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ABSTRACT

Sexual behavior is a representative response of the physiological and emotional
mood of the organisms. The feminine sexual behavior is characterized for a proceptive
stage, in wich female presents a variety of patterns to bring the male, one of this is the
approaching and runaway from the male that is evident when female can paced mating
behavior, and the other stage is the receptive one in wich the female assumes a lordosis
posture to allow mount from a male. There are physiological and behavioral implications
that favor reproduction when mating is paced by the female. In rodents olfaction is
important to determine this behavior. There are two olfactory structures that process
sexually relevant cues: the main olfactory bulb (MOB) and the accessory olfactory bulb
(AOB), which is really important for the process of pheromones and the display of
feminine sexual behavior. The olfactory bulb is a plastic structure, sensitive to novel and
relevant olfactory stimuli. This structure receives and integrates new neurons during life
that modulates the sensory information process. In this work we evaluated plastic changes
in the female rodent brain, specifically the possible influence of sexual behavior (paced or
non-paced by the female) in the incorporation of new cells in the olfactory bulb 15 days
after the stimuli was evaluated. The mitotic marker BrdU was administered on the stimulus
day. The cells marked localized in the glomerular, mitral and granular layers of the MOB
and AOB were counted. The quantitative analysis shows an increase in the number of
BrdU+ cells in the mitral and granular layers of the AOB in the group that paced the
mating, however there weren’t any differences in the MOB between stimuli. The results of
this work suggest that paced mating behavior is a stimulus capable to have an influence in
the number of new cells in the AOB but not in the MOB.



RESUMEN

La conducta sexual es representativa del estado fisiolégico y emocional de los
organismos. La conducta sexual femenina se caracteriza por una etapa de proceptividad, en
la cual la hembra realiza una serie de patrones para atraer al macho, entre ellos
acercamientos y alejamientos hacia el mismo, que son mas evidentes cuando la copula es
regulada por la hembra, y una etapa de receptividad en la cual la hembra asume una postura
de lordosis para permitir la penetracion del macho. Cuando la hembra regula la copula hay
implicaciones fisioldgicas y conductuales que favorecen la reproduccion. El olfato en los
roedores es importante para el despliegue de esta conducta. Existen dos estructuras
olfatorias que se encargan de procesar los olores: el bulbo olfatorio principal (BOP) y el
bulbo olfatorio accesorio (BOA), el cual es muy importante para el reconocimiento de
feromonas y el despliegue de la conducta sexual femenina. El bulbo olfatorio es una
estructura pléastica, sensible a estimulos olfatorios novedosos y relevantes. Esta estructura
recibe e integra nuevas neuronas a lo largo de la vida las cuales modulan el procesamiento
de la informacion sensorial. En éste trabajo se evaluaron cambios plasticos en el cerebro de
la rata hembra, en especifico la influencia de la conducta sexual (regulada 6 no regulada por
la hembra) en la incorporacion de células nuevas en el bulbo olfatorio 15 dias después del
estimulo. Se utiliz6 el marcador mitético BrdU administrado el dia del estimulo. Se
cuantificaron las células marcadas y localizadas en las capas glomerular, mitral y granular
del bulbo olfatorio principal y accesorio. El analisis cuantitativo mostré un incremento de
células BrdU+ en las capas mitral y granular del BOA de las hembras que regularon la
copula, sin embargo no hubo diferencias en el BOP entre los estimulos. Los resultados de
este trabajo sugieren que la copula regulada por la hembra es un estimulo capaz de influir

en el nimero de células nuevas en el BOA pero no en el BOP.



INTRODUCCION

La conducta sexual desde un punto de vista evolutivo es fundamental para la
supervivencia, generacion tras generacion de las especies, sin embargo, de acuerdo a Agmo
(1999) no tiene otro propodsito mas para el individuo que su propia ejecucion. En los
mamiferos, la conducta sexual consta de dos etapas, la primera motivacional en la cual el
individuo comienza la interaccion con la pareja y se da la atraccion y la segunda es la etapa
de ejecucién en la cual se presentan una serie de parametros conductuales facilmente
identificables. En la rata hembra, el despliegue de esta conducta es altamente dependiente
de las hormonas estradiol y progesterona. La estimulacion que la hembra recibe de la
copula es importante para la eficiencia reproductiva, ya que se ha descrito que cuando la
hembra controla los contactos copulatorias regula también la estimulacion vagino-cervical
que recibe, lo cual incrementa la probabilidad de reproducirse mediante la activacién del
sistema de control hormonal (Erskine 1989).

Para la expresion de la conducta sexual se requieren de estimulos olfatorios
qguimiosensoriales sexualmente relevantes, como las feromonas (Keller et al. 2006 a,b), por
lo que el olfato en los roedores juega un papel importante. Existen dos estructuras olfatorias
encargadas del procesamiento de estimulos olfatorios, cada uno de ellos procesa un tipo de
olor en especifico: el bulbo olfatorio principal (BOP) y el bulbo olfatorio accesorio (BOA).
El BOA, en particular, se encarga de captar los olores producidos antes y durante la cépula,
los cuales inducen una activacion del circuito de control hormonal en las hembras
(Rajendren y cols. 1993).

El bulbo olfatorio es una estructura plastica con capacidad de neurogénesis que
incorpora nuevas neuronas a lo largo de la vida, las cuales son sensibles a estimulos
olfatorios que favorecen su supervivencia (Petreanu y Alvarez-Buylla 2002). Olores
diversos, novedosos, (Rochefort y cols. 2002 y 2005; Taupin 2005), exposicién a pareja
heterosexual (Mak y cols. 2007) 6 la induccion de la receptividad sexual en las hembras por
la presencia de un macho (Smith y cols. 2001) pueden modular esta neurogénesis. Por
consiguiente, los olores sexualmente relevantes que se liberan antes, durante y después de

la copula podrian influir también en el proceso de neurogénesis del bulbo olfatorio.



Utilizando el marcador mitotico BrdU, en este trabajo se propuso evaluar la
influencia de la conducta sexual femenina cuando la hembra regulara los contactos
copulatorios 6 cuando el macho regulara los contactos copulatorios, sobre el numero de

células nuevas en el bulbo olfatorio principal y accesorio quince dias después del estimulo.
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ANTECEDENTES

Capitulo 1.

Conducta Sexual en larata hembra

1. Patrones conductuales

La conducta sexual esta presente en diversos organismos y es indispensable para la
preservacion de las especies de generacion a generacion pero no para la supervivencia del
individuo, siendo para ésta ultima una conducta motivacional, por lo tanto la conducta
sexual no tiene otra finalidad o propoésito para el individuo mas que su propia ejecucion
(Agmo 1999).

En los roedores la conducta sexual presenta dos fases, la primera precopulatoria ¢
motivacional, la cual inicia el contacto y acercamiento entre los individuos y la segunda, es
propiamente la ejecucion de la cépula. En la conducta sexual de la rata hembra se
distinguen dos componentes: el proceptivo y el receptivo que permiten al macho interactuar
con la hembra y presentar montas, intromisiones y eyaculacion. Las conductas proceptivas
se encuentran en la fase de conductas precopulatorias 6 motivacionales que las hembras
presentan para atraer al macho y son un conjunto de despliegues: pequefios saltos,
movimientos en zig-zag y movimientos repetidos de orejas. La receptividad esta asociada
con el componente consumatorio de la copula y se manifiesta con la postura de lordosis que
la hembra despliega como un reflejo-respuesta a la monta de un macho. Un componente
importante de la conducta sexual de la rata hembra es la regulacién de la cépula que le
permite a la hembra controlar la estimulacion que reciba (Erskine 1989, Beach 1976,
Jenkins y Becker 2005).

El inicio del contacto sexual y de todos los patrones conductuales en las hembras
antes mencionados, es altamente dependiente de hormonas, ya que requieren niveles
fisioldgicos adecuados de estradiol para inducir la receptividad y de progesterona para la

proceptividad. También depende de la interaccion de la hembra con los estimulos
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ambientales que ésta reciba, como lo es la estimulacion del macho (Jenkins y Becker

2005).

La conducta copulatoria ocurre cuando la hembra se encuentra en el periodo de

receptividad sexual que comienza al final de la etapa de proestro y principio del estro, que

es cuando se los niveles de progesterona y estrogeno se incrementan preparando asi al

organismo para la fertilizacién (ver Fig.1).

El ciclo ovarico de la rata y sus variaciones hormonales se describiran mas adelante.

:._ -
= & om o
=R e wf

Frogesterona

i S —

—" Estrogenoc

Miveles Hormonales Relativos

Diestro 11 Proestro

Fig.1 Esquema representativo del estro conductual en la rata hembra (recuadro) que ocurre cuando

los niveles de estrégeno disminuyen y se elevan los niveles de progesterona. (Imagen modificada de

Jenkins y Becker 2005).

La conducta de cdpula consiste de varios patrones conductuales caracteristicos que

la hembra despliega para atraer al macho y de ésta manera comenzar el contacto sexual. El

macho, a su vez, al ser atraido por la hembra, se acerca y comienza a presentar el patron de

conductas tipicas de su género, como lo es montar a la hembra apoyandose de su lomo con

sus patas delanteras, contacto que genera que la hembra despliegue el reflejo de lordosis,

12



que es el arqueamiento del lomo de la hembra con elevacion de la cabeza y el tren posterior

moviendo la cola para permitir la intromision.

2. Condiciones fisiologicas que determinan la receptividad sexual

en larata hembra

2.1 Ciclo estral
Las ratas presentan un ciclo reproductivo llamado ciclo estral que consiste en la

ovulacion de manera ciclica (con una duracion de 4 a 5 dias) pasando por cuatro estados
basicos en los que se presentan cambios en el tipo de células que estan presentes en el utero
de la hembra, y son: metaestro 6 diestro I, diestro Il, proestro y estro.

