata
macho (ya sea deteriorandola o eliminandola por completo, dependiendo del tamatfio de la
lesion), mientras que lesiones unilaterales en la misma region carecen de efecto (Lisk,
1968). Los efectos de esta lesidn bilateral sobre la conducta sexual no estan asociados a

alteraciones hormonales, de ereccion o eyaculacion,



Por las evidencias antes descritas, 1a mayoria de los expertos concuerdan en que el
APM (Fig. 3), es quizas la estructura mis importante del cerebro involucrada en el control
de la conducta sexual masculina (Hart y Ladewig, 1979). Asi mismo, un nimero
importante de autores coincide en que el control que tiene el APM sobre la conducta
sexual se logra por medio de axones que corren a través del haz medial del telencéfalo
(HMT) (Brackett y Edwards, 1984). Las células del APM mandan fibras eferentes a
través del HMT que pasan a través y/o terminan en ¢l tegmento ventral y dorsblateral del
mesencéfalo (Conrad y Pfaff, 1976).

A través de numerosos estudios se ha demostrado que el érgano vomeronasal
(OVN) regula Ia accién feromonal involucrada en el mantenimiento de la conducta sexual
tanto masculina como femenina (Commins y Yahr, 1984; Emery y Sachs, 1976). Asi
mismo, esta involucrado en mecanismos feromonales primarios que afectan la gestacion
(Halpern, 1987; Bellringer y cols., 1980), el ciclo estral (Ingersoll,1981) y la conducta
‘materna (Fleming y cols.,1979). Segovia y Guillamén en 1993 describieron que este
sistema es indispensable para la reproduccién sexual en mamiferos. La conducta
. reproductora y/o los cambios neuroendécrinos de ambos sexos se ven facilitados por
claves feromonales que son detectadas por receptores del érgano vomeronasal (OVN),
que a su vez transmite esta informacion hacia el bulbo olfatorio accesorio, la amigdala, el
nicleo de la cama del la estria terminal y el APM (De Olmos y col., 1978; Scalia y
Winans, 1975; Shipley y Adamek, 1994; Shiosaka y coi., 1983). (Ver Fig. 2).

Por otro lado se han utilizado métodos inmunohistoquimicos para visualizar la
proteina Fos, que es el producto nuclear del proto-oncogen c-fos, como un medio para
“identificar las neuronas que se activan en respuesta a varios estimulos sensoriales,
incluyendo aquellos asociados con la cépula (Baum y Everitt , 1992).

En la presente tesis se pretende encontrar si una lesién del APM cambia la
expresién de la proteina Fos inducida por estimulos olfatorios sexualmente relevantes en

estructuras vomeronasales como ¢l bulbo olfatorio accesorio y la amigdala medial.
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CAPITULO1

CONDUCTA SEXUAL Y SU CONTROL NEURAL
1.1 Conducta Sexual en la rata macho

1.1.1 Descripcion de la conducta sexual en la rata macho.

Todas las especies manifiestan diferentes tipos de expresiones conductuales, entre las
cuales la conducta sexual resulta de especial relevancia ya que csta garantiza la
supervivencia de las especies tanto en el espacio como en el tiempo. La expresion de
cualquier conducta requiere cambios en el organismo a nivel neuroendécerino, fisiologico
y anatomico. La expresion de la conducta sexual se da por la accion del sistema nervioso
central (SNC) y se manifiesta de diferente manera dependiendo de la especie. En la Fig. 1

se muestran los principales componentes de la conducta sexual en la rata macho.

La conducta sexual de la rata se divide en conducta precopulatoria o motivacional,
y en conducta copulatoria. La primera lleva al sujeio a la busqueda y al inicio de la
interaccion con la pareja sexual, el segundo es un componente consumatorio o de
ejecucion el cual le permite llevar a cabo dicha interaccidn. Sobre estos dos componentes
actua 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. Por ultimo también existe un componente postcopulatorio.
Generalmente los estudios de la conducta sexual se enfocan basicamente a las expresiones
conductuales de la fase copulatoria (montas, iniromisiones y eyaculaciones). Sin
embargo, la fase precopulatoria determina en muchos casos la aparicién o no-aparicion de

la conducta copulatoria.
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Conducta precopulatoria

Esta conducta puede llegar a durar desde unos cuantos segundos hasta horas dependiendo
de la especie y de la experiencia sexual previa (Sachs y Meisel, 1988). En las ratas, esta
conducta consiste basicamente de olfateo de la regidn perineal, exploracién genital, aseo y
persecucién del compafiero (Hlinak, 1986; Hlinak v cols., 1987). Para la aparicién de la
“conducta copulatoria es determinante el despliegue de conductas de atraccién por parte de
la hembra: brincoteo (hopping), desplazamiento en zig-zag (darting) y movimiento de
orejas (ear wiggling) (Hlinak, 1990). Durante este periodo los roedores machos y hembras

pueden emitir vocalizaciones ultrasonicas (Floody y Pfaff, 1977; Floody y col., 1977;
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Geyer y col., 1978; Mclntosh y Barfield, 1980; Nyby, 1983; Pomerantz y Clements, 1981;
Whitney y col., 1973). Dichos sonidos tienden a aumentar la excitacién de la pareja y la
excitacién del animal emisor. Mas aun, si la estimulacién producida por el compaifiero no
es la adecuada en la conducta precopulatoria, la cépula puede no ocurrir (Sachs y Meisel,
1988). Se ha demosirado que una hembra que no muestra la conducta precopulatoria aun
estando sexualmente receptiva (es decir la rata hembra puede presentar lordosis pero no
las conductas proceptivas como son brincar, mover las orejas hacia adelante y atrés,
movimientos rapidos en zig zag y acercamiento y alejamiento del macho), al ser usada en
la interaccién con el macho, éste suele mostrar unicamente breve olfateo y escaso interés
en ella. Por otro lado, cuando la hembra que se usa exhibe la conducta precopulatoria
completa, todos los patrones precopulatorios antes mencionados son observados en el
macho (Hlinak, 1983), por lo que podemos suponer que la conducta precopulatoria del

macho esta significativamente influenciada por el comportamiento de la hembra.

Los tratamientos farmacolégicos que decrementan la conducta precopulatoria inhiben -
la conducta sexual (Paredes y Agmo, 1989). Se ha postulado que el pasar de la fase

precopulatoria a la copulatoria es un aspecto importante y clave en la interaccién sexual
(Hlinak, 1986;: Hlinak y cols., 1987).

. Conducta copulatoria

La rata macho exhibe una serie dc patrones motores bien definidos durante la fase

copulatoria, éstos son:

a) Monta.- El macho se para en sus miembros posteriores detrds de la hembra
palpandola por los flancos y realizando movimientos pélvicos relativamente cortos.
En ocasiones esta conducta puede ir seguida de acicalamiento genital.

b) Intromision.- Consiste en una monta con movimiento pélvico vigoroso y

relativamente prolongado que termina en una desmonta que se caracteriza por un



c)

fuerte salto hacia atras. El patron de intromision puede ir o no acompafiado de

penetracion vaginal. En la mayoria de los casos, esta conducta va seguida de

acicalamiento genital. |
Eyaculacion.- Se presenta después de un cierto niimero de intromisiones. Se observa
como el patron de monta pero en este caso s¢ da una insercién peneana que se
mantiene por algunos segundos y va acompaiiada por la expulsion de liquido seminal y
espermatozoides. IL.a expulsion del esperma generalmente se¢ acompafia por
contracciones espasmddicas de la musculatura esquelética de los miembros delanteros
y traseros que se caracteriza por un fuerte movimiento pélvico, asi como de los
musculos estriados de la region perineal, que incluyen al isquiocavernoso, bulbo
esponjoso y esfinter anal. Después de la eyaculacion el patrén de desmonta no es

estereotipado pero siempre ocurre acicalamiento genital.

Al conjunto de patrones sexuales que presenta un macho, desde que enfra en
contacto con la hembra estimulo hasta que eyacula, se le denomina serie copulatoria.
Los patrones de monta se han relacionado principalmente con aspectos
motivactonales, ya que los machos aumentan este patrén 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

considerado aspectos mas ejecutorios de la conducta sexual.

Los parametros comunmente utilizados en la cuantificacion de la conducta sexual de

1a rata macho son:

)

2)

Latencia de monta.- Es el tiempo transcurrido desde que el macho enfra en contacto
con la hembra hasta la aparicién de la primera monta.
Latencia de intromision.- Es el tienipo transcurrido desde que el macho entra en

contacto con la hembra hasta la aparicion de la primera intromisién.



3) Latencia de eyaculacion.- Es el tiempo transcurrido entre la primera intromision y la.
eyaculacion.

4) Intervalo postcyaculatorio.- Es el tiempo que transcurre entre la eyaculacion y la
primera intromision de la siguiente serie copulatoria.

5) Numero de montas preeyaculatorias.

6) Numero de intromisiones preeyaculatorias.

En la conducta copulatoria el macho puede o no mostrar monta cuando empieza la
serie copulatoria y el nimero de intromisiones varia enfre 8 y 15 antes de eyacular; se
considera que un macho experto puede eyacular entre 5 y 10 minutos después de haber

entrado en contacto con una hembra receptiva (Larsson, 1956).

Conducta postcopulatoria

Después de terminar una serie copulatoria el macho entra en un periodo de acicalamiento
intenso seguido por inactividad sexual. Se presenta un intervalo de 5 a 7 minutos en el
que ¢l macho no responde a la estimulacion sexual (periodo refractario); a este periodo se
le denémina intervalo posteyaculatorio (Larsson 1956).

Este periodo de inactividad se va incrementando en las series subsecuentes. Beach y

Holtz-Tucker en 1959 sugirieron que el intervalo posteyaculatorio consta de 2 fases:

a) Una larga en la que el periodo refractario es absoluto, no hay actividad sexual y el
75% del intervalo va acompafiado de vocalizaciones ultrasénicas de 22 KHz (estas
vocalizaciones se modifican de acuerdo al nimero de eyaculaciones previas,

Bartfield y Col. 1975; Larsson 1979; Sachs y Meisel, 1988)

b) Una corta en la que el periodo refractario es relativo, en donde pueden presentarse

montas si existe suficiente estimulacidn, por ejemplo, estimulacion adecuada por



parte de la hembra (Beach, Holtz-Tucker, 1959) o estimulacién eléctrica aplicada
a los flancos del macho; este tipo de estimulacién reduce el intervalo

posteyaculatorio en un 25% (Barfield y Sachs, 1968).

Después de este periodo el animal puede reiniciar la copula completando asi varias
series copulatorias. El numero de intromisiones y la latencia de eyaculacion se reducen en
la segunda y tercera series copulatorias, incrementindose en las series subsecuentes. Se
considera que un macho experto puede alcanzar de 8 a 12 eyaculaciones antes de quedar

sexualmente exhausto (Hard y Larsson, 1968; Larsson, 1979).
1.1.2 Control hormonal de 1a reproduccion en la rata macho

Como ya dijimos, la conducta sexual se expresa por la activacidn del sistema nervioso
central y es modulada generalmente por hormonas producidas en las génadas, que a su
vez estan controladas por la hipdfisis. Se ha observado que la conducta copulatoria se
presenta por primera vez y en forma completa cuando las génadas empiezan a funcionar,
lo que permite inferir que estas glandulas son determinantes para la expresion de la
conducta sexual. De hecho, la extirpacién de las mismas causa la desaparicién de la

conducta copulatoria (Michael y Wilson, 1974; Davidson, 1966a).

Durante los afios sesenta 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 actiian fundamentalmente de dos formas. La primera es
organizacional, esto es, organizando 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
activan las vias neuronales ya organizadas para que las conductas que dichas vias

controlan puedan inducirse (Phoenix 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 lleva a
una disminucién de la conducta sexual, pero esta puede ser recuperada por la

administracién de las hormonas adecnadas (Thorton, 1986).

Los androgenos resultan especialmente importantes en el macho, principaimente en la
‘pubertad. De los andrégenos dependen los caracteres sexuales secundarios asi como la
maduracion de los espermatozoides y expresion de la conducta sexual masculina.

El 16bulo anterior de la hipdfisis participa en el control tanto de la produccion de
gametos como de las hormonas esteroideas a través de la secrecion de gonadotropinas,
hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH). Estas hormonas
hipofisiarias estan bajo el control del hipotalamo mediante la secrecién de ciertos factores
liberadores (GnRh). El hipotalamo libera factores que llegan a la hipofisis anterior; ésta a
su vez libera a las hormonas correspondientes (LH y FSH) que actuan en los testiculos
para la produccion de testosterona (LH) y para la realizacién de la espermatogénesis
(FSH).

La funcién testicular se regula por un sistema de retroalimentacion negativa a través
de la hipdfisis y el hipotalamo. Por lo tanto, ante una disminucion en la concentracién de
testosterona en la sangre se produce un aumento en la liberacién de LH; como resﬁultado
de este aumento se origina una mayor produccion de testosterona la cual es secretada por
las células intersticiales de Leydig. Por otro lado este aumento inhibe la secrecidén de LH,
permitiendo tener los niveles de testosterona en la sangre relativamente constantes. La
unioén de la hormona LH a receptores especificos en la membrana de las células de Leydig
estimula la sintesis y secrecion de testosterona, siendo éste el principal andrégeno

producido en los testiculos.

La expresion de la conducta sexual masculina en los mamiferos es modulada por la

accion de los esteroides gonadales testiculares, de modo que se modifica al variar los
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niveles de hormonas circulantes. La disminucién en la actividad sexual tanto motivacional
como consumatoria producida por la castracion ha sido mostrada en varias especies de
mamiferos entre los que se incluye la rata (Larsson, 1979; Sachs y Meisel, 1988). Pocos
dias después de la castracién de la rata macho se observa un incremento en la latencia de
intromisién. Conforme el tiempo transcurre se elimina la capacidad de los animales para
eyacular, seguida de la desaparicién del patron de intromision y finalmente, se elimina el
patrén de monta (Davidson, 1966a; Stone, 1939). Los efectos inhibitorios de la castracién
sobre el patrén copulatorio se revierten de manera dependiente de la dosis por la
administracién de testosterona. Generalmente la conducta sexual reaparece después de
varias inyecciones, las montas son las primeras en ser restablecidas, seguidas por las
intromisiones y finalmente la eyaculacidén (Davidson, 1966b). También se ha descrito que

una dosis alta de testosterona puede restaurar la copula (Beyer y cols., 1976).

1.1.3 Aspectos motivacionales relacionados con la conducta sexual,

Resulta importante mencionar el papel que la motivacion juega en la ejecuciéon de la
conducta sexual. A continuacién se presentaran datos relacionados con aspectos
motivacionales.

Los términos libido y potencia sexual son frecuentemente aplicados en humanos,
éstos se refieren en general a la distincion entre motivacion y ejecucion, o en terminologia
etoldgica, a la distincion entre los aspectos apetitivos y consumatorios de la conducta
sexual animal (Davidson, 1980). Al igual que otras conductas motivadas, como la
conducta de alimentacion, la conducta de bebida, la construccién del nido y la agresién
predatoria, entre otras, la conducta sexual se inicia cuando el animal presenta un estado de
excitacién intenso, tiene la propiedad de estar dirigida en tiempo y espacio a una meta

especifica (hembra) y finalmente, cuando se alcanza la meta, la actividad consumatoria
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(eyaculacidn) da lugar a una disminucion en la magnitud de la excitacion, lo que asegura
que la conducta motivada particular ocurra s6lo en ¢l tiempo apropiado.

A diferencia de las conductas reflejas, las cuales consisten en respuestas
involuntarias, estereotipadas, provocadas por ciertos estimulos e involucran
principalmente circuitos neuronales en ¢l tallo cerebral y en la médula espinal, las
conductas motivadas u orientadas a una meta son voluntarias, hasta cierto grado variables
o impredecibles e involucran principalmente circuitos neuronales del cerebro anterior.
Estas conductas son iniciadas por estimulos externos y/o internos e implican conductais de
desplazamiento y acercamiento hacia la meta que requieren de tiempo y de una actividad
motora compleja; ademas, son frecuentemente anticipatorias y como tal involucran
sefiales cognitivas asociadas con aprendizaje y planeacion. En general, la motivacion se
ha definido como un estado que impulsa a un individuo a obtener metas particulares
(Swanson, 1988/89),

Las conductas motivadas se dividen en dos grandes clases: las que se relacionan
principalmente con la sobrevivencia del individuo, como la conducta exploratoria, la
conducta de alimentacién, la conducta de agresién y las que se relacionan con la
adecuacién Darwiniana (difusién de los genes en la descendencia), entre las cuales se

incluye a la conducta sexual y a la conducta maternal.
La expresidn de las conductas motivadas incluye tres fases secuenciales:

1) La fase de iniciacion, la cual puede ser inducida por deficiencias fisiologicas,
sefiales sensoriales estereoceptivas o informacidn cognitiva.

2)La fase de procuracién, que consiste en la excitacién general asociada a la
ejecucién de conductas de desplazamiento, a la informacién sensorial
estercoceptiva, a la utilizacion de experiencias pasadas y aprendizaje y a
respuestas viscerales que regulan los procesos homeostaticos.

3) Y finalmente la fase consumatoria que incluye la realizacién de respuestas motoras

preprogramadas (como el lamer, masticar y deglutir en la conducta de ingesta),

12



retroalimentacion sensorial (como gusto y olfato), mecanismos de saciedad que
estdn involucrados en la terminacién de la respuesta, asi como mecanismos de
reforzamiento que predisponen la conducta futura del animal dependiendo de las

consecuencias de las respuestas pasadas (Swanson, 1988/89).

Sachs y Barfield (1976) definieron la motivacién sexual como la magnitud de
excitacion sexual momentanea del animal en relacién a un umbral y usan de manera
equivalente los términos de motivacién sexual y excitaciéon sexual. De este modo, la
aproximacion de la excitacion sexual a un umbral (por ejemplo para iniciar la copula o
para lograr la eyaculacién) es determinada por la excitabilidad intrinseca del macho y por
fuentes de estimulacion externas (Sachs y Barfield, 1976). Las condiciones que facilitan
la excitacién sexual en las ratas macho incluyen la presencia de una hembra y otros
estimulos asociados con el aparéamiento, como estimulos genitales y propioceptivos
durante la ejecucién de los actos copulatorios. Asi la orientacién del macho hacia la
hembra, el olfateo, la investigacidn anogenital, la persecucion y las respuestas de monta
forman parte de la cadena de conductas apetitivas que conducen a los actos consumatorios
de intromision y eyaculacidén. Aunque las intromisiones son respuestas preliminares en la
secuencia conductual que da lugar a la eyaculacion, de acuerdo con lé definicién de
Bermant (1965) adoptada también por Kurtz y Adler (1973), las intromisiones por si
mismas pueden considerarse como respuestas consumatorias. Los movimientos pélvicos
iniciales antes de la insercion peneana (montas) permiten localizar el orificio vaginal y la
ejecucion de tales movimientos se relaciona con la conducta apetitiva. Por otro lado, el
movimiento pélvico profundo y la conducta de retiramiento de la intromisién constituyen

partes del componente consumatorio.

La castracién no solo disminuye la conducta del coito, sino también los aspectos
motivacionales de la conducta sexual. En experimentos en donde se tiene acceso a un
macho sexualmente activo o a una hembra sexualmente receptiva (pruebas de preferencia

sexual), una rata macho intacta pasa significativamente mas tiempo con una hembra en
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estro. En cambio después de la castracion esta preferencia declina rapidamente, pero
puede ser restaurada con ¢l tratamiento de testosterona (Hetta y Meyerson, 1978). Estos
autores sugirieron que otras hormonas o sustancias endogenas podrian contribuir a
controlar la motivacion sexual. La implantacién de pequefias cantidades de testosterona
en el 4rea predptica media (APM), puede restablecer la conducta sexual en ratas macho
castradas (Davidson, 1966b; Johnston y Davidson, 1972). Es probable que una de las
funcionés més importantes (desde el punto de vista de la conducta sexual), de los
receptores hormonales a testosterona en el APM sea la elevacion de la motjvacic’m sexual.

Por otro lado, investigaciones previas han mostrado que la ejecucion sexual en varias
especies de vertebrados es aumentada por el simple hecho de ver la actividad copulatoria
de otros machos, antes de ser colocados con una hembra receptiva. Esto a podido ser
demostrado en ratas (Hard y Larsson, 1969), toros, cabras, caballos y cerdos (Kerruish,
1955; Pickett y col., 1977, Hemsworth y Galloway, 1979; Blockey, 1981; Mader y Price,
1984; Price y col., 1984). Sin embargo también se a mostrado, que esta exposicidn, no
tiene ningun efecto en borregos (Price y col., 1998).

Aun cuando en la interaccion sexual de la rata macho se han reconocido algunas
situaciones conductuales que son indicadoras de motivacion sexual, él poder medir el
grado de motivacion que presenta un sujeto ha constituido una gran dificultad. Por otro
lado, es poco lo que se conoce acerca de las estructuras neurales responsables de la
integracién sensorial exteroceptiva y propioceptiva necesaria para provocar un estado de

excitacion sexual que impulse al macho a realizar la actividad copulatoria.

Es importante la participacion que el sistema nervioso central tiene en la realizacién
de la conducta sexual. Por tal motivo, a continuacidén revisaremos la importancia del
sistema vomeronasal para el procesamiento de claves quimiosensoriales y el efecto que
han tenido las lesiones en diferentes estructuras cerebrales sobre la conducta sexual

masculina.
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1.2 Importancia del sistema vomeronasal y claves quimiosensoriales

En machos de vertebrados, el olfato juega un papel importante para detectar y
elegir a la pareja sexual. Los roedores machos emplean principalmente el olfato para
detectar las feromonas de las hembras, de esta manera determinan si se encuentran
sexualmente receptivas y dependiendo de esta informacién copulan o no con ellas.

Dentro del sistema olfatorio aparecen dos subdivisiones (Fig. 2), el sistema
olfatorio principal (SOP) y el sistema olfatorio accesorio o sistema vomeronasal (SVN).
Scalia y Winans (1975), sugirieron por primera vez, que estos dos sistemas podrian estar
especializados en distintas funciones al comprobar que ambos sistemas cuentan con
patrones de conectividad diferentes. Algunas de las conexiones del SOP y del SVN
fueron descritas primero en el conejo (Winans y Scalia, 1970). Trabajos posteriores
terminaron’ de describir las conexiones de estas dos redes neurales y las confirmaron en
olras especies.

La diferencia funcional entre los dos sistemas olfatorios propuesta inicialmente por
Winans y Scalia en 1975, no sdlo es respaldada por los diferentes patrones de
conectividad neural que presentan, sino también por el tipo de substancias a las que cada
sistema es capaz de responder. Mientras que el SOP aparece como un analizador
molecular mas general, el SVN, a través de sus receptores situados en el drgano
vomeronasal (OVN), esta especializado en captar feromonas no volitiles, de alto peso
molecular y de contenido proteico que emiten los individuos. Tras ser detectado por otro-
miembro, estas feromonas producen cambios conductuales o fisiolégicos en éste. La
comunicacion a través de feromonas es primordial para que una serie de conductas, entre
las que cabe destacar las reproductoras, se lleven a cabo (Halpern, 1987; Meredith,
1983/1991; Wysocki, 1979; Wysocki y Meredith, 1987)

A través de numerosos estudios se ha demostrado que el OVN regula la accién
feromonal involucrada en el mantenimiento de la conducta sexual tanto masculina como
femenmna (Commins y Yahr, 1984, Eméry y Sachs, 1976). Ademds de mecanismos

feromonales primarios que afectan la gestacién (Halpern, 1987; Bellringer y cols., 1980),
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el ciclo estral (Ingersoll,1981) y la conducta materna (Fleming y cols.,1979), Segovia y
Guillamén en 1993, describieron que este sistema es indispensable para la conducta
sexual en mamiferos. En la rata, esta via de proyeccion vomeronasal es sexualmente
dimorfica. Varias investigaciones demuestran la importancia de las diferentes estructuras
que componen el sistema vomeronasal en el control neural de la conducta sexual. Dentro
de ellas destaca el édrea predptica media (APM), por lo que serd analizada en un apartado

al final de este capitulo.

1.2.1 Organizaciéon anatémica del sistema vomeronasal

La conducta reproductora y/o los cambios neuroendécrinos de ambos sexos se ven
facilitados por claves feromonales que son detectadas por neuronas bipolares que
conforman los receptores del 6rgano vomeronasal (OVN), el cual proyecta sus axones al
bulbo olfatorio accesorio (BOA). El BOA proyecta sus eferencias a fravés del tracto
olfatorio accesorio, integrado en el tracto olfatorio lateral, hasta el nicleo del tracto
olfatorio accesorio (BAOT), asi corﬁo a los nicleos medial (Me) y posteromedial cortical
(PMCo) de la amigdala. Un componente post-comisural de la estria terminal es la via a
través de la cual la informacién vomeronasal liega hasta el nicleo de la cama de la estria
terminal medial .(N CET) y continua hacia el area predptica media del hipotalamo anterior
(APM/HA), (Fig.2) (De Olmos y cols, 1978; De Olmos y cols, 1985; Kevetter y Winans,
1981; Kretter y Price, 1978; Ottersen, 1982; Scalia y Winans, 1975).
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CENTRO DE INTEGRACION DELAS SENALES:
ENTRADA DE LA INFORMACION OLFATORIAS Y HORMONALES (SALIDA DE
OLFATORIA YA TRANSDLICIDA PATRONES MOTORES}

REGULACION DE LA
MEDIAL ACTIViDAD MOTORA

NARINAS: 0Ye _ AMIGDALA
EXTERNAS TIF: ACION DE LAS SENALES INTEGRACION CELOSESTIMULOS
OLFATORIAS SEXUALMENTE RELEVANTES OLFATORIOS Y SENSORIALES’

St SISTEMA VOMERONASAL {SVN)
Smwnavammmnmep SISTEMA OLFATORIO PRINCIPAL (SOP)

Fig.2 Representacion esquematlca del Sistema Olfatorio Pr1nc1pal y del’ Slstema
vomeronasal y sus proyecciones en la rata macho. Bulbo olfatorio pl‘ll’lClpal (BOP),

bulbo olfatorio accesorio (BOA), nicleéo de la cama de Ia estria terminal (NCET),

area preoptlca medla del hlpotalamo anterlor (APM/HA) Adaptado de Baum,
1992,

F1 sistema vomeronasal se encuentra constituido por los siguientes elementos:

e Organo vomeronasal (OVN): Este 6rgano estd constituido por quimiorreceptores

fusiformes que se encuentran localizados bilateralmente en la parte mds ventral del
septum nasal. El neuroepitelio del OVN es el encargado de la transduccién de las
sefiales quimiosensoriales a potenciales de receptor.