El ciclo ovarico comienza con una estimulacion por parte de las neuronas
hipotaldmicas hacia la hipdfisis. El hipotadlamo produce una liberacion pulsatil de GnRH
(hormona liberadora de gonadotropinas) que estimula la liberacién de dos hormonas
gonadotrdpicas primarias de la glandula pituitaria anterior: la hormona foliculo estimulante
(FSH) y la hormona luteinizante (LH), las cuales a su vez llevan a la liberacién de
hormonas sexuales (esteroides) de las gbnadas. La FSH estimula el crecimiento de los
foliculos del ovario (células epiteliales que se encuentran rodeando cada 6vulo); conforme
los ovarios maduran secretan estradiol que genera un crecimiento epitelial de las paredes
del utero (preparacion para la implantacion del 6vulo). El incremento de estradiol genera
una activacion en la hipdfisis y se libera LH, la cual genera la ovulacién (rompimiento de
los foliculos generados anteriormente). La influencia continua de LH genera que la ruptura
del ovario se vuelva cuerpo luteo que produce estradiol y sobretodo progesterona. Por lo
tanto FSH y LH son las encargadas de estimular el crecimiento de los foliculos y la sintesis
de esteroides en el ovario. En la rata, este periodo dura dos dias. La secrecién de estradiol
se incrementa gradualmente durante esta fase. La retroalimentacion negativa se da cuando
las hormonas sexuales se incrementan, la secrecion de gonadotropinas se reduce, las cuales

estimulan el decremento de la sintesis de hormonas esteroides (Nelson 2000). EIl primer dia
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es llamado diestro 1 6 metaestro, y el segundo es llamado diestro 2 ¢ diestro (Jenkins y
Becker 2005). Durante el periodo de diestro y proestro del ciclo estral de la rata, los
foliculos son estimulados para producir hormonas esteroides sexuales en concentraciones
elevadas. En la tarde del proestro, la amplitud de los pulsos y la frecuencia de la liberacion
de GnRH, y por ende de la amplitud y frecuencia del pulso de liberacion de LH y FSH
aumentan también.  Bajo estas condiciones, la retroalimentacion negativa falla
momentaneamente y los foliculos liberan concentraciones altas de estrdgenos, y tiempo
después, concentraciones bajas de progesterona. Esta liberacion preovulatoria de LH
estimula la ovulacion, reflejando la retroalimentacion positiva que ocurre en el mecanismo
de control hipotdlamo-hipofisis-gonadal. La concentracion elevada en sangre de estrogeno
y progesterona también estimula el estro conductual. Los niveles de estrogeno caen a los
niveles base rapidamente, pero el nivel de progesterona en sangre permanece alto durante
varias horas ¢ durante algunos dias si no ocurre la copula. La liberacion ténica de GnRH
en el ciclo estral involucra a regiones como el hipotdlamo anterior, el area predptica,
regiones del nucleo supraquiasmatico y el ndcleo arcuato, que son las regiones donde se
localiza ésta hormona (Nelson 2000).

La concentracion de estradiol en sangre fluctia alrededor de 40 ng/ml en el
proestro, aproximadamente 6 a 12 horas antes de la ovulacion. Este incremento de estradiol
produce la liberacion de la hormona GnRH del hipotalamo y a su vez la liberacién de LH 'y
FSH. De 8 a 10 horas més tarde, el foliculo maduro es liberado y transformado en el
cuerpo luteo. La progesterona se incrementa unas horas (4 a 6 horas) antes de la ovulacion
después de la liberacion del estradiol durante el proestro. La prolactina es otra de las
hormonas que se libera a partir de los lactotropos localizados en la glandula pituitaria
anterior, esta hormona se incrementa en la etapa de proestro y, en caso de haber
fecundacion en los animales, se incrementan los pulsos de liberacién de la misma y se
mantiene durante un tiempo hasta que la progesterona vuelva a incrementar sus niveles y se
mantenga durante la prefiez (Jenkins y Becker 2005). Estos cambios en la concentracién de

hormonas durante el ciclo estral de la rata se ejemplifican en la Fig.2.
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Fig.2 Patron hormonal del ciclo estral de la rata. Concentracion hormonal en plasma en el
transcurso del ciclo expresado en ng/ml. En la grafica se indica el periodo en el cual ocurre la
receptividad sexual y la ovulacion. Las barras negras representan el intervalo de oscuridad en un
ciclo 12-12 (Imagen modificada de Freeman 1994).

Los cambios ciclicos en la estructura de los ovarios han sido correlacionados con los

cambios ciclicos en la citologia vaginal, ya que ambos se presentan de manera organizada y

simultanea. Los cambios que se generan en el Utero debidos a las variaciones morfoldgicos
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en las células son los que se presentan a lo largo del ciclo estral o ciclo vaginal y son
dependientes de los cambios hormonales generados y regulados por el eje hipotalamo-
hipdfisis-gonadas. La funcidn ovarica también se regula por el eje hipotdlamo-hipofisis-
gonadas y las hormonas que de aqui se liberan. Las hormonas que son indispensables para
generar tanto la funcién ovarica como los cambios en el dtero son LH y FSH (por la

hipdfisis) y estradiol y progesterona (por las génadas) como se observa en la Fig.3.
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Fig.3 Patron hormonal del ciclo estral de la rata. Concentracion hormonal en plasma en el
transcurso del ciclo expresado en ng/ml. En la grafica se indica el periodo en el cual ocurre la
receptividad sexual y la ovulacion. Las barras negras representan el intervalo de oscuridad en un

ciclo 12-12 (Imagen modificada de Freeman 1994).

Asi, entonces el estro vaginal ocurre después de la ovulacion, la cual ocurre en la
tardia del proestro y da lugar a la formacion del cuerpo luteo. La funcion del cuerpo lateo
se ve disminuida cuando hay ausencia de estimulos asociados con la copula, lo que produce
que éste degenere. Es entonces cuando nuevos foliculos comienzan su desarrollo (durante
diestro 1 y diestro II).

El proestro vaginal coincide con el desarrollo méximo folicular y es en este

momento cuando se encuentra en etapa de ovulacién y se presenta el “estro conductual”. El
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estro conductual determina la etapa en la que los animales estan listos para la copula y la
reproduccion. EIl periodo de estro por lo tanto, es un indicador de la ovulacién y la
receptividad sexual de la rata que ocurre a finales de la etapa de proestro y principios del
estro. La ovulacion, que esta inducida por la liberacién de LH en el proestro, ocurre de 4 a
6 horas después del incremento de estradiol, es decir, cuando se incrementa la progesterona.
Esta persiste de 12 a 20 horas (Jenkins y Becker 2005).

2.2 Manejo del ciclo estral en condiciones de laboratorio
La mayoria de los estudios en laboratorio que se realizan en torno a la fisiologia y la

conducta reproductiva femenina se han realizado con hembras que presentan ciclos
hormonales repetidos, como es el caso de la rata hembra. Las fluctuaciones hormonales
que presentan las hembras debido al ciclo estral presentan variaciones individuales. Aln
cuando los animales en condiciones naturales estan en la misma etapa del ciclo estral, se
presentan diferencias individuales en los niveles hormonales entre éstas, razon por la cual
se tienen dificultades al momento de hacer comparaciones entre organismos.

El estro conductual que ocurre de manera natural se presenta como resultado de
altas concentraciones de estrogeno por un periodo prolongado seguidos de altas
concentraciones de progesterona. La remocion de ovarios elimina la retroalimentacion
negativa que regula la secrecién de gonadotropinas, resultando en concentraciones
elevadas de gonadotropinas, asi como de la hormona liberadora de gonadotropinas. El
modelo de la ovariectomia (remocién de gonadas-ovarios) se ha utilizado como una
herramienta que permite el estudio de la conducta sexual de una manera mas controlada.
Cuando una hembra es ovariectomizada los ciclos hormonales desaparecen y el animal
permanece en diestro | continuo. Solamente la administracion de estradiol y progesterona
de manera secuencial activaran la aparicion de el ciclo hormonal-estral nuevamente. Al
inducir el estro conductual en los animales administrando hormonas (estradiol y
progesterona) de manera exdgena se pueden controlar varios aspectos: niveles circulantes
en sangre de hormonas esteroides, evitar la pseudoprefiez y la prefiez, que implican
cambios hormonales répidos y liberacion de otras hormonas que pudieran alterar el

resultado de algunos experimentos. También se puede controlar el momento en que las
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hembras se encuentren en estro conductual de manera que se puede tener controlado el
tiempo de las pruebas conductuales. Ademas, al administrar hormonas exdgenas, se genera
una variacion menor entre organismos estandarizandolas en una misma etapa del ciclo ya
que se administran las mismas concentraciones hormonales para todas ellas, pudiendo
comparar a partir de niveles hormonales que se administren, entre animales control con

animales expuestos a alguna otra estimulacion especifica (Jenkins y Becker 2005).

2.3 Control endocrino de la conducta proceptiva y receptiva
Diversos estudios en donde se ha examinado el papel de los esteroides ovaricos en

la induccion de la receptividad sexual en la rata hembra han demostrado que la respuesta
sexual completa depende de la accion combinada de estrogenos y progesterona (Hardy y
DeBold 1971). La conducta precopulatoria que despliega la hembra en estro durante el
curso normal de la cépula incluye pequefios saltos, movimiento de orejas y una postura de
presentacion, asi como una secuencia rapida de acercamientos y alejamientos de la
proximidad de un macho sexualmente activo. La importancia del estradiol y la
progesterona en la determinacion de la receptividad sexual femenina ha sido demostrada en
diversos experimentos con animales ovariectomizados en los que se elimina la fuente de
hormonas ovaricas y se impide el despliegue de la receptividad sexual. Si no se les provee
de hormonas a las hembras ovariectomizadas, éstas no presentan receptividad y rechazan al
macho. El estradiol ¢ benzoato de estradiol (EB) estimula el despliegue de conductas
receptivas como es el reflejo de lordosis. En hembras ovariectomizadas 0
ovariectomizadas-adrenalectomizadas, que ya no producen hormonas, se suministran
estrogenos exogenamente y se restaura el despliegue del reflejo de lordosis. La
progesterona por su parte produce las conductas proceptivas como pequefios saltos,
acercamientos, movimientos en zig-zag y movimiento de orejas. Esto sugiere que la
presencia de ambas hormonas es requerida para que una rata hembra despliegue el patron
tipico de conductas precopulatorias (Blaustein y Erskine 2002; Erskine 1989; Pfaff 1971).
Si se les administra Unicamente estradiol, después de 6 a 10 dias presentan
receptividad sexual (reflejo de lordosis), pero los parametros de la conducta sexual no seran

los caracteristicos. Los estrogenos inducen un incremento en la sensibilidad de los nervios
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pélvicos y pudendos para la estimulacion copulatoria, permitiendo asi el despliegue de la
postura de lordosis. Por otro lado, si s6lo se les administra progesterona, la conducta sexual
no se induce incluso después de varias semanas. Sin embargo la progesterona puede
regular los intervalos entre intromisiones y permitir que se presente todo el patrén de
copula completo cuando se administra junto con estradiol (Jenkins y Becker 2005).

La conducta receptiva ocurre de 36 a 48 horas después de que los niveles de
estradiol incrementan su concentracion induciendo la sintesis de receptores de progesterona
en el hipotalamo sobre los que actda esta hormona 4 a 6 horas después (Jenkins y Becker
2005). El estradiol y la progesterona administradas exdgenamente a ratas hembra
ovariectomizadas inducen los patrones indispensables para que se de la conducta de cépula

en un nivel comparable al observado en hembras ciclantes en estro (Erskine 1989).

2.3.1 Conductas proceptivas
La descripcion de las conductas preceptivas se basa en gran medida en los estudios

de Erskine (para una revision ver Erskine 1989). Las conductas proceptivas se presentan
cuando la hembra esté receptiva sexualmente y se definen como todas aquellas conductas
de solicitud que despliega la hembra para atraer al macho y permitir la cépula. Estas
conductas ocurren antes y durante la cépula y sirven como indicadores del estado de la
hembra asi como para regular el intervalo de tiempo entre las montas e intromisiones que
esté recibiendo (Jenkins y Becker 2005).

La conducta proceptiva se presenta cuando hay receptividad sexual. Dentro de las
conductas proceptivas se encuentran una serie de patrones conductuales caracteristicos
mencionados previamente y que son: pequefios saltos alrededor del macho (hopping),
movimiento rapido de orejas (ear wiggling), movimientos en zigzag y carreras cortas para
huir y regresar con el macho (darting). Estos patrones conductuales han sido utilizados
como un indicador de la motivacion sexual femenina.

Una de las funciones adicionales de las conductas proceptivas, como indicador de
preparacion de la hembra para el contacto sexual, es la regulacién de la cépula por parte de
la hembra, a través de la cual, la hembra determina los intervalos entre cada contacto sexual

con el macho.
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2.3.2 Conductas receptivas
La receptividad es la conducta que exhibe una hembra en respuesta a la

estimulacion fisica de un macho. Esta conducta y su expresion durante el estro de la
hembra han sido utilizadas como una medida de la intensidad de la respuesta de
receptividad. Cuando la hembra esta receptiva sexualmente y la monta el macho ésta
asume una postura refleja conocida como lordosis (Jenkins y Becker 2005), en donde la
hembra arquea el lomo, eleva la cabeza y el tren posterior y finalmente mueve la cola hacia
un lado permitiendo que el macho pueda lograr una intromision (penetracion) como se

puede observar en la Fig.4.
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Fig.4 En este esquema se muestra a) la postura normal que presenta una rata hembra y b) la postura
de lordosis en donde se observa como el canal vaginal al volverse completamente horizontal se

vuelve accesible al macho y se facilita la penetracién. (Imagen modificada de Nelson 2000).

El reflejo de lordosis es dependiente principalmente de los niveles hormonales de
estradiol. En la rata, se han identificado diferentes grados de lordosis de acuerdo a la
clasificacion propuesta por Hardy y DeBold (1972). Cuando no se observa ningun cambio

en la posicion normal del dorso de la hembra ante la monta de un macho, se habla de un
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grado 0 de lordosis 0 no lordosis, y esto indica la ausencia de receptividad sexual. La
graduacién con que se ha clasificado la lordosis, es de acuerdo a los puntos de contacto que
el macho tenga con la hembra cuando la monta y a la inclinacion de la columna de la rata.
El grado 0 de lordosis, como ya se describio con anterioridad, es cuando no se observa
ningun arqueamiento de la columna de la rata, el grado 1 de lordosis es cuando el dorso de
la rata se encuentra casi 6 completamente en posicion recta, con una clara diferencia
respecto al grado 0; el grado 2 de lordosis se observa cuando la rata presenta un ligero
arqueamiento del dorso, la columna, cabeza y cola; y, finalmente, el grado 3 de lordosis se
distingue por un arqueamiento pronunciado de todo el dorso, la columna, cabeza y cola de
la rata, lo que facilita la intromisién por parte del macho (ver esquemas ilustrativos del

grado de lordosis en Fig.5).

HNO HAY LORDOSIS I PUNTO

2 PUNTOS 1 PUNTOS

Fig. 5 Esquema ilustrativo de la cuantificacién del grado de lordosis de la rata hembra. (Imagen
modificada de Hardy y DeBold 1972).
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3. Copularegulada por la hembra

Los estudios en condiciones naturales y seminaturales del patron de interaccion
sexual en roedores tanto en machos como en hembras es altamente promiscuo e indican que
ambos regulan los contactos copulatorios (McClintock y Adler 1978; McClintock y cols.
1982). En la rata hembra, los estimulos somatosensoriales de las areas perigenitales y del
tracto reproductivo son importantes durante el despliegue de la conducta reproductiva, la
copula, y el inicio de cambios neuroenddcrinos necesarios para la prefiez (Erskine 1992).
Como se describid previamente, durante el estro conductual la hembra despliega la postura
receptiva de lordosis, y un variado y complejo patron de conductas preceptivas o de
solicitud que desencadenan una respuesta copulatoria del macho. Las ratas hembra tienen
una influencia importante en determinar en la interaccion sexual en la copula, y lo hace
mediante el despliegue intermitente y periodico de conductas de solicitud. Hay dos aspectos
gue componen la copula regulada por la hembra: el componente sensorial que involucra la
respuesta conductual al estimulo (acercamientos y alejamientos hacia el macho, medidos en
el laboratorio como porcentaje de entradas y salidas hacia y del compartimento del macho)
y el componente motivacional que involucra los cambios para inicial el contacto sexual que
ocurre como consecuencia de recibir una estimulacién (tiempo que tarda en entrar en
contacto con el macho, medido en el laboratorio como latencia de contacto). Los cambios
neuroendocrinos necesarios para la prefiez (mantenimiento de concentraciones altas de
progesterona y liberacion de prolactina) dependen del estimulo recibido durante la cépula.
Son aspectos especificos de la estimulacion genitosensorial que recibe la hembra durante la
copula los que desencadenan los cambios: reciben un menor nimero de intromisiones y
dejan pasar periodos més largos entre cada intromision (Kornberg y Erskine 1994).

El método tradicional utilizado para estudiar la conducta sexual permite al macho
regular la copula teniendo el control de cada interaccion con la hembra. Sin embargo, una
caracteristica importante en la conducta sexual de la rata hembra es que la interaccion
sexual tiene tanto componentes positivos como aversivos.

Cuando la hembra esta receptiva sexualmente y se le pone en contacto con un

macho, ésta se aproxima y se aleja en varias ocasiones para estimular lo suficiente al
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macho de tal manera que se de la copula, por lo que la hembra tiene una gran influencia en
el patrén de la cépula.

El tipo de conducta de aproximacion y alejamiento (solicitud-proceptividad)
permite que la hembra pueda mantener contacto con el macho y controle la estimulacion,
que ella regule la copula (pacing). Esto es importante para la hembra, porque de esta
manera puede evitar una sobre-estimulacion, lo cual ocurre constantemente cuando el
macho regula los contactos copulatorios montando e intrometiendo constantemente a la
hembra. La copula regulada por la hembra se caracteriza por presentar intervalos de tiempo
mas amplios entre cada intromision, y un mayor tiempo de duracion de las intromisiones
mismas, lo que incrementa la estimulacion vagino-cervical que la hembra recibe en cada
intromisién. Sin embargo, la duracion de la eyaculacién no presenta variaciones (Erskine
1989, 1992).

El estudio de la copula regulada por la hembra es muy particular, porque ademas de
ser un modelo semi-natural que refleja lo que ocurre en a naturaleza con la copula,
desencadena consecuencias neuroendocrinas y conductuales que no ocurren cuando el
macho regula la cépula. Se ha reportado que las hembras que regulan la cépula requieren
menos intromisiones para aumentar la probabilidad de quedar prefiadas. Esto debido a que,
se incrementa la estimulacion vagino-cervical recibida en cada contacto haciendo que las
intromisiones resulten mas efectivas, reduciendo asi el nimero de intromisiones necesarias
para transportar el esperma a traves del cérvix y desencadenar el reflejo neuroendocrino
que resulta en prefiez o pseudo-prefiez. La estimulacion vagino-cervical activa el reflejo
neuroendocrino que inicia patrones de liberacion de prolactina dos veces por dia. Esta
liberacion nocturna y diurna es necesaria para la secreciéon prolongada de progesterona por
el cuerpo lateo que se presenta en la prefiez o pseudo-prefiez. Cuando hay ausencia de
fertilizacion las hembras pueden entrar en un estado de pseudoprefiez que dura 12 dias
aproximadamente (Erskine y cols. 2004). Los cambios hormonales ocurren solo después de
que la hembra ha recibido una estimulacion genitosensorial por arriba del umbral para
inducir los cambios hipotalamicos necesarios responsables de la prefiez. Como Rajendren y
cols. (1993) lo describieron, esta activacion del reflejo neuroendocrino parece iniciar
cuando la hembra recibe la informacion olfatoria que el macho libera, principalmente las

feromonas, que son detectadas por el 6rgano vomeronasal, y esa informacion es enviada,
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para su procesamiento, al primer relevo del sistema olfatorio accesorio que es el bulbo
olfatorio accesorio, que posteriormente enviara ésta informacién al resto del circuito
olfatorio hasta llegar al area predptico medial del hipotadlamo donde se encuentran las
células GnRHérgicas que son activadas; al activarse las células GnRHérgicas inducen la
liberacion hormonal por parte de la hipofisis y es entonces cuando se presentan las
condiciones fisiologicas adecuadas para la prefiez de la rata.