La interaccion de las feromonas en el epitelio modifica la secrecion de gonadotropinas.
Para la deteccion de un estimulo, el OVN promuex}e su transporte a fravés del

neuroepifelio sensorial por un proceso de bombeo, debido al hecho de que el OVN se
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interconecta con una serie de estructuras que facilitan el transporte de pequefias
cantidades de particulas no volatiles desde ¢l medio ambiente al lumen del érgano
(Larriva-Sahd y Matsumoto, 1994). Estas moléculas desempefian un papel importante
en la regulacion de la atractividad (Halpern, 1987; Romero y cols., 1990), sobre los
efectos de las hormonas primarias (Wysocki, 1979 y 1987) y facilitando la conducta

copulatoria en roedores de ambos sexos (Powers, 1975; Meredith, 1986).

e Bulbo olfatorio accesorio: Es una estructura que descansa en la porcion dorsocaudal

del bulbo olfatorio principal. El nervio del 6rgano vomeronasal transmite informacion
desde el OVN al glomérulo del bulbo olfatorio accesorio (BOA) (Paxinos, 1995). El
BOA tiene proyecciones directas al micleo del tracto olfatorio accesorio y ala
amigdala media (AMGm), especificamente a los nicleos cortical medial y posterior.
Las neuronas del BOA expresan receptores a esteroides (Shughrue y cols. 1997), los
cuales pueden ser modulados directamente por hormonas circulantes. El desarrollo de
esta estructura se encuentra influenciada por esteroides gonadales (Roos y cols., 1988),
y se ha observado que es mas grande en la rata macho que en la hembra. El BOA se
encuentra relacionado con la inhibicién de la conducta sexual femenina en la rata

macho, en funciones endocrinas, habituacion, agresién, entre otras (Edwards, 1974).

o .Amigdala medial: La amigdala (AMG) colinda con la parte final rostral del hipocampo

y el limite anterior del asta temporal del ventriculo lateral (Price y cols., 1987). La
AMG medial es un nicleo cuyas neuronas son el blanco para los andrégenos y
estrogenos (Simerly, 1990; Stumpff, 1982). Esta estructura se ve involucrada en una
gran variedad de conductas y funciones reguladoras (emocion, memoria, modulacion
de los sistemas auténomos y neuroenddcrinos y en conductas sociales como la

reproduccidn y la agresion) (Segovia y Guillamén, 1993; Paxinos, 1995).

¢ Nucleo de la cama de la estria terminal: El nicleo de la cama de la estria terminal

(NCET) es una estructura del cerebro anterior que es una masa prominente de materia
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gris rostral al niicleo olfatorio y caudal a ciertos componentes del complejo
amigdaloide que forma parte del cerebro anterior (Johnston, 1923). Esta compuesto por
cuatro divisiones mayores que pueden distinguirse a lo largo del gradiente antero
posterior (De Olmos y col,,1978; Ju y Swanson, 1989). Este nicleo ha sido

considerado como un centro olfatorio secundarto.

o Area predptica media: La organizacién anatdmica del area predptica media se explicar

posteriormente en el apartado 1.4.

1.2.2 Estudio de lesiones del sistema vomeronasal en el control de la conducta sexual.

Varias investigaciones demuestran la importancia de las diferentes estructuras que

componen el sistema vomeronasal en el control neural de la conducta sexual.

Hasta el momento se ha descrito la conducta sexual de la rata macho, el control
hormonal sobre ésta y la importancia de las claves quimiosensoriales junto con el sistema
vomeronasal para que se despliegue la conducta sexual. Sin embargo ha faltado
| mencionar los efectos que presentdn las lesiones y la estimulacién eléctrica en algunas

regiones del cerebro sobre la actividad de esta conducta.

Algunos estudios se han enfocado a tratar de encontrar el posible sustrato neural
necesario para la conducta sexual. Asi, se han lesionado y estimulado diferentes dreas
cerebrales. A continuacion se describiran algunas evidencias, con este enfoque, que
involucran a diferentes regiones del sistema de proyeccién vomeronasal en el control de
la conducta sexual.

e  Organo Vomeronasal.- Cuando a ratas macho sexudalmente expertas se les remucve el
organo vomeronasal se observa un incremento en la latencia a la primera intromision,

asi como un decremento en la tasa de intromisiones, lo cual genera latencias de
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intromision largas, pero fuera de estos parametros todos los machos que han copulado

son capaces de eyacular (Saito y Moltz, 1986).

+  Bulbo Olfatorio.- Las lesiones a lo largo de la via olfatoria producen alteraciones en
la conducta de apareamiento (Heimer y Larsson, 1967). Al remover el bulbo olfatorio
en ratas macho, se reduce el nimero de animales que eyacula. Esta alteracion en la
eyaculacion es generada por una incapacidad de algunos machos para iniciar la
copulacidn (Larsson, 1969, 1975) asi como también una incapacidad para mantener la
copulacién una vez iniciada (Meisel y cols., 1980). Bermant y Taylor en 1969
demostraron que los efectos inhibitorios sobre la conducta sexual, producidos por
lesiones del bulbo olfatorio, se reducen si los animales han tenido experiencia sexual
antes de la lesién (haber eyaculado por lo menos una vez con una hembra receptiva).
Estos resultados sugieren que la experiencia sexual parece ser también una variable
importante en los efectos observados después de lesionar el bulbo olfatorio.

Asi mismo, los efectos conductuales de la bulbectomia pueden reflejar una
disrupcion de la entrada tonica hacia el cerebro anterior que tiene poco o nada que ver
con el deterioro sensorial olfatorio que sucede a la extraccion del bulbo (Edwards y
cols., 1990). Un resultado més dramatico en la pérdida de la conducta sexual, se
obtiene al lesionar bilateral y conjuntamente al bulbo olfatorio accesorio y principal.
Con esta lesion se anula la conducta sexual (Winans y Powers, 1977).

Los efectos de la bulbectomia en la preferencia de parcja y copulacién pueden ser
consecuencia de una capacidad severamente deteriorada para percibir claves
quimiosensoriales sexualmente relevantes, que impiden al macho tener la habilidad
para hacer clasificaciones dependientes del olor de sus coespecificos como posibles

parejas sexuales (Edwards y col., 1990).
» Amigdala.- Lesiones en esta estructura causan un decremento en la actividad sexual

(Schwartz y Kling, 1964). Las lesiones del nicleo corticomedial de la amigdala

(AMGQG) causan un aumento en la latencia de eyaculacién y reducen el ndmero de
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eyaculaciones (Giantonio y cols., 1970). Por otro lado, Harris y Sachs demostraron en
1975 que las lesiones en la region antes mencionada producen también un incremento
en el mimero de intromisiones preeyaculatorias y fatiga sexual después de pocas
~eyaculaciones en comparacion al grupo control (Harris y Sachs, 1975). Lesiones de
ofras dreas de la amigdala como la basolateral no producen alteraciones sobre la
conducta sexual.

Se propone que la amigdala recibe informacion de los nervios sensoriales de la
regiéon genital. Por lo tanto la lesidon de esta estructura resulta en una sensibilidad

genital inadecuada que induce una inhibicién de la conducta (Cain, 1974).

Niicleo de la cama de la estria terminal (NCET).- Las lesiones del nicleo de la cama
de la estria terminal aumentan significativamente el numero de intromisiones y la
latencia de eyaculacion (Emery y Sachs, 1976; Giantonio y cols., 1970; Valcourt y
Sachs, 1979). Los efectos de estas lesiones son similares a las producidas al lesionar
la amigdala cértico medial, lo cual sugiere que el NCET sirve como relevo de
informaci6n desde la amigdala a otras ireas como es el APM (Benjamin y col., 1982).
Se ha postulado que el NCET y la amigdala cértico medial contribuyen en la
ejecucion de la eyaculacién e integran el sistema neural que controla el reinicio de la

conducta después de la eyaculacion (Emery y Sachs, 1976).

o Area preéptica media (APM).- Los efectos de las lesiones del APM se discutirn

posteriormente en la seccidn 1.4,

Estas estructuras se encuentran interconectadas formando asi una via multisinaptica

que procesa las sefiales feromonales de relevancia socio-sexual, que son detectadas

primero por receptores en el érgano vomeronasal y transmitidas al sistema vomeronasal
(Scalia y Winans, 1975).
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1.3 Otras estructuras cerebrales involucradas en la conducta sexual

» Hipotdlamo.- Esta estructura ha sido involucrada en la regulacién de funciones
corporales y emocionales. Lesiones en el hipotdlamo posterior y en los cuerpos
mamilares producen atrofia gonadal, suprimiendo la conducta sexual, mientras que

lesiones en la region lateral anterior de esta estructura no la afectan.

« Hipocampo.- Lesiones totales de esta estructura causan una disminucion en la latencia
de monta e intromisién; en cambio lesiones dorsales y neocorticales del hipocampo no

alteran la conducta sexual (Deswurry, Goodman, Sallis y Bunnel, 1968).

o Campo tegmental central (CTC).-Edwards y Einhorn (1985) hacen notar que las
lesiones del CTC, localizado eﬁ el mesencéfalo, practicamente eliminan la actividad
copulatoria y disminuyen la preferencia por hembras sexualmente receptivas. En este
sentido las lesiones al CTC tienen los mismos efectos que el dafio en el APM y el
hecho de que los machos no manifiesten conducta copulatoria se debe, aparentemente,
a una disminucién en la motivacién sexual como resultado de las lesiones. Por otro
lado Giordano y col., en 1998 demostraron que en el caso de lesiones en el CTC, Ia
perdida de la conducta sexual se debe a una inhibicion generalizada de conductas y no
unicamente a una disminucién en la motivacién sexual. Como ya se habia mencionado,
Davidson (1966a) y Johnston y Davidson (1972), demostraron que implantes de
testosterona en el APM bastan para restablecer la conducta sexual en machos castrados,
por lo que resulta poco probable que el CTC tenga importancia significativa desde el
punto de Visté de la accién hormonal en relacién con la motivacién y la conducta
sexual. Es mas probable que sea la testosterona la que actie sobre células sensibles a
hormonas en el APM, elevando asi [a motivacién sexual (efecto que puede llevarse a

~cabo a través de neuronas cferentes hacia el CTC).
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1.4 Area preoptica media del hipotalamo anterior (APM/HA)

Los efectos mds dramaticos que se han reportado sobre la perdida de la conducta sexual
han sido producidos por lesiones bilaterales del area predptica media del hipotdlamo
anterior (APM/HA).

E! APM/HA se localiza entre la porcion caudal del quiasma 6ptico y la comisura
anterior tFig. 3), tiene como borde rostral y caudal a [a ldmina terminal y la divisién
media del NCET respectivamente. Las neuronas del APM/HA concentran receptores de
androgenos y estrogenos para esteroides gonadales (Pfaff y Keiner, 1973). E1 APM es una
estructura que mantiene diversas conexiones con diferentes partes del cerebro, por tal
motivo se ha implicado en diversas funciones (regulaciéon endocrina de la gonadotropina
pituitaria, liberacion de prolactina, termoregulacién, conducta materna y sexual (Chiba y

Murata,1985; Conrad y Pfaff, 1976; Simerly y Swanson,1988; Simerly y cols.,1986).