Se ha observado de igual manera que este patrén de aproximacién y alejamiento
frente a un macho sexualmente activo se presenta de manera muy clara cuando la hembra
se encuentra en una caja de prueba en la que se le permite la entrada y salida libre hacia
donde se encuentra el macho (Jenkins y Becker 2005; Erskine 1989). Las cajas de prueba
que se utilizan para evaluar éste tipo de conducta son cajas que tienen una division
removible con un pequefio orificio por el cual la hembra puede entrar y salir del
compartimento donde se encuentra el macho las veces que ésta quiera. El macho por ser de
mayor tamafo no puede pasar al otro lado y seguir a la hembra. EIl regreso hacia el lado
donde se encuentra el macho depende del antecedente estimulatorio, es decir, las hembras
pueden diferenciar entre intensidades de los estimulos copulatorios, ya que, si recibieron
una eyaculacion por parte del macho, el tiempo (latencia) que tardaran en regresar al lado
del macho serd mayor que si s6lo recibieron una intromision. Por ésta razon, estudiar el
fendmeno conductual de la copula regulada por la hembra, en el cual la hembra regula los
tiempos y los estimulos copulatorios que recibe, ademas de que provee de cambios
neuroendocrinos y conductuales importantes como mayor probabilidad de quedar prefiada,
es un buen modelo para el estudio de cambios neuroanatomicos, morfolégicos y
fisiolégicos que ocurren en la hembra asociados a la cépula (Erskine 1989).

Por otro lado, es muy importante que la hembra sea capaz de regular esta
estimulacion que recibe del macho para no ser sobre-estimulada y entonces la cépula se
vuelva aversiva 6 simplemente no se presente (Erskine, 1989). Estudios realizados por
nuestro grupo de trabajo (Martinez y Paredes 2001; Paredes y Alonso 1997; Paredes y
Véazquez 1999), han demostrado que cuando la hembra regula los contactos copulatorios se
produce un estado placentero evaluado por el condicionamiento de preferencia de lugar
(CPL). En este estudio se utilizaron ratas hembra ovariectomizadas sexualmente inexpertas

e inyectadas con benzoato de estradiol y progesterona, a las cuales se les permitid que
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regularan la copula, lo que les indujo un estado de recompensa de suficiente intensidad
como para producir CPL. Otros estudios han demostrado que 10 intromisiones reguladas
son suficientes para inducir CPL (Paredes y Vazquez 1999). Este estado afectivo positivo
inducido por la cépula regulada en hembras parece estar mediado por opioides (Martinez y
Paredes 2001).

En el presente trabajo compararemos el efecto de la copula regulada por la hembra 'y
la copula regulada por el macho como estimulo para generar cambios plasticos
neuroanatémicos vistos en el niamero de células en el bulbo olfatorio, por lo que el papel

del bulbo olfatorio en los sistemas olfatorios se describe a continuacion.
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Capitulo 2.

Sistemas Olfatorios

2. Sistema Olfatorio

El sistema olfatorio es importante para la interaccion de los roedores con su medio
externo. Es indispensable para el reconocimiento de individuos de la misma especie,
depredadores y presas. Regula funciones neuroendocrinas. Tiene un papel muy importante
en el control de algunas conductas como la reproductiva, la materna y de agresion (Shipley
2004). Este sistema permite la comunicacion a través de feromonas, que son moléculas
guimicas que transmiten informacion importante del estado fisiolégico o conductual de los
congéneres, edad, sexo, territorialidad, estatus de dominancia, depredadores, informacion
de supervivencia, etc., (Karlson y Luscher 1959). Los receptores olfatorios son complejos
ya que son capaces de detectar una gran diversidad de moléculas y estan comunicados con
las neuronas olfatorias sensoriales. Los bulbos olfatorios son muy prominentes en los
roedores, y son el paso de la informacién al sistema nervioso central que recibe las
aferencias de los receptores olfatorios (localizados en el drgano vomeronasal 60 en la
mucosa olfatoria principal) y procesan la informacién discriminando los olores. Los bulbos
olfatorios a su vez envian proyecciones eferentes al resto de las vias neurales que
componen los sistemas olfatorios. Por lo tanto la funcion de los bulbos olfatorios es
indispensable para el procesamiento de las sefiales olfatorias, ya que es el primer relevo por
el que pasa la informacion sensorial olfatoria.

El sistema olfatorio es importante para la deteccion de olores sexualmente
relevantes (feromonas) y es capaz de iniciar algunas conductas dependientes de éstos
olores, como la reproductiva (Shipley 2004). Una de las estructuras que conforman el
circuito es el hipotalamo, particularmente el area predptica medial, importante para la
regulacion de hormonas. En esta region hipotalamica se libera la hormona liberadora de
gonadotropinas encargada de estimular a la glandula hipdfisis anterior para la liberacién de
hormona foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) determinantes de la produccion de
hormonas ovaricas estradiol y progesterona que se requieren para la receptividad sexual

femenina y por lo tanto para el despliegue de la conducta sexual (Nelson 2000).
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Existen dos sistemas neurales de procesamiento olfatorio lo cuales estan separados
anatomicamente: el sistema olfatorio principal (SOP) y el sistema olfatorio accesorio
(SOA). Al parecer, ambos sistemas se encargan de procesar diferentes tipos de olores
(Keller y cols. 2006 a,b). Los olores no-volatiles como las feromonas, que requieren del
acercamiento fisico por parte del roedor para ser detectados, son procesados por el SOA.
Los olores volatiles, que pueden ser detectados a distancia, y que son muy importantes para
la deteccion de la presencia de un depredador son procesados por el SOP. En estudios
realizados por Keller y cols. (2006 a,b) describieron que la lesion tanto del 6rgano
vomeronasal (parte del SOA) como del epitelio olfatorio principal (parte del SOP) afectan
la receptividad sexual de la hembra. En el caso de la remocion total del o6rgano
vomeronasal se observo que el despliegue de la lordosis disminuy6 notablemente, pero no
desaparecio. Al lesionar con sulfato de zinc (ZnSQ,) el epitelio olfatorio principal, la
lordosis disminuy6 poco y no tan drasticamente. Estos resultados muestran que aunque
clasicamente se ha diferenciado el tipo de olores que procesa cada sistema olfatorio, al
parecer existe una cooperacién entre ambos sistemas que es relevante para el despliegue de
parametros de la conducta sexual, ya que, como se menciond, al inhabilitar tanto el 6rgano
vomeronasal como el epitelio olfatorio principal por separado, se disminuye en mayor o
menor medida el despliegue de la conducta, pero no desaparece por completo. Esto sugiere
una conexion interna importante entre ambos sistemas que pueden funcionar supliendo la
falta de la otra estructura, lo que habla de la complejidad del sistema olfatorio y la
importancia que tienen ambos sistemas, el principal y el accesorio en la captacion de olores.

A continuacion se describiran brevemente estos dos sistemas.
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2.1 Sistema Olfatorio Accesorio
El SOA 6 sistema vomeronasal (SVN) es el principal circuito mediador de

feromonas el cual puede desencadenar respuestas fisioldgicas y conductuales en
consecuencia. Lo componen una serie de estructuras: el 6rgano vomeronasal (OVN), el
bulbo olfatorio accesorio (BOA), el nicleo medial de la amigdala (AMG), el nucleo lecho
de la estria terminal (NLET) y el area predptica medial (APM) del hipotalamo. Este sistema
capta los olores gracias a sus receptores localizados en el érgano vomeronasal, el cual se
ubica bilateralmente en la parte superior del paladar y es llamado asi porque se encuentra
recargado en el hueso vomer. Las claves olfatorias que son percibidas por el OVN pueden
modificar la liberaciébn de hormonas por parte del hipotdlamo y producir cambios
fisioldgicos y en la conducta (Keller y cols. 2006 a,b). El bulbo olfatorio accesorio (BOA)
es una estructura a donde llegan las proyecciones nerviosas del OVN, y esta localizada en
la regién dorsal en posicion dorso-caudal del bulbo olfatorio principal (Paxinos y Watson,
1997). La informacion es detectada por receptores olfatorios localizados en el 6rgano
vomeronasal (OVN), que reconocen claves olfatorias no-volatiles. Estas neuronas
reconocen las moléculas a través de las sefiales quimicas y las transducen a sefiales
eléctricas, las cuales son enviadas a través de fibras del OVN hacia el BOA. La
informacion llega al BOA a la capa glomerular. A partir de éste momento, la informacion
es transmitida por varias capas del BOA (glomerular, mitral, granular) donde es procesada,
hasta que es enviada al nacleo medial de la AMG, pasando por el NLET y finalmente hacia
el APM del hipotalamo como se observa en la Fig.6.

Cada una de estas estructuras procesa diferentes aspectos de la informacion
olfatoria, el BOA se encarga de discriminar el tipo de olor, la AMG medial se encarga de
recibir la informacion, procesarla y enviarla hacia el APM donde se regula la liberacion

hormonal.
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Fig.6 Esquema representativo del Sistema Olfatorio Accesorio (SOA) de roedor. En A) estan
representadas las vias de proyeccion involucradas en éste circuito (Imagen modificada de Winans y
Powers 1977) y en B) en vista sagital se observan las estructuras (Imagen modificada de Baum
1992). 1-6rgano vomeronasal, 2-bulbo olfatorio accesorio, 3,4-nlcleos de la amigdala, 5NLET-

nlcleo lecho de la estria terminal, 6,APM/H-area predptico medial del hipotalamo.
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2.2 Sistema Olfatorio Principal
El SOP ha sido considerado como un analizador molecular general que detecta y

diferencia entre sefiales quimiosensoriales complejas. . Las claves olfatorias volatiles son
reconocidas por receptores localizados en neuronas del epitelio olfatorio principal
localizado en la cavidad nasal. Estas neuronas reconocen las moléculas a traves de los
compuestos quimicos y las transducen a sefiales eléctricas, las cuales son enviadas a través
del nervio olfatorio hacia el bulbo olfatorio principal (BOP). Al translucir la informacion
quimica en los receptores, hay proyecciones que son enviadas a los glomérulos del bulbo
olfatorio principal (Keller y cols. 2006a), los cuales transmiten la informacion a las células
mitrales y éstas a su vez a las granulares dandose una retroalimentacion interna en el bulbo
olfatorio.