El APM/HA forma conexiones con varias regiones cerebrales. Se han identificado
conexiones reciprocas (tanto aferentes como eferentes) entre el APM/HA y el septum
lateral, el NCET, la amigdala medial, varios micleos hipotalimicos (lateral,
paraventricular, ventromedial y arcuato), el giro central, nicleo del raphe (dersal y
medio), el area ventral tegmental y el nucleo del tracto solitario (Chiva, T y Murata, Y,
1985; Conrad, L y Pfaff, D, 1976; Simerly y col.,, 1986, 1988). Otras vias eferentes
importantes del APM/HA llegan a todas las regiones de¢ la zona periventricular del
hipotdlamo, nicleo acumbens, caudado putamen, palido ventral y el campo tegmental
central. |

En el control de la conducta sexual masculina se encuentran involucradas vias
aferentes al APM/HA desde el 6rgano vomeronasal, las cuales transmiten informacién
quimiosensorial via el bulbo olfatorio accesorio (BOA),. la. AMGm y la porcién

encapsulada del NCST (Scalia, y Winans, 1975)
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Fig. 3 Representaciéon esquematica del area predptica media (APM). Tercer
ventriculo (3V), quiasma optico (qo), comisura anterior (ca), nicleo
predptico medio (nPM), nucleo preodptico ventro lateral (nPVL), area
predptica lateral (APL), nicleo preoptico magno celular (nPMC), palidum
ventral (VP), nucleo de la cama de la estria terminal (NCET), fornix (f),
estria terminal (st), cuerpo calloso (cc), ventriculo lateral (VL), caudado
putamen (CP), comisura anteroposterior (CAP), corteza piriforme (cp),
tracto olfatorio lateral (tol). (LAmina meodificada de Paxinos y Watson,
1986). S N

La importancia del APM/HA en el control de la conducta sexual se deriva de varias
lineas de investigacion: la induccién de la conducta sexual en machos previamente no
copuladores después del kindling (un modelo de plasticidad neuronal) en el APM/HA

(Paredes y col., 1990a), la recupefacién paulatina de la conducta sexual por transplante de
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tejido cerebral fetal después de lesiones del APM/HA (Paredes y col., 1990b), la
facilitaciéon de la conducta sexual por estimulacidn eléctrica del APM/HA (Paredes y
Agmo, 1992). Observaciones detalladas de las interacciones socio-sexuales de las ratas
macho lesionadas en el APM/HA revelan que la persecucién de la hembra se reduce
significativamente (Paredes y col., 1993a). Esos trabajos comprueban la importancia del
APM/HA en la regulacidn de la conducta sexual masculina (para una revisién ver Paredes
y Baum, 1997).

1.4.1 Lesiones en el Area Preoptica Media.

Los primeros estudios sobre lesiones en el APM se iniciaron con los trabajos de
Brookhart en 1941, quien reportd pérdida de la conducta sexual en congjillos de indias
después de lesiones de esta parte del diencéfalo. Posteriormente fue reportado por Hillarp
y col., en 1954 y Soulairac y Soulairac en 1956. En estos trabajos fue evidente que la
conducta sexual masculina se elimina por completo cuando se realizan lesiones bilaterales
grandes en el APM, mientras. que cuando las lesiones son pequefias la alteracién de la
conducta sexual es temporal (Heimer y Larsson, 1966/1967). Asimismo, las lesiones
unilaterales en la misma regién carecen de efecto (Lisk, 1968). Las alteraciones
conductuales no dependen de un solo tipo de lesion ya que estos efectos se observan
también con lesiones producidas con otras técnicas como son la aplicacién de acido
iboténico (Hansen y cols., 1982a), radiofrecuencia (Lupo y cols., 1983) y cortes con
navaja (Szechtman y cols., 1978). Efectos similares producidos por la lesién del APM ée
han descrito en diferentes especies como son: pollos, ranas, ratones, hamsters, cabras,
gatos, perros, monos (Hart y Leedy, 1985; Larsson, 1979; Sachs y Meisel, 1988),

lagartijas, viboras, peces y marmotas (revisién en Meisel y Sachs, 1994).

Las deficiencias en la conducta sexual producidas por lesiones bilaterales del APM no

se asocian con alteraciones del eje hipéfisis-goénadas ya que no se han detectado cambios

25



-en los niveles plasmaticos de testosterona ni en el peso de los testiculos y vesiculas
seminales o alteraciones de los mecanismos de ereccioén o eyaculacion (Heimer y Larsson,
1966/1967; Lisk, 1968, Lupo y cols.,, 1983; Stefanick y Davidson, 1987). Los
tratamientos con testosterona y los procedimientos que inducen conducta sexual en ratas
poco activas sexualmente, tales como manipulacién del macho, reemplazo de la hembra y
choques eléctricos al macho, no restablecen la conducta sexual en ratas con lesiones en el
APM (Caggiula y cols., 1974; Heimer y Larsson, 1966/1967; Lisk, 1968; Stefanick y
Davidson, 1987). Las deficiencias conductuales producidas por la lesion parecen ser
permanentes ya que no se observa recuperacion alguna de la conducta ain & meses
después de 1a lesidon (Ginton y Merari, 1977).

La recuperacion de la conducta sexual en los machos lesionados en ¢l APM s6lo se
ha observado usando dos estrategias. Hansen (1982) inyectd intraperitonealmente lisuride
(agonista del receptor de catecolaminas)., Con este tratamiento el 100% de los animales
reanudaron su conducta sexual y €l 50% eyaculd. Cuando estos mismos animales fueron
tratados con solucidn salina, los animales no fueron capaces de copular. Es interesante
mencionar que Hansen administré el lisuride diez dias después de la lesidn, mientras que
en otros trabajos (Paredes y col., 1993), en los cuales los animales, fueron tratédos con
lisuride 15 semanas posteriores a la lesién, dichos animales no recuperaron la conducta
sexual masculina. Lo anterior demuestra que los efectos del lisuride dependen del tiempo
de su administracién después de la lesion.

Paredes y col. (1990b), han transplantado tejido fetal hipotalamico (transplante
homotipico) en el APM/HA lesionada, logrando que estos animales mostraran una
recuperacidn de la conducta. Los machos lesionados que recibieron el transplante
establecieron conexiones neuronales entre el tejido transplantado y el huésped,
recuperando gradual y permanentemente la conducta sexual (la conducta se sigue
presentando aun después de 8 meses del transplante). En un estudio posterior Paredes y
col. (1993), inyectaron fluorogold (marcador retrogrado) en el CTC para evaluar la
conectividad entre el tejido huésped y el transplante. En esos experimentos se encontraron

células marcadas en el transplante de tejido hipotalamico en el APM, pero no con
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transplantes de otros tejidos como por ejemplo de corteza, lo cual indica que el tejido
huésped efectivamente establece conexiones con el transplante.

Se han planteado diferentes hipdtesis para tratar de explicar los mecanismos a través
de los cuales la lesién del APM afecta la conducta sexual. Las ratas macho entrenadas
para responder instrumentalmente y obtener acceso a una hembra receptiva, dejan de
copular después de la lesion del APM, pero siguen mostrando la respuesta instrumental
(Everitt y Stacey 1987). Con e¢ste procedimiento se ha demostrado que los animales con
lesiones en ¢l APM prefieren la compafiia de una hembra recepﬁva o estar donde estuvo
ésta, sugiriendo que el APM esta involucrada en las respuestas motoras y no en las

motivacionales relacionadas con la conducta sexual (Hughes y cols., 1990).

Por ofra parte, existen datos que sugieren que al lesionar el APM se producen
alteraciones en los mecanismos motivacionales. Por ejemplo, se ha demostrado que los
animales con lesiones en el APM muestran menor preferencia por una hembra receptiva
que los animales control. Esta reduccién en la preferencia de una hembra en estro llega a
ser progresivamente mayor a medida que aumenta el nimero de pruebas post-lesién y no
se pudo revertir por administracién con testosterona, sugiriendo que la conducta
desaparece por una reduccion en la motivacion sexual (Edwards y Einhorn, 1985).

La tercera hipdtesis sugiere que el APM esta involucrado tanto en los mecanismos
relacionados con la ejecucidén como con los de motivacién de esta conducta. Por ejemplo,
algunas ratas con lesiones en ¢l APM despliegan montas e intromisiones sin alcanzar la
eyaculacion (Ginton y Merari, 1977). Cuando se realizan cortes dorsales y sagitales de las
fibras que llevan informacion del o hacia el APM, se producen alteraciones conduétuales
diferenciales relacionadas con la ejecucién e inicio de la conducta respectivamente
(Szechtman y cols., 1978). La estimulacién eléctrica del APM (Merari y Ginton, 1975) v
la infusion de bicuculina en esta region (Ferndndez-Guasti y cols., 1985) reducen el
numero de intromisiones, la latencia de eyaculacion y el intervalo posteyaculatorio.
Ademds, aumenta el numero de eyaculaciones en el tiempo de prueba. Resultados

simtlares se han observado poco tiempo después de lesiones pequeflas del APM que
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afectan tanto los mecanismos motivacionales como los de ejecucion relacionados con la

conducta sexual (Paredes y Agmo, 1992b).

Las vias eferentes provenientes del APM que atraviesan el haz medial tegmental
(HMT) hacia el campo tegmental central (CTC) son un conducto a través del cual las
células del APM que son sensibles a hormonas (Pfaff, 1968; Sar y Stumpf, 1973;

Sheridan, 1978) podrian influir en la conducta sexual masculina.

En los animales se puede inferir la presencia de "motivacién" sexual a partir del acto
copulatorio. Sin embargo, no se puede concluir que la ausencia de la conducta copulatoria
después de haber ocasionado dafio cerebral (en forma experimental) tenga su origen en la
falta de motivacion sexual. Un ejemplo de esto es que si bien las ratas macho con lesiones
en el APM no copulan, si contintian buscando a hembras receptivas y a menudo realizan
montas mal orientadas sin movimiento pélvico (Brackett y Edwards, 1984; Hansen, 1982;
Heimer y Larsson, 1966). Las ratas macho con lesiones en el APM no copulan pero sin
embargo siguen emitiendo vocalizaciones ultrasénicas normalmente asociadas con el
"cortejo" a la hembra (Bean y cols., 1981). Las lesiones del APM atentian y a veces
eliminan la actividad copulatoria en los monos macho, pero no afectan a la masturbacion
(Slimp y cols., 1978). Estas observaciones han llevado a algunos investigadores a sugerir
que quiza el dafio en el 4rea predptica inhiba el inicio o la ejecucién del acto copulatorio
sin necesariamente afectar el interés sexual, aunque csta idea nunca ha sido probada

directamente (Hansen, 1982; Hansen y Drake, 1984; Slimp y cols., 1978).

Se ha demostrado que hurones macho gonadectomizados tratados con dosis altas
de benzoato de estradiol (BE) prefieren en promedio interactuar con una hembra receptiva
en lugar de un macho activo en pruebas de laberintos en forma de T. Por otro lado, las
hembras tratadas con BE prefieren interactuar con el macho sexualmente activo
(Stockman y col., 1985). Los hurones machos con lesiones excitotoxicas, que dafian

Uinicamente neuronas del APM muestran una preferencia por un macho activo superior al
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de los otros grupos de machos controles. Esta preferencia es parecida a la que muestran
los hurones hembra independientemente de haber o no recibido una lesidn predptica
(Paredes y Baum, 1995). Esta preferencia por los machos estd asociada también a una
reduccion de la expresion de la conducta sexual masculina. Mas atin, hurones macho que
presentan una preferencia por la hembra receptiva en pniebas pre-lesién cambian su
preferencia por un macho activo después de ser lesionados bilateralmente en el APM
(Kindon y col., 1996). La preferencia por los machos activos tanto de las hembras control
como de los machos con lesiones bilaterales del APM aument6 cuando los sujetos podian
ver, oler y escuchar al animal estimulo pero no podian interactuar fisicamente al tener una
barrera de malla de alambre. Estos resultados sugieren que la preferencia de los hurones
macho por uﬁa hembra receptiva depende de la integridad funcional de neuronas del
APM. Cuando estas neuronas no estan diferenciadas (como en las hembras) o destruidas
(machos con lesiones bilaterales del APM) los sujetos son atraidos por claves
quimiosensoriales del macho activo.

Esto también fue demostrado en ratas (Paredes y cols, 1998). En este trabajo los
sujetos también son observados en una situacién en la que tienen que escoger interactuar
con una hembra receptiva o con un macho activo para evaluar sus preferencias sexuales,
antes y después de una lesion electrolitica. Asi se demostré que las hembras mantienen
una preferencia por interactuar con un macho activo independientemente del tratamiento
hormonal (benzoato de estradiol o propionato de testosterona). De manera similar la
lesion del APM/HA no modifica la preferencia de las hembras por un macho activo. Por
otro lado Ia lesién en los machos produjo una clara modificacién de su preferencia sexual.
Antes de la lesion los machos interactuaron mas tiempo con la hembra receptiva pero
después de la destruccion bilateral del APM/HA pasaron signiﬁcativémente mas tiempo
interactuando con el macho activo independientemente del tratamiento hormonal.

A partir de lo anterior, podemos concluir que los estudios en hurones y en ratas
demuestran que las lesiones en el APM de machos aumentan su preferencia por un macho
activo, sugiriendo que neuronas de esta regidn son importantes en el procesamiento de las

claves que permiten la interaccion y preferencia por una pareja heterosexual.
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Resumiendo, las lesiones bilaterales del APM, eliminan o disminuyen la conducta
sexual en machos de varias especies, produciendo un cambio en la preferencia sexual en
hurones y ratas. Ademas, no se ha detectado recuperacion espontanea de la conducta y los
tratamientos que inducen copulacion en animales con poca actividad sexual, no inducen

copulacién en animales con lesiones en esta estructura.