La informacion sigue un circuito neural diferente al del sistema olfatorio accesorio,
ya que después del BOP es enviado hacia regiones corticales como el nucleo olfatorio
anterior, tubérculo olfatorio, corteza piriforme y corteza entorinal, y es hasta después que la
informacién llega a algunos nucleos de la amigdala y es ahi donde se conjunta con el
sistema olfatorio accesorio y es enviada por una via similar hacia el area predptica medial

del hipotalamo como se observa en la Fig.7.

30



NARINAK

SOP =~ //

Fig.7 Esquema representativo del Sistema Olfatorio Principal (SOP) de roedor. En A) estan
representadas las vias de proyeccion involucradas en éste circuito (Imagen modificada de Winans y
Powers 1977) y en B) en vista sagital se observan las estructuras (Imagen modificada de Baum
1992). A-epitelio olfatorio, B-bulbo olfatorio principal, C-ntcleo olfatorio anterior, D-ntcleo cortical
anterior y E-nlcleo posterolateral de la amigdala, G-corteza piriforme, H-corteza entorinal, NLET-

nucleo lecho de la estria terminal, APM/H-area predptico medial del hipotalamo.
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2.3 Neurogenesis en el bulbo olfatorio
El bulbo olfatorio es una estructura que constantemente sufre recambio de neuronas.

Este recambio lo realiza mediante un proceso plastico que se conserva aun en el animal
adulto y es la generacion de nuevas neuronas (neurogénesis). Esta neurogénesis no surge en
el propio bulbo olfatorio, sino que las nuevas neuronas se generan de manera constante en
la zona subventricular (ZSV) localizada en las paredes de los ventriculos laterales (Bonfanti
y cols. 1997, Gould 2007).

Las células generadas en la ZSV migran indiferenciadas a través de una via
establecida llamada corriente 6 via migratoria rostral (VMR) hasta alcanzar el bulbo
olfatorio (BO) donde maduran y se integran de manera funcional. Diversos estudios
indican que estimulos olfatorios, incluyendo los sexualmente relevantes pueden modular la
neurogénesis del BO (Rochefort y cols 2002, 2005; Taupin 2005; Mak y cols. 2007).

El proceso de neurogénesis en el BO se describira con méas detalle en el siguiente

capitulo.
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Capitulo 3.

Plasticidad

3. Plasticidad en el cerebro adulto

La idea de que el cerebro no se mantiene estatico proviene de los estudios de
Santiago Ramoén y Cajal, quien propuso que “los procesos de extension, crecimiento y
multiplicacién neural no terminan al momento del nacimiento, sino que contintdan después”
(Routtenberg 2000).

El cerebro es capaz de presentar cambios, ya sean estructurales y/6 funcionales, y
éstos ocurren durante la maduracion, el aprendizaje, las modificaciones ambientales y
patolégicas. Todos estos cambios estdn dados por la plasticidad (Gheusi y Lledo 2007).
Aunque sigue siendo complicado definir la plasticidad, podemos decir que es una
caracteristica del sistema nervioso para desarrollarse, reaccionar 6 ajustarse a los cambios
internos ¢ externos, bajo condiciones fisiologicas o patoldgicas, presentando cambios en la
estructura y/o en la funcién de los circuitos neuronales (Kolb 1995; Kempermann 2006;
Lledo y cols. 2006). Esta plasticidad se ha observado en varios niveles de la organizacion
neuronal, tales como: dendrogénesis, espinogénesis, morfogénesis, neurogénesis, formacion
de nuevas proteinas, vesiculas sinapticas, entre otros (Kolb 1995).

En 1948, gracias a los trabajos de Jerzy Konorski se sugirié que algunos estimulos
sensoriales producian cambios en las conexiones neuronales. En 1962 Joseph Altman
reportd por primera vez la presencia de nuevas neuronas en un cerebro adulto. Afos mas
tarde (1990) y gracias al avance de técnicas para la deteccion de nuevas células se
establecio la existencia de la formacion de nuevas neuronas en un cerebro adulto de roedor
(para una revision ver Gould y Gross 2002).

La neurogénesis, uno de los mecanismos plasticos que se dan en el cerebro, es la
constante generacion de neuronas. Este proceso se da en la formacion del sistema nervioso
de los organismos durante el desarrollo, la etapa juvenil para la maduracion y en el adulto.

La capacidad de generacion de nuevas neuronas en un organismo adulto, representa una
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posibilidad de que este constante reemplazo sea un mecanismo para el mantenimiento y
adaptacion del organismo, a los continuos cambios que los rodean 6 como un elemento de
reparacion de dafio neuronal, de estructura 0 para mejorar alguna tarea ¢ aprendizaje. La
neurogeénesis, se lleva a cabo principalmente en dos estructuras cerebrales en el adulto: en
el giro dentado de la formacion hipocampica y en la zona subventricular de los ventriculos
laterales (Gould y Gross 2002; Kempermann 2006) aungue también se han encontrado
indicios de formacion de nuevas neuronas en algunas otras regiones (como se observa en la
Fig.8) como la neocorteza, el estriado, corteza piriforme, amigdala, hipotdlamo, sustancia
nigra y nacleo del vago (Gould 2007).
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Fig.8 Principales regiones donde se ha observado la presencia de neuronas nuevas en un cerebro
adulto, dentro de las cuales se observan las dos regiones neurogénicas mayormente estudiadas: bulbo

olfatorio y giro dentado. (Imagen modificada de Gould 2007).
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3.1 Neurogénesis en el cerebro adulto
La neurogénesis en el adulto consta de una serie de eventos plasticos que culminan

en la produccion de nuevas neuronas que se integran en un cerebro ya estructurado y
maduro. Este mecanismo ocurre gracias a la presencia de células precursoras en el cerebro
adulto que pueden dividirse y generar células constantemente.

Nuevas neuronas estan constantemente siendo integradas en el cerebro adulto. Dos
regiones: el bulbo olfatorio y el giro dentado del hipocampo, reciben e integran las nuevas
neuronas a lo largo de la vida. En ambas regiones, la adicion de nuevas neuronas
representa la posibilidad de que el cerebro pueda presentar cambios, rearreglos 0
renovaciones funcionales y estructurales en sus circuitos neuronales. De hecho, la
renovacion celular no es meramente restorativa, sino que constituye una respuesta
adaptativa a los retos impuestos por el medio ambiente o el estado interno del organismo
(Lledo y cols. 2006 y Gould y Gross 2002).

Las primeras evidencias de neurogénesis en el cerebro adulto de mamiferos las
realizo el grupo de Altman alrededor de 1960, con el uso de la técnica de autorradiografia
por timidina-[H3], la cual consistia en la incorporacion de la timidina-[H3] a las células que
se encontraran en la fase de sintesis de DNA en el proceso de mitosis (para una revision ver
Taupin 2007; Gould y Gross 2002). Afios después se demostrd la neurogénesis en el
cerebro adulto de vertebrados no mamiferos como las aves con los trabajos de Nottebohm
(1989) y es gracias a éstos que se comienza a aceptar el proceso de neurogénesis como una
constante en el adulto. Hasta 1990 finalmente se establece la neurogénesis en roedores
adultos, cuando el avance de las técnicas para la deteccion de las células en proliferacion y
las nuevas neuronas adquiere una gran fuerza (Gould y Gross 2002).

En los mamiferos, son dos las regiones donde se produce neurogénesis: la zona
subgranular  (ZSG) del giro dentado (GD) de la formaciéon hipocampal y la zona
subventricular (ZSV) de los ventriculos laterales (Hoyk y cols. 2006; Ming y Song 2005 y
Xu'y cols. 2004). En el GD del hipocampo la generacion de neuronas en la ZSG ocurre en
la capa de células localizada por debajo de la capa granular, las células aqui generadas
migran hacia la capa granular donde se diferencian en neuronas que extienden sus

proyecciones axonales hacia la region de CA3 del hipocampo.

35



Las células que son generadas en la ZSV, por su parte, migran tangencialmente por
una via conocida como via migratoria rostral (VMR) y llegan finalmente al bulbo olfatorio
(BO) donde se integran como neuronas funcionales al sistema olfatorio como se observa en
la Fig.9.

Fig.9 Neurogénesis en el cerebro adulto de mamifero. Seccién sagital esquematica de roedor donde
se muestra el ventriculo lateral (VL) y los dos principales sitios de neurogénesis: la zona
subventricular (ZSV) localizada en los VL y la zona subrgranular (ZSG) de la formacién
hipocampica. Las neuronas del bulbo olfatorio (BO) llegan por la via migratoria rostral (VMR) y
provienen de la ZSV. Las neuronas del giro dentado (GD) provienen de la ZSG del mismo
hipocampo. La direccion anterior (A) y ventral (V) marcada con flechas en la esquina superior

derecha del esquema (Imagen modificada de Doetsch 2003).

36



3.1.1 Proceso de neurogénesis en el bulbo olfatorio
La neurogénesis en el bulbo olfatorio de roedores posee una gran capacidad plastica

que permite la modificacion de circuitos neurales asi como de proliferacion celular durante
la etapa postnatal/juvenil hasta la etapa en que los organismos han alcanzado la etapa adulta
y poseen una madurez sexual (Bonfanti y cols. 1997).