Tomando en cuenta lo anterior, en ¢l presente trabajo investigamos si la
-eliminacion de la copula y el cambio en la preferencia sexual en las ratas macho después
de la lesién del APM/HA se debe a un déficit en la coordinacién motora de estas ratas que
les impide llevar a cabo la fase ejecutoria de la conducta sexual. Otro aspecto a evaluar es
observar si estimulos motivacionales como ¢l ver, escuchar y oler a una pareja de ratas
copulando inducia nuevamente la cépula en los machos lesionados. Una tercera pregunta
es analizar si existe un procesamiento diferente en comparacién a los machos sin lesion en
esta estructura, de las claves quimiosensoriales sexualmente relevantes, evaluando esto
ultimo por medio de la deteccidn por inmunohistoquimica del producto del proto-oncogen
c-fos. Por este motivo, en el siguiente capitulo revisaremos la informacion acerca del uso
de Fos como marcador de actividad neuronal y especificamente como marcador ante

estimulos sexualmente relevantes en la rata macho.

1.5 Retroalimentacion entre estructuras del Sistema Vomeronasal

Los elementos del circuito vomeronasal que son esenciales para la copulacion se
aproximan a una cadena linear de neuronas. El bulbo olfatorio representa la unidad de
entrada. El BOA recibe las sefiales quimiosensoriales que han sido transducidas en el
érgano vomeronasal (para una revision ver Wood y Newman, 1995). La amigdala medial
es una unidad que transmite la enfrada quimiosensorial del BOA al APM, el APM

representa una unidad de salida altamente organizada para la expresion de la conducta
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sexual masculina. Cada componenté de este sistema es necesario para la actividad sexual.
La destruccion del BO, amigdala o APM, afecta como ya vimos en diferentes grados la
conducta sexual del macho. Estudios con trazadores han mostrado que la mayoria de las
estructuras estan  bidireccionalmente conectadas, esto es espeéialmente cierto para
estructuras cercbrales que responden a esteroides (Cottingham y Pfaff, 1986). Sin
embargo no todas las conexiones bidireccionales son simétricas. Las conexiones aferentes
y eferentes de la amigdala con el BOA y el APM son preferentemente hacia una
direccién. El BOA es la mayor fuente de aferencias hacia la amigdala (Davis y cols.,
1978), y la amigdala manda una proyeccion eferente densa al APM (Gomez y Newman,
1692); Canteras y cols,, 1995). Sin embargo conexiones recurrentes del APM a la
amigdal_a y de la amigdala al BOA, son limitadas (Simerly y Swanson, 1998; Gomez y
Newman, 1992; Canteras y cols., 1995).

IR

——

—

Fig. 4 Representacion esquemadtica del Sistema Vomeronasal, donde se muestran
todas las interconexiones existentes entre sus diferentes estructuras (Figura
tomada de Wood, 1997). '
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CAPITULO I

C-FOS Y CONDUCTA SEXUAL

2.1 El gen temprano c-fos y estudios de conducta en el sistema nervioso

Los genes de respuesta temprana fueron originalmente descritos en el campo de la
regula‘cic’)n del crecimiento. Estos son rapidamente inducidos por estimulos extracelulares
y codifican proteinas necesarias para eventos que ocurriran en la célula (Curran y
Morgan, 1995). A la fecha han sido identificadas principalmente 4 proteinas de la familia
Fos: c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2 (Greenberg and Ziff, 1984; Zerial y cols., 1989; Cohen y
Curran, 1988; Nishina y cols., 1990). Estas proteinas son codificadas por genes que
contienen cuatro exones y tres intrones (van Straaten y cols., 1983). Poseen un cierre de
leucina que promueve la heterodimerizacion con miembros de la familia Jun (c-jun, JunB
y JunD) para formar un factor de transcripcion llamado proteina activadora-1 (AP-1 por
sus siglas en inglés, para una revision ver Hughes y Dragunow, 1995).

Como ya dijimos este heterodimero (Fos/Jun) funciona como un factor de
transcripeion, el cual se une especificamente a una secuencia del ADN. Al unirse al ADN
se activa el sitio AP-1, el cual regula la expresidn de varios genes relacionados con el
crecimiento, la reparacion y la replicacién del genoma. Fos y Jun son miembros de una
gran familia de factores de transcripcidn, los cuales al coordinar grupos y subgrupos de

genes posibilitan a las células para responder a las demandas ambientales.

Existen dos caracteristicas de la expresion de c-fos que ponen a este gen de accién

temprana como una excelente herramienta de mapeo:

1. Los bajos niveles de transcripcion de c-fos bajo condiciones basales y
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2. Su inductibilidad sobre un amplio rango de estimulacion trans-

sindptica/transcripcional.

En condiciones basales, el RNA mensajero (RNAm) de c-fos y la proteina Fos son
muy bajos (Hughes y cols.,, 1992). En cultivos celulares como en varias regiones
cerebrales en vivo el RNAm es inducido en un par de minutos después del estimulo y el
pico se encuentra entre 30 y 60 minutos. El nivel maximo de la proteina Fos ocurre entre
una y tres horas y desaparece gradualmente del ndcleo celular entre 4 y 3 horas después
del tratamiento (Sonnenberg y cols., 1989; Chan y cols., 1993; Imaki y cols., 1993; Ding
y cols., 1994; Ikeda y cols., 1994; Cullinan cols., 1995; Kovacs y Sawchenko, 1996;
Kovacks, 1998).

Se considera que la induccién de Fos refleja la actividad funcional de las neuronas
(Sagar y cols., 1988; Dragunow y Faull, 1989; Duncan y cols., 1993). Sin embargo, areas
con altos niveles de actividad neuronal, por ejemplo corteza \Irisual (Kaczmarek y
Chaudhuri, 1997) o células neurosecretoras magnocelulares durante la succion (Fenelon y
cols., 1993), no muestran una expresion significativa de c-fos; por lo tanto parece que la
sola actividad no es suficiente para inducir la respuesta de este gen. Sin embargo
recientemente se ha demostrado que la expresion de c-fos depende de las caracteristicas
temporales de los patrones de disparo de los potenciales de accién. En cultivos de células
ganglionares de la raiz dorsal, incrementos grandes y sostenidos en el calcio intracelular o
altos niveles de calcio separados por largos intervalos de disparo producen muy poca
expresién de c-fos. La activacion de este gen fue inversamente correlacionado con el
intervalo de disparo de los potenciales de accidn (Fields y cols., 1997).

A nivel de sistema, la estimulacion de entradas sensoriales (aferencias), como la
visual, a una intensidad normal no provoca la inducciéon de c-fos. Asi mismo la
estimulacion en la corteza visual provoca expresion de c-fos solo después de un periodo
de privacién sensorial y cuando las ratas son expuestas a un objeto novedoso (revision en

Kaczmarek y Chaudhuri, 1997). Una estimulacién auditiva a diferentes intensidades no
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activa la expresiéon de c-fos comparado con una situacion de ruido de fondo, pero esta
expresion estd activada de una forma dependiente de la intensidad en estructuras
relacionadas a la audicidén (Campeaun y Watson, 1997).

Sin embargo, se han observado diferencias en otras estructuras cerebrales: algunas
areas como los nucleos basolateral, medial y cortical de la amigdala y el talamo
anterodorsal y mediodorsal, asi como la corteza piriforme, infralimbica y del cingulado,
expresan c-fos en respuesta a leves estimulos como la exploracién de un ambiente
novedoso (Hughes y cols., 1992; C.ullinan y cols., 1995; Duncan y cols., 1995). Como
veremos mas adelante, en el sistema vomeronasal también se presenta la expresion de c-
fos después de la estimulacién por sefiales sexualmente relevantes de una hembra
receptiva.

El patron de expresion de Fos es especifico al tipo de estimulo aplicado. Por
gjemplo, en experimentos donde se inyectan ratas con una solucién hiperténica y se
sacrifican después de 30 min., se han localizado muchas células inmunoreactivas a Fos en
el organo subfornical, estructura circunventricular del cerebro involucrada en la
regulacion de los fluidos del cuerpo (Giovannelli y Bloom, 1992). De manera similar se
ha observado en investigaciones sobre tareas motoras o hipertermia en ratas, que después
del estimulo hay una gran cantidad de neuronas inmunoreactivas a Fos en regiones
cerebrales implicadas con esos estimulos y no en otras areas (Scammell y cols., 1993). Lo
anterior nos pone de manifiesto que las regiones donde la actividad neuronal es detectada,
por la expresidn de la proteina Fos, depende del tipo de estimulo aplicado. Por lo tanto, la
deteccion de las proteinas producidas por genes tempranos como Fos, refleja las regiones

neuronales involucradas en el procesamiento neuronal de un estimulo determinado.
Existe un numero de diferentes cambios que inducen la expresion de c-fos:
1. Factores neurotréficos

2. Neurotransmisores

3. Despolarizacién y
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4. Incremento del flujo de calcio y elevacion del calcio intracelular e intranuclear.

Asi la deteccion inmunohistoquimica del producto del oncogen c-fos se ha
utilizado ampliamente como un marcador de actividad neuronal que ocurre en respuesta a
una gran variedad de estimulos homeostaticos o sensoriales por todas las caracteristicas

mencionadas anteriormente.

2.2 c-fos y conducta sexual -

Se ha utilizado la deteccién de la proteina Fos como una técnica para medir la
respuesia de los circuitos neuronales involucrados en el control de la conducta sexual,
sobre todo la respuesta del circuito de proyeccién vomeronasal, a varios tipos de
estimulos sexualmente relevantes en la rata, tanto en machos como en hembras (Paredes y
cols., 1998). Algunos trabajos en los que se ha utilizado la expresién de esta proteina
como un marcador inmunohistolégico de actividad neuronal, sugieren que la rata hembra
tiene un patrén sorprendentemente similar al de los machos en respuesta a claves
feromonales derivadaé de una hembra en estro (Bressler y Baum, 1996). En otro estudio,
realizado por Wersinger y colaboradores en 1993, las ratas fueron sometidas a varios tipos
de estimulo sexualmente relevantes, tanto en machos como en hembras gonadectomizadas
y tratadas con estrogenos, y se observaron patrones idénticos de inmunoreactividad hacia

Fos en la AMG medial posterior, el NCET el tegmento dorsolateral (TDL) v el APM,
Los resultados anteriores demuestran claramente que la deteccion de la proteina Fos
después de la exposicion a claves sexualmente relevantes permite evaluar el

funcionamiento del circuito de proyeccién vomeronasal.

Por otro lado, Bakker y cols. (1995) demostraron que las claves quimiosensoriales de

aserrin expuesto a hembras en estro aumentaban el mimero de neuronas inmunoreactivas

35



a Fos en la amigdala medial posterior, el NCET y el APM de ratas macho que habian sido
castradas en la edad adulta y tratados cronicamente con estradiol. También observaron
aumentos similares en machos que habian sido tratados neonatalmente con un inhibidor
de la aromatasa, 1,4,6-androstriana-3,17-dione (ATD, la cual bloquea la masculinizacién
del nucleo dimorfico sexual del APM). Ademas, cuando Bakker y cols. expusieron
sujetos macho a camas de machos sexualmente activos, solo se activaron las arcas
periféricas ( BOA y amigdala media anterior). No se activaron las areas centrales (NCET
v APM).

Paredes y cols. (1998), demostraron que las ratas macho y hembras
gonadectormizadas y tratadas con propionato de testosterona (PT) presentaban la
activacion del circuito vomeronasal a claves sexualmente relevantes evaluado por medio
de la inmunoreactividad a la proteina Fos, mientras que los sujetos tratados con aceite no
respondieron al olor de hembra receptiva.

La respuesta de las neuronas de este circuito a claves quimiosensoriales
provenientes de machos es diferente en cada sexo, mientras que la respuesta a camas de
hembras es igual en los dos sexos, v que la respuesta est4 condicionada a la existencia de
un nivel hormonal minimo.

Se debe mencionar que la disrupcién quirdrgica de la aferencia vomeronasal que
llega al cerebro, atenua parcialmente el aumento de c-fos inducido por la copula en
diferentes partes del circuito de proyeccidn vomeronasal (Dudley vy cols., 1992;
Femandez-Fewell y cols. ,1994). Sin embrago no se ha estudiado el posible papel de las
lesiones del APM, que causan una perdida total de la conducta sexual, sobre la actividad

‘neuronal del sistema vomeronasal en ratas macho.
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CAPITULO III

TRABAJO DE INVESTIGACION

3.1 Planteamiento del problema

La conducta reproductora se ve facilitada por claves feromonales que son
detectadas por receptores del Organo -vomeronasal, que a su vez transmite ésta
informacion hacia el bulbo olfatorio accesorio, la amigdala, el micleo de la cama de la
estria terminal y el area predptica media del hipotdlamo anterior (APM/HA). La
integridad neuronal del APM/HA es fundamental para la expfesién de la conducta sexual,
ya que lesiones extensas de esta region inhiben en forma permanente la expresion de esta
conducta. Asi mismo, se ha encontrado que estas lesiones disminuyen tanto la preferencia
sexual como la preferencia olfatoria por una hembra receptiva en machos con previa
experiencia sexual. Estas y otras evidencias ya descritas anteriormente sugieren que €l
APM/HA es un centro neural que integra los estimulos quimiosensoriales relevantes para
la conducta sexual.

Por otro lado en estudios donde se ha utilizado el marcador de activacién neuronal
c-fos, se ha observado que la presentacion de estimulos quimiosensoriales sexualmente
relevantes provenientes de una cama de hembras en estro induce actividad neuronal en el
bulbo olfatorio, el nicleo de la cama de la estria terminal, el APM/HA y la amigdala. Sin
embargo se desconoce el posible efecto de las lesiones del APM/HA sobre el
funcionamiento del sistema vomeronasal.

En el presente trabajo pretendemos evaluar por medio del gen de accidn temprana
c-fos, si las lesiones en ratas macho del APM/HA, producen un patrén de actividad
neuronal diferente en el sistema de proyeccién vomeronasal en comparacion con los

animales controles.
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3.2 Objetivos

Analizar si las lesiones del APM/HA, que producen una inhibicién completa de la
conducta sexual, y una alteracién por la preferencia de una hembra receptiva, alteran
la. activacion neuronal del sistema vomeronasal, cuantificado por la expresion de la

proteina FOS.

Comprobar si pruebas motivacionales, utilizadas para aumentar la ejecucion de la
conducta sexual, pueden lograr una recuperacion de ésta en ratas macho que

previamente perdieron la conducta por lesiones bilaterales del APM/HA

Determinar si las lesiones del APM/HA alteran la coordinacién locomotora en ratas

macho, para descartar que la falta de conducta sexual sea debida a un problema motor.

3.3 Hipotesis

Se ha propuesto que el drea predptica media del hipotdlamo anterior (APM/HA)
participa en la integracion de estimulos quimiosensoriales sexualmente relévantes
provenientes de una hembra en estro. Estos estimulos provocan activacién neuronal
detectable por inmunohistogquimica para Fos, y se sabe existe una estrecha
comunicacion entre diversas estructuras del sistema vomeronasal, se propone que
lesiones del APM/HA afectaran la activacidén neuronal de otras estructuras del Sistema

Vomeronasal.

Dado que ¢l APM no participa en los aspectos motores de la conducta sexual, 1a lesién
de esta estructura no afectard el desempefio de la coordinaciéon motora en pruebas

realizadas en un rodillo rodante.
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e Como las lesiones del APM alteran la parte motivacional de la conducta sexual a las
ratas lesionadas, estds no lograran recuperar la conducta sexual a pesar de ser

estimuladas con la observacién de otros machos copulando.

3.4 Sujetos

Se utilizaron 90 ratas macho de la cepa Wistar, alojados en el bioterio del Centro de
Neurobiologia, UNAM y cuyo peso era de 300 a 350 gr. Los animales fueron mantenidos
bajo un ciclo artificial invertido de luz-obscuridad (12 horas luz-12 horas obscuridad),
con una temperatura ambiente de aproximadamente 22 grados centigrados y teniendo

libre acceso a comida y agua.

Las ratas hembra estimulo de la cepa Wistar que se utilizaron para las pruebas de
conducta sexual fueron ovariectomizadas cuando menos una semana antes d¢ ser usadas,
Se inyectaron con 25 pg de benzoato de estriadol 48 hrs. antes a la prueba y con 1 mg de
progesterona cuatro horas antes, con la finalidad de provocar un estado de receptividad y

proceptividad adecuadas para la interaccion sexual con el macho.

3.5 Aparatos
3.5.1 Cajas de conducta sexual
Son cajas de madera con frente de vidrio para facilitar la observaciéon conductual y que

miden 40 x 60 x 40 cm. Para observar la conducta sexual, las cajas contienen aserrin en el

piso de la misma (Fig. 5).
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3.5.2 Cajas de coordinaciéon motora

Para las pruebas de coordinacion motora se utilizd un aparato de rodillo rodante

(Smart Rod System V 1.70) con software basado en Windows de AccuScan Instruments,

Inc. El aparato consiste de un rodillo de 70 mm de didmetro en una cdmara de acrilico de

30.5 X 5.5 X 21 cm. (Fig. 6)

TESIS GON
FALLA DE ORIGEN
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Fig. 6 Aparato utilizado para la prueba de coordinacion motora

3.6 Drogas administradas a las ratas hembra

e Benzoato de Estradiol: 17-B-estradiol-3-Benzoato, (Sigma Chemical Company, USA).
Se inyectd en una dosis de 25 pg/rata, 48 horas antes de la prueba de conducta sexual

en un volumen de 0.2 mi/rata.

e Progesterona: (Aldrich Chemical Company Inc., USA). Se inyectd en una dosis de
Img/rata, 4 horas antes de la prueba de conducta sexual y 6 horas antes de las pruebas

de preferencia olfatoria en un volumen de 0.2 ml/rata.

TESIS COM
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Las hormonas fueron disueltas en aceite de maiz comestible e inyectadas

subcutaneamente.

3.7 Procedimiento experimental

Con el proposito de seleccionar a los sujetos para el estudio (n inicial = 90), cada rata
macho debia eyacular por lo menos en 3 de 4 pfuebas de conducta sexual (realizadas por
lo menos con 3 dias de diferencia cada una). Después de estas pruebas conductuales se
obtuvieron 67 machos expertos. De estos, 56 sujetos fueron sometidos a cirugia para
realizar 1a lesion bilateral electrolitica del APM/HA y 11 fueron sometidos a una lesion
falsa del APM/HA. Una semana después de la lesion electrolitica o de la falsa lesion, los
animales fueron registrados en tres pruebas, una por semana, de conducta sexual (bajo las
mismas condiciones y pardmetros antes descritos).

Después se realizd una prueba de coordinacién motora a todos los sujetos y
posteriormente se realizaron tres pruebas motivacionales. Por Ultimo se expusieron los
machos a camas de aserrin de hembras en estro y después de 90.min. fueron perfundidos,

para posteriormente realizar la histologia y la inmunohistoquimica para FOS.
3.8 Pruebas conductuales y cirugia

Todas las observaciones conductuales se realizaron en el periodo obscuro del ciclo luz-

obscuridad bajo luz roja.
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PROCEDIMIENTO

TRSIS CON

FALLA DE ORIGEN .

Fig. 7 Esquema del procedimiento seguido en este trabajo

3.8.1 Conducta sexual

En ésta prueba se coloca a la hembra receptiva (estimulo) 5 minutos antes de colocar al
macho experimental en la caja de observacion (Fig. 4). En cada observacion se registraron
los siguientes parametros: latencia de monta (tiempo transcurrido desde que el macho se
introduce en la caja donde se encuentra la hembra, hasta la aparicion de la primera
monta), latencia de intromision (tiempo transcurrido desde que el macho se introduce a la
caja hasta la aparicion de la primera intromision), latencia de eyaculacidon (tiempo
transcurrido entre la primera intromision y la eyaculacion), intervalo posteyaculatorio

(ttempo que transcurre entre la eyaculacién y la primera intromision de la segunda serie
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copulatoria) y mimero de montas ¢ intromisiones preeyaculatorias. La prueba terminaba al
finalizar el intervalo posteyaculatorio. Si la rata no intrometia en la primera media hora o

no eyaculaba durante el lapso de una hora, era retirada de la caja de observacion.

3.8.2 Cirugia

Los animales recibieron una lesion electrolitica bilateral del APM. Fueron anestesiados
con Ketamina (95 mg/Kg.} v xylazine (12 mg/Kg.). Se utilizé un electrodo de acero
inoxidable, aislado excepto en la punta (0.5 mm). Para lesionar el APM, el electrodo fue
ubicado en las siguientes coordenadas: 0.5 mm lateral a la linea media a la altura de
Bregma y 7.5 mm de profundidad a partir de la dura madre. Se administré una corriente

de 0.55 mA durante 30 seg., con un lesionador Ugo Basile 3500,

3.8.3 Pruebas de Coordinaci()ﬂ Motora

Los animales fueron colocados en el rodillo de la caja de acrilico del Smart Rod
System y fueron sometidos a una prueba de entrenamiento dos veces al dia (una en la
mafiana y otra en la tarde (ver tabla 1). Esto fue repetido 3 veces, con un intervalo de 3
dias en cada sesién. Al siguiente dia de la 1iltima prueba de entrenamiento se realizé la
prueba de coordinacién motora (ver tabla 2), midiendo el nimero de caidas que
presentaba el animal en un intervalo de 3 minutos. Posteriormente se midi6é al dia
siguiente la latencia de caida y la velocidad, en revoluciones por minuto (r.p.m.), a la cual

el syjeto termina la prueba motora (ver tabla 3).

En seguida se explica el esquema que fue utilizado para el entrenamiento de las

ratas y para las pruebas finales.
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.*Dia 1 Dos pruebas (mafiana y tarde)
* Dia 3 Dos pruebas (maifiana y tarde)

* Dia 5 Dos pruebas (mafiana y tarde)

DURACION (seg) ~ VELOCIDAD FINAL (r.p.m.)
5 5
10 10
15 15
10 10
5 5
5 0

Tabla 1 Esquema utilizado para el entrenamiento de la coordinacion motora.

*Dia 6 Prueba de nimero de caidas en 3 min.

DURACION (seg) VELOCIDAD FINAL (r.p.m.)
1 5
180 10
1 0

Tabla 2 Esquema utilizado para realizar la prucba de nimero de caidas en 3

minutos.
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Dia 7 Prueba de velocidad del rodillo y latencia a la cual el sujeto termina la prueba

DURACION (seg) VELOCIDAD FINAL (r.p.m.)
10 5
20 10
30 15
30 - -15
20 10
10 5
5 0

Tabla 3 Esquema utilizado para la prueba final, en la latencia de caida y velocidad
del rodillo en la que el sujeto termina la prueba.

3.8.4 Pruebas Motivacionales

Estas pruebas consistieron en colocar una hembra receptiva con un macho estimulo
en la caja de conducta sexual y dejar que interactuaran por 2 min.,, después de los cuales
era introducido el macho experimental para que este pudiera ver, oler, escuchar y tener
contacto fisico con la péreja estimulo. Al introducir al macho experimental se registraba
la conducta sexual que desplegaba con la hembra estimulo.

Esta prueba se realizo tres veces con una semana de diferencia entre cada prueba.
3.9 Exposicion de los machos a aserrin de ratas hembra en estro

Para realizar esta prueba Unicamente se¢ escogicron los animales de los grupos
lesion falsa, lesion fuera y lesion bilateral del APM.

Al final de todas las pruebas conductuales se colocé a los animales en cajas

individuales de acrilico con una cama de aserrin expuesto previamente durante seis horas
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con hembras receptivas. Las ratas permanecieron en un cuarto sin ruido ni luz por un

lapso de 90 min. antes de que fueran perfundidas.

3.10 Histologia

Después de la exposicion de los machos a aserrin de ratas hembra en estro, los animales
fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital. Los animales fueron perfundidos
intracardiacamente con solucion 0.1 M de salina amortiguadora de fosfatos (PBS) y
paraformaldehido al 4% en 0.1 M de solucién amortiguadora de fosfatos (PB). Los
cerebros fueron congelados y cortados en secciones coronales de 35 pm. Se tomaron dos
series de cortes y uno de ellos fue montado en portaobjetos y tefiidos con violeta de
cresilo para verificar el lugar de las lesiones.

La tincion con violeta de cresilo se realizé de la siguiente forma: inicialmente las
laminillas con los cortes del cerebro se desengrasaron con cloroformo y alcohol al 25 %,
posteriormente fueron tefiidos con violeta de cresilo y fueron pasadas por alcohol al 50 y
70%, y por ultimo fueron pasadas por solucién diferenciadora (alcohol al 70% y unas
gotas de 4cido acético glacial) hasta obtener ¢l contraste deseado; enseguida los cortes
fueron deshidratados en alcoholes al 95 y 100% y xileno (alcohol 100% y xileno en
proporcién 1:1) y finalmente se colaron los cubreobjetos a las laminillas, Una vez
procesados los cortes, se observaron a través del microscopio con el fin de verificar la
localizacién y extension de las lesiones. La presencia de deplecion neuronal y gliosis en el
APM fue utilizada para determinar la extensién del dafio electrolitico en el cerebro de las

ratas (Paredes y col., 1993a; Paredes y Baum, 1995).
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3.11 Inmunohistoquimica

La segunda serie de tejidos se utilizé para realizar la inmunohistoquimica de

acuerdo al siguiente protocolo:

1.- Dos lavados en PBS 0.1 M en 10 min.