Como ya se mencion0, las nuevas neuronas que son incorporadas en el bulbo
olfatorio son generadas en la ZSV de donde migran indiferenciadas a través de la via
migratoria rostral (VMR) hacia el bulbo olfatorio donde se diferencian y se integran a los
circuitos neuronales (Petreanu y Alvarez-Buylla 2002). La ZSV es una capa vestigial que
estd organizada como una red de cadenas de precursores neuronales y gliales que se
extienden por las paredes laterales de los ventriculos laterales en el adulto. La ZSV consta
de cuatro tipos de células: las células ependimarias que se encuentran en las paredes de los
ventriculos laterales, las células precursoras con capacidad proliferativa, los astrocitos y las
neuronas migratorias jovenes (Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo 2002). El arreglo de la
ZSV consiste de dos grandes componentes celulares: uno de cadenas de neuroblastos que
tienen capacidad proliferativa y migratoria y segundo, la glia (astrocitos) protoplasmaticos
que dan lugar a un canal de tubos gliales que forman la VMR y que separa las cadenas de

células que migran del tejido que los rodea (ver Fig.10) (Giachino y cols. 2002).
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Fig.10  Representacion esquematica de la localizacion del proceso de neurogénesis del bulbo
olfatorio asi como la identificacion de sus componentes. En la imagen se observa (a) en vista lateral
la localizacién de la via migratoria rostral (VMR) en la cabeza de un roedor; (b) migracion de los
neuroblastos recién generados que comienza en el ventriculo lateral (VL) continGa por la VMR y
termina en el bulbo olfatorio BO donde maduran las neuronas; (c) esquema de la citoarquitectura de
la zona subventricular (ZSV) localizada en las paredes del VL; (c’) células que componen la ZSV: A-
neuroblasto, B-célula madre, C-precursor, E-células ependimales; (d) migracion de neuroblastos a
través de la VMR -vista sagital y coronal- rodeados por astrocitos; (e) liberacion de neuroblastos de
la VMR y entrada al BO donde migran Radialmente, se integran y maduran en las diferentes capas.
(Imagen modificada de I-Lennington y cols. 2003; I1- Gueusi y Lledo 2007).
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Las células que se generan continuamente en la ZSV, particularmente en la region
anterior, migran en direccion rostral una distancia aproximada de 5 a 8mm a través de la
VMR hasta finalmente llegar al BO donde se diferenciardn en neuronas granulares y
periglomerulares. Este proceso ocurre cada vez que se genera una célula (Doetsch y
Alvarez-Buylla 1996; Lledo y cols. 2006;). En el sistema olfatorio, la migracion de las
nuevas neuronas generadas es extensa, ya que primero migran tangencialmente a través de
la pared del ventriculo lateral, ayudadas de ceélulas gliales, en especial de células
ependimarias. Cuando salen de la ZSV, comienzan a desplazarse tangencialmente por la
VMR y manteniéndose unidas gracias a la ayuda de los astrositos que forman la via.
Cuando llegan al BO, las células se liberan de la VMR y se dispersan radialmente como
células individuales en las capas de células del bulbo olfatorio. La migracion a través de la
VMR es un proceso unico llamado migracion en cadena en la cual los neuroblastos migran
unidos cercanamente unos con otros en una estructura de tubo formada por células gliales.
Més de 30,000 neuroblastos salen diariamente de la ZSV por la via VMR. La velocidad a
la que migran estos precursores neuronales no es constante, ya que depende de los
estimulos que reciba y del estado fisioldgico del sujeto. Como se representa en la Fig.11,
las neuronas tardan aproximadamente 2 semanas en migrar hasta el OB (Gheusi y Lledo,
2007). Durante la primera semana, las células migran tangencialmente a través de la capa
subependimal en direccion rostral hacia la region central del BO, y durante la segunda
semana estas células se dispersan radialmente a través de las capas superficiales del BO
donde finalmente toman el lugar que les correspondera como se observa en la Fig.12
(Bonfanti y cols. 1997).
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Fig.11 Esquema ilustrativo de la migracion de las neuronas recién generadas en la zona

subventricular que migran tangencialmente por la via migratoria rostral y que finalmente llegan al

bulbo olfatorio donde se integran a los circuitos olfatorios diferenciandose en neuronas

periglomerulares 6 glomerulares. También se muestran las etapas por las que van pasando las nuevas

células que se generan, asi como el tiempo que tardan en migrar finalmente al BO, que son alrededor

de 2 semanas (15 dias). (Imagen modificada de Ming y Song 2005).

Las neuronas recién generadas en el BO poseen diferentes caracteristicas debido a

gue se produce mas de un tipo. Se han observado neuronas provenientes de la VMR en las

diferentes capas que constituyen al BO, tanto el principal como el accesorio. Al parecer,

las neuronas que estadn integrandose constantemente al BO contribuyen a circuitos

olfatorios previamente formados 0 estan relacionadas con la induccion, facilitacion, y la

generacion de nuevos circuitos olfatorios estimulados por alguna conducta en particular

como la eleccion de la comida 6 la seleccion de la pareja (Gheusi y Lledo 2007).
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Fig.12 Esquema ilustrativo de la migracion de las neuronas recién generadas en la ZSV que migran
tangencialmente por la VMR y que finalmente llegan al BO donde se integran a los circuitos
olfatorios diferenciandose en neuronas periglomerulares o glomerulares. También se muestran las
etapas por las que van pasando las nuevas células que se generan, asi como el tiempo que tardan en
migrar finalmente al BO, que son alrededor de 2 semanas (15 dias). (Imagen modificada de Ming y
Song 2005).

3.2 Papel de las hormonas ovaricas en la Neurogénesis
Se ha descrito que las hormonas ovaricas tienen efecto en la modulacion de la

neurogénesis del BO (Ming y Song 2005; Lledo y cols. 2006; Mak y cols. 2007).
McCarthy y Pfaus (1996) describieron que los esteroides gonadales (estradiol vy
progesterona) que inducen y modulan la receptividad sexual de las ratas hembra, actdan
sobre varios sistemas de neurotransmision a traveés de mecanismos de plasticidad neuronal
en el cerebro adulto. Los estrdgenos en particular, parecen ser los responsables del
incremento en la proliferacion celular en la ZSV, alterando el namero celular, grado de
proliferacion y supervivencia de las células generadas en otras areas del cerebro. Se ha
descrito también, que en ratas adultas, los estrogenos incrementan la formacién de espinas
dendriticas, la sinaptogénesis y la neurogénesis en el hipocampo (Smith y cols. 2001).
También se ha sugerido que los niveles altos de prolactina que son producidos en la
primera fase de la gestacion y después del parto debido a la lactancia, estimulan la

produccion de progenitores neurales en la ZSV (Lennington y cols. 2003). Se sabe que el
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estradiol esta involucrado en la regulacion del crecimiento neuritico y la plasticidad
sinaptica, mediante la expresién de proteinas asociadas a microtibulos, asi como la
fosforilacion de la proteina Tau, necesaria para el crecimiento axonal (Melcangi y cols.
2007). El grupo de Garcia-Segura y cols. (1994) demostro que la administracion de 1743-
estradiol a ratas ovariectomizadas incrementa la inmunorreactividad a GFAP en el nucleo
arcuato. Sin embargo, no se ha descrito hasta el momento que la administracion de
estrogenos dada a hembras ovariectomizadas genere cambios en la adicion de células
nuevas al bulbo olfatorio, aunque si se ha descrito que modifica la proliferacion celular de
la ZSV (Smith y cols. 2001).

Por otra parte, la progesterona parece también tener algunos efectos en la
neurogénesis en el adulto. EI grupo de Giachino y cols. (2003) describio que tanto la
progesterona, como sus  metabolitos  neuroactivos  (dihidroprogesterona y
tetrahidroprogesterona) administrados directamente en la ZSV reducen el nimero de
células en proliferacion en la ZSV y modifican las caracteristicas moleculares y
estructurales de los tubos gliales de la VMR, por lo que en conjunto afectan la proliferacion
activa y en menor medida la migracion celular. Aungue aun no se conoce a través de qué
mecanismo actla, se ha descrito que no hay modificaciones evidentes en la proliferacién
celular en la ZSV cuando la progesterona es administrada subcutdneamente 0
intraventricularmente (Giachino y cols. 2003).

En el presente trabajo, los niveles hormonales de los sujetos experimentales se

mantuvieron constantes para evitar variaciones.
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3.3 Herramientas experimentales destinadas al estudio de proliferacion
celular y neurogenesis

3.3.1 Técnicas
Alrededor de 1960 se desarroll6 una técnica, el uso de la timidina-[H3], que

consistia en la incorporacién de timidina radiactiva al ADN de las células en divisidén que
se podia revelar por autorradiografia. Con esto se pudo estudiar la formacion de nuevas
neuronas en un cerebro adulto, y fue gracias a ésta técnica que se reportd la presencia de
neuronas nuevas en bulbo olfatorio, hipocampo y corteza cerebral (para una revision ver
Gould y Gross 2002). Afios mas tarde, en 1989, Nottebohm y algunos otros grupos
demostraron la presencia de neurogénesis en adultos en algunos vertebrados como peces,
reptiles y aves.

Hasta los 1990 se describio la presencia de neurogenesis en el cerebro adulto de los
roedores debido a la introduccion de una nueva técnica como marcador in vivo de células
en proliferacion, la cual consistia en la utilizacion de analogos de nucleétidos que se
adhieren durante la division celular al ADN sustituyendo una base enddgena en la fase S
del ciclo de la célula que es heredado a las siguientes generaciones (Kee y cols. 2002; Ming
y Song 2005; Taupin 2007). Asi el 5-Bromo-2"-deoxyuridina (BrdU) se introdujo como
técnica para el estudio de la proliferacion celular en el desarrollo del sistema nervioso
(Gould y Gross 2002).

3.3.1.1 Marcador exdgeno BrdU

El BrdU es una halopirimidina analoga de la timidina (anillo de desoxirribosa unido
a la base pirimidinica timina) que se incorpora a las células en division durante la fase S del
ciclo celular (ver Fig.13) y es utilizado para el marcaje del nacimiento celular, monitoreo y

proliferacion, ya que es un indicador de sintesis de ADN.
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Fig. 13 Representacion de la estructura quimica del BrdU, que es una halopirimidina y esquema
ilustrativo de la adicién del marcador exégeno BrdU al ADN en la fase S (sintesis) del ciclo celular.

(Iméagenes modificadas de A- Taupin 2007 y B- Ming y Song 2005).

La utilizacion de BrdU puede alterar la estabilidad de las células, debido a que se
integra un atomo de bromina, lo cual incrementa el riesgo de que se produzcan mutaciones,
intercambio de cromatidas hermanas, etc., sin embargo es la técnica mas utilizada para
confirmar la proliferacion celular en el cerebro.

El BrdU es metabolizado a través de una dehalogenacién que permite al residuo de
uracilo ser removido del DNA por el sistema de reparacion del uracilo glicosilasa. La
concentracion del anédlogo de la timidina que alcanza el cerebro es solamente una fraccion
de lo que se le administra. Una de las metodologias utilizadas mas comunes para la
administracion del marcador BrdU es la inyeccion intraperitoneal (Taupin 2006).