2.- Un lavado con HO, 1% en PBS 0.1 M durante 30 min.

3.- Cuatro lavados en PBS 0.1 M en 60 min. |

4.- Posteriormente se incubd 16 horas en anticuerpo primario 1:5000 en una solucidn al
0.52% de Triton X 100.

5.- Cuatro lavados con Tritdn X 100 al 0.02% en PBS 0.1 M en una hora.

6.- Se incubd en ¢l anticuerpo secundario (IgG anticinejo en cabra biotenilado) por dos
horas

7.- Cuatro lavados con Tritén X 100 al 0.02% en PBS 0.1 M 4 en una hora. -

8.- Enseguida se incubd en ABC (elite) por 90 min.

9.- Cuatro lavados en PBS en una hora.

10.- Por 1iltimo se realizé la reaccién de Nickel DAB por 7 min.

11.- Tres lavados en PBS en 30 min.

Al final se montaron las secciones en portaobjetos gelatinizados, se dejaron secar por
3 dias a temperatura ambiente. Posteriormente se rociaron los portaobjetos con agua
destilada y se dejaron secar un dia. Finalmente fueron cubiertos con Permont y se les

coloco el cubreobjetos.
3.12 Conteo del Nimero de Células Inmunoreactivas a Fos
El conteo de las células inmunoreactivas a Fos (IR-Fos), se realizd en estructuras que

forman parte del sistema vomeronasal como el bulbo olfatorio accesorio, en la capa mitral

y granular de éste y en la amigdala medial en su parte anterior y posterior, con la ayuda de
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un microscopio Olympus, en un aumento de 400X. El area donde se contd fue de
aproximadamente 0.442 mm?. Las células con Fos fueron marcadas para cada region
cerebral de interés sobre una hoja de papel usando el microscopio de luz con una cama

translucida.

Se conto en tres cortes distintos, pero adyacentes, de cada region, para cada sujeto.

Fig. 8 Representacion esquematica de el lugar em donde se llevo a cabo el conteo de
IR-Fos. Los nimeros indican la posicion del corte coronal con respecto a
bregma. Capa mitral del bulbo olfatorio accesorio (MiA), capa granular del
bulbo olfatorio accesorio (GrA), nicleo antero-dorsal de la amigdala media

(MeAD), niicleo postero-dorsal de la amigdala media (MePD), tercer
ventriculo (3V).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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3.13 Analisis Estadistico

Los datos de los porcentajes de sujetos que montaron, intromitieron y eyacularon en cada
grupo se¢ analizaron usando la prucba de i, posteriormente se utilizé la probabilidad
exacta de Fisher para encontrar diferencias entre grupos (dos por dos). Para analizar los
datos antes y después de la lesion, se utilizé una prueba de los signos.

Para las latencias de monta, intromisiéon y eyaculacion se utilizaron pruebas de
Kruskal-Wallis scguidas de una prueba post hoc (Mann-Whitney) para detectar
diferencias entre grupos. Para antes y después de la lesidon se utilizé una ANOVA de
Friedman con una prueba de rangos asignados de Wilcoxon como prueba post-hoc.

Para ¢l numero de células inmunoreactivas a Fos, se utilizé una ANOVA de3X?2
factores (tipo de lesion, condicion olfatoria), para cada estructura analizada, con una

prueba de Fisher como post-hoc.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Histologia

Al momento de perfundir a los animales para realizar la histologia habian

sobrevivido 37 animales lesionados y 10 animales con lesién falsa.

En los animales expuestos a la lesion bilateral electrolitica del APM/HA, el andlisis
histolégico reveld la existencia de 14 machos en los que la lesién se encontrd fuera del
4rea predptica media del hipotdlamo anterior (APM/HA) (Fig. 6). Se observaron también
8 machos con lesidn parcial del APM/HA (este grupo incluye animales con lesién
unilateral o bilateral pero que no abarca en su totalidad el APM/HA) (Fig. 6); asi como
también 15 sujetos en los cuales la lesion destruyo bilateralmente el APM/HA (Fig. 6).
Asi después del analisis histolégico se conformaron 4 grupos (incluido el grupo con

lesion falsa). Basandose en estos grupos se realizaron los andlisis estadisticos,

e Machos con lesion falsa del APM/HA (FALSA 6 SHAM) (n=10)
¢ Machos con lesién fuera del APM/HA (FUERA) (n=14)
¢ Machos con lesion parcial de]l APM/HA (PARCIAL) (n=8)

e Machos con lesion bilateral del APM/HA (BILATERAL) - (o=15)
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Fig. 9 Composicion de la extension de la lesion en los 3 grupos obtenidos después de
la histologia. La region clara marca la maxima extension de dafio en algiin
miembro del grupo. La region obscura es donde coincide el dafio de todos los
miembros del grupo. Los mimeros a la derecha muestra la distancia antero-
posterior basandose en bregma (Laminas modificadas de Paxinos y Watson,
1986).

4.2 Conducta Sexual

En los resultados se observod que en el grupo de lesién Falsa y Fuera del APM, no cambid
significativamente el porcentaje de animales que montaron (Fig. 10), intrometen (Fig. 11)
y eyaculan (Fig. 12) después de la lesioén. Con respecto a la latencia de monta (Fig. 13),
de intromision (Fig. 14), de eyaculacion (Fig. 15) y ei nimero de montas (Fig. 16) e

intromisiones (Fig. 17) no se observaron diferencias conductuales significativas después
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de la lesién. En todos estos pardmetros conductuales el grupo lesion Fuera, no mostré

déficit en la conducta sexual después de la lesién,

Lo mismo pasd con el grupo Parcial en el porcentaje del patrén de monta (Fig. 10},
intromisiéon(Fig. 11) y eyaculacién (Fig. 12), asi como en las latencias de los patrones
registrados, con excepcidn de la latencia de eyaculacién la cual difirié del grupo Fuera en
las semanas 4 y 5 que corresponden 2 las dos semanas después de la lesién. Este grupo
también mostré diferencias significativas con respecto al grupo Fuera en el nimero de
montas en la semana 5, que corresponde a la segunda semana posterior a la lesién. En
resumen, este grupo no mostré alteraciones significativas en su conducta sexual después

de la lesion.

Por el contrario el grupo con lesion bilateral mostré una deficiencia significativa en
los diferentes patrones de conducta sexual, en las tres semanas posteriores a la lesion
electrolitica. Al analizar los resultados de los porcentajes de ratas que montaron (Fig. 10),
intromitieron (Fig. 11), y eyacularon (Fig. 12) durante las diferentes semanas de
observacién, se encontré una reduccién significativa en el grupo de ratas Bilateral a
diferencia de los grupos con lesién Falsa, Fuera y Parcial, cuyos porcentajes no se vieron
alterados significativamente. Por otro lado, se observd un aumento significativo en los
parametros conductuales de latencia de monta (Fig. 13), latencia de intromisién (Fig. 14)
y latencia de eyaculacion (Fig. 15), en el grupo Bilateral después de la lesién electrolitica.
No asi en los grupos con lesién Falsa, Fuera y Parcial. Respecto al niimero de montas
(Fig. 16) e intromisiones (Fig. 17), se observa como en el grupo Bilateral, el nimero de
ratas que monta e intromete disminuye significativamente a través de las distintas

semanas de observacién después de la lesion.
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Fig 10 Porcentaje de ratas que presentaron el patréon de monta, antes y después de la
lesion del APM/HA en los diferentes grupos. * Diferente de lesion Falsa,
Fuera y parcial p<0.0S  ** Diferente de lesion Falsa y Fuera p<0.05
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Fig. 11 Porcentaje de ratas que presentaron el patrén de intromision, antes y
después de la lesién del APM/HA en los diferentes grupos.
** Diferente de lesién Falsa, Fuera y Parcial p<0.01
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Fig. 12 Porcentaje de ratas que presentaron el patrén de eyaculacién, antes y
después de la lesién del APM/HA en los diferentes grupos.
** Diferente de lesion Falsa, Fuera y Parcial p<0.01
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Fig 13 Latencia de monta en los sujetos que presentaron el patron, antes y después
de la lesion del APM/HA en los diferentes grupos.
* Diferente de lesion Falsa, Fuera y Parcial p<0.05
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Fig 14 Latencia de intromision en los sujetos que presentaron el patrén, antes y
después de la lesion del APM/HA en los diferentes grupos.
* Diferente de lesion Falsa, Fuera y Parcial p<0.05
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Fig. 15 Latencia de eyaculacion en los sujetos que presentaron el patréon, antes y
después de lIa lesion del APM/HA en los diferentes grupos.
* Diferente de lesion Falsa, Fuera y Parcial p<0.05
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Fig. 16 Nimero de montas en los sujetos que presentaron el patrén, antes y después
de la lesion del APM/HA en los diferentes grupos.
* Diferente de lesién Falsa, Fuera y Parcial p<0.05
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Fig 17 Namero de intromisiones en los sujetos que presentaron el patrén, antes'y
después de la lesion del APM/HA en los diferentes grupos.

* Diferente de Fuera y Parcial p<0.05
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4.3 Coordinacion Motora

Las pruebas de coordinacién motora no mostraron diferencias entre los 4 grupos de

ratas (Lesion Falsa, Fuera, Parcial y Bilateral), en ninguno de los tres parametros

utilizados: el numero de caidas en 3 minutos de prueba, el tiempo de caida en la prueba y

la velocidad a la que se cayeron los animales del rodillo.

NUMERO DE CAIDAS EN 3 MINUTOS
(MEDIA # E.E.)

SHAM FUERA  PARCIAL BILATERAL
TIPO DE LESION DEL APM/HA

Fig. 18 Niimero de caidas en 3 min., en los cuatro grupos de ratas
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Fig. 19 Tiempo en que termina la prueba (momento en el cual el animal cae del
rodillo.
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Fig. 20 Velocidad del radillo al momento de terminar la prueba
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4.4 Pruebas Motivacionales

El andlisis de la conducta sexual en las pruebas motivacionales no mostré una
recuperacién de la conducta en las ratas con lesiones bilaterales del APM/HA. El
porcentaje de los patronés conductuales de estas tres pruebas motivacionales, fué similar a

los encontrados en las tres pruebas conductuales post-lesion.
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Fig. 21 Porcentaje de ratas que presentaron el patrén de monta, durante las 3
pruebas motivacionales * Diferente de falsa, fuera y parcial p<0.05
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Fig. 22 Porcentaje de ratas que presentaron el patrén de intromision, durante las 3
pruebas motivacionales ** Diferente de falsa, fuera y parcial p<0.05
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Fig. 23 Porcentaje de ratas que presentaron el patréon de eyaculacién, durante las 3
pruebas motivacionales ** Diferente de falsa, fuera y parcial p<0.05
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4.5 INMUNOHISTOQUIMICA CONTRA FOS

Los resultados muestran una diferencia de el nimero de células inmunoreactivas a
Fos en la condicién de estro en comparacién con la condicién limpio. Esto es constante
para todas las estructuras cstudiadas del sistema vomeronasal asi como para los tres
grupos estudiados (lesiones Falsa, Fucra y Bilateral), excepto en el grupo Bilateral en la
capa mitral del Bulbo Olfatorio accesorio, en donde no se observan diferencias entre las

condiciones de estro y limpio.
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Fig. 24 Namero de células inmuno-reactivas a la proteina Fos en los tres grupos de
animales  * Diferente de limpio, mismo grupo p<0.05
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CAPITULO V
DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.1 Discusion

Como hemos descrito anteriormente, lesiones de diferentes regiones del cerebro pueden
alterar en diverso gradb la conducta sexual masculina. Sin embargo los efectos mas claros
se observan cuando se lesiona el APM/HA (Brookhart y Dey, 1941; Hillarp y Col., 1954;
Paredes y Col., 1990; 1993). Cuando las lesiones en esta estructura son grandes, la
conducta sexual se elimina por completo (Paredes y Col.,, 1998). Pero ademas es
necesario que las lesiones sean bilaterales, ya que las lesiones unilaterales solo producen
alteraciones transitorias en la conducta sexual (Lisk, 1968).

En el presente trabajo, se reduce el nimero de animales que presentan patrones de
monta, v se elimina en el caso de los patrones de intromisién y eyaculacion, al lesionar
bilateralmente el APM/HA. Nuestros datos también demuestran que la especificidad de la
lesion es importante para observar pérdida de la conducta sexual masculina, ya que no se
observaron diferencias significativas entre el grupo LP (que tenia lesiones unilaterales y
parciales del APM/HA), y el grupo LF (que tenia lesiones fuera del APM/HA).