El BrdU puede revelarse por medio de inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo
monoclonal dirigido contra el BrdU que se ha adherido a una region especifica del DNA

donde ya se ha incorporado el analogo a la timidina. Este ha sido el marcador principal de
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células mitdticas en estudios de neurogénesis en adulto, ya que es una técnica rapida y es
un indicador certero de la division celular.

Con respecto a la dosis utilizada, hay mucha discrepancia. Se han utilizado desde
50mg/kg hasta 300mg/kg ya que en adultos estas dosis no son toxicas. La cantidad total de
proliferacion celular que se estd generando se subestima, debido a que la concentracion de
marcador que se administra se puede diluir ¢ difundir; por lo que la concentracion del
analogo de la timidina que llega finalmente al cerebro es Unicamente una fraccién de lo
administrado. ElI BrdU es capaz de cruzar la barrera hematoencefalica, pudiendo ser
distribuido de manera intracerebroventicular, intraperitoneal, intravenoso y de manera oral.
Las inyecciones intracerebroventriculares permiten que llegue una concentracion alta de
BrdU al cerebro. Sin embargo, la administracion intraperitoneal 6 intravenosa de BrdU son
comunmente utilizados ya que no son invasivos y no requieren de cirugia.

El uso del BrdU como marcador, gracias a que no se requiere el uso de material
radiactivo, es una técnica rapida, y la deteccion de las células marcadas se puede observar
en secciones de tejido relativamente delgado que se puede obtener de manera sencilla con

técnicas histoldgicas en el laboratorio (Taupin 2006, 2007).
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TRABAJO DE INVESTIGACION

Capitulo 4.

Trabajo de Investigacion

4. Planteamiento del problema

La conducta sexual es representativa del estado fisiologico de los organismos. En
las ratas hembra, esta conducta es muy compleja ya que estd determinada por la interaccion
de estimulos ambientales y fisiologicos (hormonales). El estudio de diferentes modelos de
conducta sexual, como lo son que la hembra controle los contactos sexuales (cépula
regulada por la hembra) 6 que el macho regule la cOpula, representan una manera de
estudiar las posibles implicaciones fisioldgicas, conductuales y plésticas de estas conductas.
En los ultimos afios se ha generado un particular interés en el estudio de la cépula regulada
por la hembra debido a los cambios neuroendocrinos que desencadena y las consecuencias
reproductivas que provee. Al parecer los cambios neuroendocrinos que se desencadenan
por la cépula regulada por la hembra pudieran estar relacionados con la funcién
particularmente del bulbo olfatorio accesorio, ya que es en esta estructura donde el grupo
de Rajendren y cols (1993) argumentan que llega la informacion proveniente de las
feromonas liberadas por el macho en la copula y de donde posteriormente se envia al area
predptico medial del hipotalamo donde se encuentran las células GnRHérgicas que son
activadas e inducen la liberacion hormonal por parte de la hipofisis, permitiendo asi las
condiciones fisiologicas adecuadas para la prefiez de la rata.

En los capitulos previos se describid la importancia que tiene la olfaccion en la
expresion de la conducta sexual y el papel fundamental que posee en la deteccion de olores
quimiosensoriales sexualmente relevantes como las feromonas, fundamentales para la
expresion de esta conducta (Keller y cols. 2006a,b). También se hablé acerca de la
capacidad de neurogénesis que posee el bulbo olfatorio en el adulto gracias a su constante
recambio de neuronas (Carleton y cols. 2003). Como lo demuestra el hecho de que olores
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liberados por ratones macho sexualmente expertos incrementan el ndmero de células
nuevas en la ZSV de las hembras media hora después de ser expuestas (Mak y cols. 2007).

Con base en esto se propuso que la conducta sexual en la rata hembra podria ser un
estimulo que influyera en la incorporacion de un mayor nimero de células que la que
ocurre de manera natural y constante en el bulbo olfatorio. Las hembras utilizadas carecian
de experiencia sexual debido a que se ha descrito, mediante estudios con la proteina c-Fos
como indicador de activacién neuronal, en estructuras del circuito olfatorio, que la rata
hembra no requiere de experiencia sexual para presentar una preferencia y atraccion por
machos sexualmente expertos (Hosokawa y Chiba 2007). Se esperaba encontrar cambios en
el nimero de células nuevas en el bulbo olfatorio accesorio y el bulbo olfatorio principal
(Peretto y cols. 2001).

En este trabajo se utilizd un modelo de rata hembra adulta sin experiencia sexual,
ovariectomizada y tratada hormonalmente (con estradiol y progesterona) para analizar el
incremento de células nuevas en el bulbo olfatorio en el caso de que la hembra regulara ¢
no los contactos copulatorios. El analisis se realizé mediante la deteccion de las células que

incorporaron el marcador mitdtico BrdU en el bulbo olfatorio principal y accesorio.
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4.1 Hipotesis

Utilizando un modelo experimental de ratas hembra adultas, sin experiencia sexual,

ovariectomizadas y tratadas con estradiol y progesterona, se propone que:

1. La conducta sexual de la hembra (copula regulada por la hembra 6 por el macho) y
no la exposicion a un macho, influird en el nimero de células nuevas que se

incorporen al bulbo olfatorio.

2. La copula regulada por la hembra tendra mayor influencia que la cépula regulada

por el macho en el nimero de células nuevas que se incorporen al bulbo olfatorio.

4.2 Objetivo General

Determinar la influencia de la conducta sexual femenina sobre el nUmero de células

nuevas en el bulbo olfatorio de la rata hembra.

4.2.1 Objetivos Especificos

1. Determinar si la exposicion a un macho sexualmente experto influye en el nimero
de células nuevas en el bulbo olfatorio principal y accesorio de ratas hembra

adultas.

2. Determinar si la copula regulada por la hembra influye en el nimero de células

nuevas en el bulbo olfatorio principal y accesorio de ratas hembra adultas.

3. Determinar si la copula regulada por el macho influye en el nimero de células

nuevas en el bulbo olfatorio principal y accesorio de ratas hembra adultas.
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4.3 Sujetos, Material y Método

Animales

Se utilizaron ratas (Wistar) hembra entre 180-230g de peso, alimentadas ad-libitum
y mantenidas bajo condiciones del ciclo de luz-oscuridad invertido. Las hembras utilizada
se ovariectomizaron utilizando anestesia (xilacina30%-ketamina70% 1ml/kg). Post-cirugia
se trataron con benzoato de estradiol (25ug/kg) y progesterona (1mg/kg). Todas las
hembras carecian de experiencia sexual.

La prueba conductual se realizéd dos semanas después de la ovariectomia con una

duracién de 60 minutos.

Induccion de proceptividad y receptividad en las hembras

Para inducir la proceptividad de las hembras, se les administr6 mediante una
inyeccion subcutanea, dos dias antes de las pruebas conductuales, benzoato de estradiol
(BE, 25ug/rata), en un volumen de 0.2 ml/rata. Para inducir la receptividad, se les inyecto
progesterona (1mg/rata) de manera subcutanea el dia de la prueba conductual (4 horas
antes), en un volumen de 0.2 ml/rata. Las inyecciones siempre se administraron a la misma
hora (10 am).

Disefio experimental

Las hembras se dividieron aleatoriamente en los grupos experimentales y control
(ver Fig.14). Las ratas del grupo control no recibieron estimulo por parte de los machos.
El grupo | Unicamente tuvo contacto visual y olfatorio con el macho, no hubo contacto
fisico entre hembra y macho.  EIl grupo Il realizd la prueba de copula regulada por la
hembra. EI grupo Il realizé una prueba de copula regulada por el macho. Todos los
machos (Wistar entre 250-350gr) que se utilizaron para las pruebas conductuales eran
sexualmente expertos. Las hembras sélo realizaron una prueba conductual y no tuvieron

contacto con los machos previo a la prueba conductual.
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CONTROL @iV EXPOSICION NI CONTACTO FISICO CON UN MACHO)
I EXPOSICION SIN CONTACTO FISICO A UN MACHO
II COPULA REGULADA POR LA HEMBRA

[T COPULA REGULADA POR EL MACHO

GRUPOS
OVX + HORMONAS + Brdl’

Fig. 14 Organizacién de los grupos para las pruebas conductuales (duracion 60 minutos). Las ratas
hembra se repartieron aleatoriamente en uno de los cuatro grupos indicados en el esquema, recibiendo
el mismo tratamiento, ovariectomizadas (OVX) con tratamiento hormonal (estradiol y progesterona) y
administracién del marcador BrdU en tres ocasiones. EIl grupo control consistié en hembras que no
estuvieron expuestas ni tuvieron contacto con un macho. EI grupo | de hembras estuvo expuesto, sin
tener contacto fisico, a un macho sexualmente experto. Los grupos Il y Ill fueron de copula con
machos sexualmente expertos, siendo el grupo Il de hembras que regularon la cdpula, y el grupo 111 de

machos que regularon la copula.

Aparatos

Para todas las pruebas conductuales se utilizaron cajas de cépula hechas de acrilico
con las siguientes dimensiones: 62cm de ancho, 29cm de altura y 42cm de profundidad. El
fondo de la caja permanecio cubierto con aserrin (el cual se cambié en cada prueba, ademas
del uso del &cido acético para evitar la impregnacion de olores).

Las cajas de copula utilizadas permitieron la observacion de la conducta sexual de

las ratas y su posterior registro.

A continuacion se describe a mayor detalle cada uno de los grupos:
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Grupo control

Las ratas de este grupo fueron ovariectomizadas y tratadas con benzoato de estradiol
y progesterona pero no tuvieron contacto con ningun macho. Las ratas permanecieron en la
caja de copula (Fig.15) la cual permanecio libre de olores; el aserrin que se utilizé para esta
prueba fue esterilizado y renovado para evitar el olor de macho, ya que lo que se buscé en

ésta prueba fue que las ratas no recibieran ningun tipo de estimulo olfatorio sexualmente
relevante durante 60 minutos.