Como también hemos descrito anteriormente (Capitulo 1), se han planteado
diferentes hipdtesis para tratar de explicar los mecanismos a través de los cuales las
lesiones del APM/HA afectan la conducta sexual. |

Una de estas hipotesis postula que neuronas de esta region estan involucradas en
aspectos ejecutorios de la conducta sexual masculina, que incluyen las respuestas motoras
de monta, intromisién y eyaculacién y no en aspectos motivacionales de la copula, como
podrian ser acercarse y perseguir a una hembra receptiva. Esta hipdtesis se basa en los
estudios de Everitt y Stacey (1987), donde demostrafon que ratas macho que aprendieron
a apretar una palanca en una caja de Skinner para obtener la presencia de una hembra

receptiva y copular con ella, continuan apretando la palanca después de lesiones
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bilaterales del APM/HA. Una vez en presencia de la hembra no despliegan la conducta
sexual, sugiriendo que las lesiones del APM/HA alteran la ejecucién de la conducta y no
su aspecto motivacional.

Paredes y Agmo en 1989, demostraron que la administracién intra-peritoneal de
baclofen (un agonista gabaérgico), en diferentes concentraciones, afecta gradualmente la
coordinacién motora, afectando también en forma directamente proporcional la ejecucion
de la conducta sexual. En el présente trabajo evaluamos la coordinacién motora de los
animales lesionados bilateralmente del area predptica media. Existia la posibilidad de que
la lesion del APM/HA afectara la coordinacién motora de la rata, y ésta a su vez,
estuviera afectando la ejecucién de su conducta sexual. De esta forma en el presente
trabajo quedd demostrado que las lesiones del APM, no afectan la coordinacién motora
fina de las ratas lesionadas, y que esto estuviese interfiriendo con el despliegue de los

patrones conductuales como la monta y la intromisién en la conducta sexual.

Investigaciones previas han mostrado que la ejecucién sexual en varias especies de
vertebrados es aumentada por el simple hecho de ver la actividad copulatoria de otros
machos, antes de ser colocados con una hembra receptiva. Esto a podido ser demostrado
en toros, cabras, caballos y cerdos (Kerruish, 1955; Pickett y col., 1977; Hemsworth y
Galloway, 1979; Blockey, 1981; Mader y Price, 1984; Price y col., 1984). Sin embargo
también se a mostrado, que esta exposicion, no tiene ningiin efecto en borregos (Price y
col,, 1998). En ratas Hard y Larsson en 1969, demostraron que la exposicién previa al
coito de ratas macho a animales copulando aumenta su posterior ejecucion sexual. Otro
aspecto analizado en este trabajo fue determinar si tratamientos conductuales, que
producen un aumento en la motivacién de los machos de diferentes especies, produciria
una recuperacion de la conducta sexual en aquellos machos que perdieran esta conducta
por la lesion bilateral del APM. Los resultados demuestran que esto no fue posible, ya que
los machos que perdieron la conducta sexual por la lesién bilateral del APM, no
recuperaron la conducta después de tres pruebas de conducta sexual con estimulacién que

fueron realizadas. Esto es consistente con reportes previos en los que diferentes
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tratamientos, que estimulan la cépula en machos intactos, no logran la recuperacion de la
conducta sexual masculina después de lesiones del APM, como es el caso de
manipulacion del sujeto, reemplazamiento en varias ocasiones de la rata hembra estimulo,
durante la prueba conductual (para una revisiéon ver Meisel y Sach, 1994) 6 choques
eléctricos en los flancos de la rata macho (Meisel, 1983). Sin embrago, cabe mencionar
que en el caso del presente trabajo la estimulacion se realizé de forma diferente, ya que se
mantuvo al macho estimulo todo el tiempo, mientras el sujeto copulaba. También es
importante mencionar que a pesar de que el macho estimulo permanecié en toda la
prueba, esto no impidio que el syjeto experimental .ej ecutara la conducta sexual, e incluso
eyaculara en los grupos con lesion falsa, fuera y parcial.

La recuperacidn de la conducta sexuval en los machos lesionados en el APM so6lo se
ha observado usando dos estrategias. Hansen (1982) inyectd intraperitonealmente lisuride
(agonista del receptor de catecolaminas). Con este tratamiento el 100% de los animales
reanudaron su conducta sexual y ¢l 50% eyaculd. Cuando estos mismos animales fueron
tratados con solucion salina, los animales no fueron capaces de copular. Es interesante
mencionar que Hansen administré el lisuride diez dias después de la lesién, mieniras que
en 6tros trabajos (Paredes y col., 1993), en los cuales los animales, fueron tratados con
lisuride 15 semanas posteriores a la lesion, dichos animales no recuperaron la conducta
sexual masculina. Lo anterior demuestra que los efectos del lisuride dependen del tiempo

de su administracién después de la lesion.

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. Estudios en hurones (Paredes y Baum, 1995;
Kindon y col,,1996) y en ratas (Paredes y col.,1998) demuestran que las lesiones en ¢l
APM/HA de machos, elimina su conducta sexual por completo y aumentan su preferencia
por un macho activo, sugiriendo que neuronas de esta regién son importantes en el
procesamiento de las claves quimiosensdriales que permiten la interaccién y preferencia

por una pareja heterosexual. Estos trabajos también sugieren que la lesiéon del APM/HA
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produce una alteracién motivacional en la rata macho, la cual ocasiona que el macho no
este motivado para la busqueda de la hembra receptiva y por lo tanto de la copula. En un
trabajo previo, nuestro grupo de trabajo (Hurtazo, 2000), demostrd que las ratas macho
con lesiones en el APM no pueden diferenciar entre el olor de una hembra receptiva de
una no receptiva, por esta razén propusimos la evaluacién de la activacion del sistema
vomeronasal por medio de la proteina Fos, para poder discernir, si la lesién del APM
afectaba el procesamiento de las sefiales olfatorias sexualmente relevantes en el sistema
vomeronasal.

Se ha utilizado la deteccion de la proteina Fos como una técnica para medir la
respuesta de los circuitos neuronales involucrados en el control de la conducta sexual,
sobre todo la respuesta del circuito de proyeccién vomeronasal, a varios tipos de
estimulos sexualmente relevantes en la rata, tanto en machos como en hembras (Paredes y
cols., 1998). Se debe mencionar que la disrupcion quirirgica de la aferencia vomeronasal
que llega al cerebro, atenia parcialmente el aumento de c¢-fos inducido por la copula en
diferentes partes del circuito de proyeccidn vomeronasal (Dudley y cols., 1992;
Femandez-Fewell y cols. ,1994).

Las conexiones recurrentes son otro elemento critrico en el circuito vomeronasal
involucrado en la conducta sexual. Un modelo lineal del procesamiento de la informacion,
con conexiones unidireccionales es un sistema reactivo solamente. Sin embargo estudios
conductuales han mostrado que la cdpula no es una respuesta conductual fija a sefiales
sensoriales sexualmente relevantes, si no que es modificada por una expresién temprana
de la conducta sexual (para una revision ver Baum, 1992). Asi en machos sexualmente
expertos, la latencia de copulacion es menor (Vega Matuszczyk y Larsson, 1993) y la
duraciéon de la cépula post-castracion es prolongada (Bunell y Kimmel, 1965). Estas
observaciones conductuales implican la existencia de un sistema de retroalimentacién en
el circuito de la conducta sexual. En nuestros resultados la lesiéon del APM no dafia en

forma significativa la activacion de la proteina Fos en estructuras profundas del Sistema
| Vomeronasal, lo que nos dice que esta estructura no afecta la forma como el Sistema

Vomeronasal esta procesando la informacion olfatoria sexualmente relevante, en
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estructuras como la amigdala medial anterior y posterior. Esto concuerda con trabajos
previos (Baum y Everitt, 1992), donde lesiones unilaterales del APM/HA, no afectan la
expresion de Fos en la amigdala medial. Sin embargo se observa que en ¢l caso de la capa
mitral no se encuentran diferencias entre la condicion estro y limpio en el grupo de
animales con la lesion bilateral del APM. En un trabajo previo de Bressler y Baum en
1996, ovariectomizaron machos y hembras que posteriormente tratan con Propionato de
Testosterona, estos animales fueron divididos en 3 grupos, los cuales fueron expuestos a 3
condiciones diferentes: olor de una cama de hembras en estro, olor de una cama de
hembras en anestro y olor de una cama de aserrin limpio. En este trabajo observan que la
capa mitral del bulbo olfatorio accesorio de las ratas macho que fueron expuestas a la
cama de hembras en anestro, no tiene diferencias en el nimero de células inmunoreactivas
a Fos, comparandolo con la cama de aserrin limpio. En un trabajo posterior Paredes y
‘cols, en 1998 donde ratas ovariectomizadas tanto machos como hembras, tratadas con
Propionato de testosterona o vehiculg (aceite), encuentran un nimero similar de neuronas
que responden a la proteina Fos en el Sistema Vomeronasal tanto en machos como en
hembras tratadas con PT, solo que en las hembras no se observan diferencias en la capa
mitral de] BOA, comparando la condicién de cama de hembras en estro contra la cama
limpia. \

En base a los trabajos anteriormente mencionados se observa que el patron de
inmunoreactividad a Fos en el sistema vomeronasal de los sujetos lesionados del
APM/HA y expuestos al olor de hembras receptivas es similar a aquellos machos que se
han expuesto al olor de hembras no receptivas (Bressler y Baum, 1996), 6 a ratas hembra
tratadas con Propionato de Testosterona y expuestas a olor de hembras receptivas
(Paredes y cols., 1998).

Sin embrago cabe mencionar que en estos dos trabajos no se da una probable
explicacién sobre el porque no se encuentran diferencias en la capa mitral comparando el
aserrin proveniente de hembras y ¢l aserrin limpio. Asi al revisar la literatura sobre el
patron de actividad neuronal detectado por la proteina Fos da la impresidén que no se han

valorado los resultados obtenidos en la capa mitral del bulbo olfatorio accesorio. La
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importancia de la capa mitral del BOA en la deteccién de estimulos sexualmente
relevantes de una hembra en estro ha sido también demostrado en ratén. Matsuoka y cols.,
en 1999, demostraron que la capa mitral y granular del BOA expreso significativamente
mas neuronas IR-Fos con el olor proveniente de una cama de hembras en comparacion
con la cama limpia.

Las dendritas de las células mitrales y granulares forman sinapsis dendro-
dendriticas, que consisten en un par de sinapsis excitatorias e inhibitorias (Paxinos, [998),
Cuando las dendritas de las células mitrales son activadas por la aferencia del nervio
Vomeronasél, estas despolarizan las déndritas de las células granulares por medio de la
liberacién de glutamato (Kaba y Keverne, 1992). La despolarizacion de las células
granulares, tiene como consecuencia la liberacién de GABA, lo que provoca una
hiperpolarizacién de las dendritas de las células mitrales. Este sistema de
retroalimentacién, probablemente tiene un importante papel regulador en el conirol de Ia
salida de la informacién del BOA hacia regiones mas profundas del sistema vomeronasal.

Por el momento es impoftante sefialar que el patrén de inmunoreactividad a Fos, en
el bulbo olfatorio accesorio (capa mitral) de los sujetos lesionados bilateralmente del
APM/HA es similar al patrén de inmunoreactividad en machos expuestos a una cama de
aserrin expuesta a hembras en anestro (Bressler y Baum, 1996). Como ya se menctono, en
un trabajo previo en nuestro laboratorio (Hurtazo, 2000), se ha demostrado que las
lesiones del APM/HA. ocaciona una pérdida en la preferencia al olor proveniente de una

hembra receptiva.

Sin embrago en este momento no tenemos una explicacion satisfactoria de que via
cferente del APM/HA hacia ¢l BOA, fue afectada para dar los resultados que fueron
observados por las lesiones de esta estructura. Para solucionar este problema se podrian
realizar marcaje con trazadores anterégrados inyectados en el APM, o estudios de
registros electroenceldgréﬁcos en el BOA ante estimulos sexuales de la rata hembra, en

condicién normal e inactivacion del APM.
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La importancia del estudio radica en que es la primera vez que se estudia la
actividad del sistema vomeronasal por Fos, en ratas con lesiones del APM/HA, que

producen un déficit en la preferencia sexual, y olfatoria por una hembra receptiva.
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5.2 CONCLUSIONES

e Solo lesiones bilaterales y suficientemente amplias del APM/HA producen una

perdida total de la conducta sexual masculina en la rata macho.

o Estas lesiones bilaterales o parciales, no producen una alteracién importante de la
coordinacién motora de la rata macho que pudiera interferir con la ejecucion normal

de la conducta sexual masculina.

e Las ratas que perdieron la conducta sexual por las lesiones bilaterales no recuperan la

conducta sexual después de las pruebas de estimulacién sexual.

e FEn el caso de Fos no se encontr6 afectada la actividad neuronal de las ratas lesionadas
en comparacion de las ratas con lesion falsa 0 fuera en partes superiores del sistema

vomeronasal, como es la amigdala medial.

« En el caso de la capa mitran en la cual no se encontraron diferencias entre la condicion
estro y limpio, en el grupo con lesion bilateral, se propone que no se ha valorado
adecuadamente el papel de esta capa del BOA y su importancia en el procesamiento

de las sefiales olfatorias sexualmente relevantes.
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