Fig. 15 A-Caja de copula utilizada para el grupo control. B-hembra control en la caja.
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Grupo I. Estimulo olfatorio

Las ratas de este grupo permanecieron, durante 60 minutos, en uno de los
compartimentos de la caja de cOpula con una separacion de acrilico que divide la caja en
dos compartimentos (Fig.16). Esta separacion de acrilico con orificios de 1cm de didmetro,
permitié a las hembras estar expuestas a un macho sexualmente experto, pero sin contacto
fisico entre ellos. Los machos se colocaron en el otro compartimiento donde no estaba la

hembra.

Fig. 16 A-Caja de copula para estimulos olfatorios y visuales. B-Prueba de estimulo olfatorio y
visual donde se observa la division con los orificios que separa los compartimientos de la hembra y
del macho.
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Grupo I1. Copula regulada por la hembra (pacing)

Las hembras de este grupo regularon los tiempos, y el nimero de contactos que
tuvieron con los machos. Las hembras se colocaron en la caja de cépula con una division
que genera dos compartimentos en la caja (Fig.17). Esta division posee (inicamente un
orificio de 7cm de altura y 4cm de ancho, el cual Unicamente puede ser atravesado por las
hembras al tener un tamafio menor que el macho. Esto permite a la hembra regular el
momento en el que quiera estar en contacto con el macho y espaciar los contactos
copulatorios. Las ratas permanecieron en la caja durante 60 minutos; los machos y las

hembras fueron colocados en distintos compartimientos.

Fig. 17 A-Caja de copula regulada por la hembra (pacing). B-Prueba de pacing en la que se puede
apreciar la division con el orificio que permite a la hembra moverse hacia el compartimiento donde

se encuentra el macho.
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Grupo I11. Copula regulada por el macho (no regulada)

La copula en éste grupo es regulado completamente por el macho (tiempos y
namero de contactos entre hembras y machos). Estas ratas se colocaron en la caja de
copula (Fig.18) sin la division de acrilico junto con los machos, donde permanecieron 60

minutos.

Fig. 18 A-Caja de copula regulada por el macho. B-Prueba de cépula donde se observa una

interaccion entre hembra y macho, en la cual el macho ha regulado los contactos copulatorios.
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Método

Cada experimento tuvo una duracién de un mes, durante el cual se les sometio a las
hembras a cirugia de remocién de ovarios (OVX), periodo de recuperacién, administracion
de hormonas estradiol y progesterona, administracion del marcador, prueba conductual
(grupo control, exposicion sin contacto fisico al macho, copula regulada por la hembra y
copula regulada por el macho), periodo de migracion de las células hacia el bulbo olfatorio

y sacrificio de los animales.

En la Fig.19 se muestra a manera de esquema el método utilizado en el presente

trabajo:

Dias DO D8 D15 D17 D31
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Fig. 19 Método. Las ratas hembra sin experiencia sexual se ovariectomizaron (OVX) en el dia 0, se
les administraron hormonas (estradiol los dias 8 y 15; progesterona el dia 17) por medio de inyeccion
subcutdnea (sc). Cuatro horas después de administrada la progesterona, se realiz6 la prueba
conductual con una duracion de 60 minutos. EI marcador BrdU se administro intraperitonealmente
(ip) en 3 ocasiones, una hora antes, al término y una hora después de la prueba conductual. Las ratas

se dejaron descansar hasta el dia 31 en el que fueron sacrificadas.
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Proliferacion celular

El marcador mitético 5 -Bromo-2 deoxyuridina (BrdU) (Sigma, St.Louis, USA) en
0.9% NaCl) se inyectd intraperitonealmente en una concentracion de 100mg/kg en tres
tiempos. Se utilizd el siguiente protocolo: una primera dosis de BrdU 60 minutos antes de
someter a las hembras a la prueba conductual, una segunda dosis inmediatamente después
de gue transcurrieran los 60 minutos de la prueba y una tercera dosis 120 minutos después

de haber concluido la prueba conductual.

Parametros conductuales

La actividad sexual de las ratas se registré al momento de las pruebas conductuales
de copula regulada por la hembra y copula regulada por el macho, durante 60 minutos, con
el objeto de confirmar que se presentaran las caracteristicas distintivas de cada uno de los

modelos de copula.

Se realizo el registro de los siguientes pardmetros:
Analisis del numero y latencia de montas, intromisiones y eyaculaciones
Serie Copulatoria
Intervalo Posteyaculatorio (IPE)
Intervalo Inter-Intromision (111)
Porcentaje de Salidas después de monta, intromision y eyaculacion

Latencia de Regreso después de monta, intromision y eyaculacién
En cada registro se tom6 en cuenta el grado de lordosis que las hembras
presentaron, siendo 1- dorso completamente recto 6 no lordosis, 2- ligero arqueamiento de

la columna, cabezay cola y 3- arqueamiento pronunciado de la columna, cabeza y cola.

Para analizar el grado de receptividad que las hembras tenian al momento de la

copula, se cuantificaran los siguientes indices:
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Coeficiente de Lordosis (CL): siendo el nimero de lordosis (XL) presentadas (1,2 6 3)

dividido entre el numero de montas (#M) mas el nimero de intromisiones (#1) que

recibié del macho multiplicado por 100.

L= L %100
s

#M+#1

Intensidad Media de Lordosis (IML): siendo el nimero de puntos sumados del grado de

lordosis (X Ptos L) presentada dividido entre el numero total de lordosis (ZL)

presentada.

XL - > PtosL

dL

Histologia e Inmunohistoquimica

Las ratas se perfundieron via intracardiaca 15 dias después de la prueba conductual
con paraformaldehido (PF) 4%. Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico
(1ml/rata) (Cheminova, México DF) antes de sacrificarlos. Los cerebros fueron removidos
de cada rata teniendo especial cuidado con los bulbos olfatorios. Los cerebros se
mantuvieron durante 1 hora en PF, y se cambiaron a una solucién de sacarosa 30% donde
permanecieron hasta ser cortados. Posteriormente se realizaron cortes sagitales de 30 um

de grosor en el microtomo de congelacion.

TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA BrdU

La inmunohistoquimica para detectar la expresion de células positivas al marcador

utilizado (BrdU) se realizé con la técnica de flotacion. Los tejidos se lavaron en una
solucion amortiguadora de fosfatos (TBS) y fueron incubados en 2N HCL durante 60

minutos para permitir que el anticuerpo contra BrdU llegara hasta el ADN de los nlcleos de
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las células. EIl bloqueo de sitios inespecificos se realizo incubando los tejidos durante 15
min con suero de caballo (HS 20%) y Triton-X (Tx 0.3%) en frio. La incubacion con el
anticuerpo monoclonal anti-BrdU (1:2000) (BD Bioscience) fue durante 16 horas a 4° C.
Consecutivamente los tejidos se prepararon durante 1 hr con lavados de TBS, HS (1%) y
Tx (0.02%) para después incubarlos con el anticuerpo 2° biotinilado anti-ratén 1gG (1:500)
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) durante 2 hrs. Después se lavaron varias veces y se
incubaron con ABC (en 0.32% de Tx) (Vector Laboratories, Burlingame, CA) por 1 hry la
inmunoreaccién se reveld con diaminobenzidina (DAB) (Park y cols. 1996). Los cortes se

montaron en laminillas gelatinizadas utilizando Permount para cubrirlas.

4.3.1 Analisis de imagen y cuantificacion de células inmunorreactivas a BrdU
La cuantificacién de las células positivas al marcador BrdU se realiz6 en el bulbo

olfatorio principal y accesorio. Se trabajé Unicamente con el hemisferio derecho ya que no
existe evidencia de que existan diferencias con respecto a la neurogénesis del BO entre
hemisferios. Se realizaron cortes sagitales de 30um siguiendo la direccion de la linea
media hacia la corteza. Se obtuvieron cortes seriados a partir del nivel donde coinciden el
bulbo olfatorio principal y bulbo olfatorio accesorio (1200 um partiendo de la linea media)
(Paxinos y Watson 1986), de los cuales se tomo cada tercer corte para la cuantificacion de
las células BrdU+, guardando el resto para un posterior analisis. EIl analisis cualitativo de
las celulas se realizd de la siguiente manera: utilizando el software Image Pro Plus 6.1 se
obtuvieron imégenes 4X de los cortes previamente seleccionados para el conteo de ambas
estructuras del bulbo olfatorio accesorio.

Para la cuantificacion de las células que incorporaron el marcador BrdU en el bulbo
olfatorio accesorio, se delimité un area de conteo que abarcara gran parte de las regiones,
por lo que se utilizaron tres circulos de 200um de diametro cada uno, que fueron colocados
sobre cada una de las capas de interés (capa glomerular, capa mitral y capa granular). El
area delimitada para la cuantificacion de las células fue constante para cada corte analizado
(ver Fig.20). En total se cuantificaron 3 cortes de cada cerebro (n=7 ratas en total por

grupo), de los cuatro grupos trabajados (grupo control y grupos I, 11, 111; ver Fig.18).
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Fig. 20 Esquema de un corte sagital de cerebro de rata donde se sefiala con un recuadro el
bulbo olfatorio accesorio y el area de cuantificacion (200um de diametro por circulo
indicado a la derecha) que se utiliz6 para el conteo de las células BrdU+ en las capas
glomerular (Gl), mitral (Mit) y granular (Gr). Imagen 4X de un corte sagital

correspondiente al recuadro marcado en el esquema.

En el caso del bulbo olfatorio principal, la cuantificacion de las células que
incorporaron el marcador BrdU se delimité de manera similar, pero, considerando que el
area total del bulbo olfatorio principal es mayor, se utilizaron areas de conteo que abarcaran
también gran parte de las regiones; se utilizaron tres circulos de 400um de didmetro cada
uno, que fueron colocados sobre cada una de las capas de interés (capa glomerular, capa
mitral y capa granular). EIl &rea delimitada para la cuantificacion de las células fue
constante para cada corte analizado (ver Fig.21). En total se cuantificaron 3 cortes de cada
cerebro (n=7 ratas en total por grupo), de los cuatro grupos trabajados (grupo control y

grupos 1, 11, 111; ver Fig.18).
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Fig. 21 Esquema de un corte sagital de cerebro de rata donde se sefiala con un recuadro el
bulbo olfatorio principal y el &rea de cuantificacion (400um de didametro por circulo
indicado a la derecha) que se utilizé para el conteo de las células BrdU+ en las capas
glomerular (GI), mitral (Mit) y granular (Gr). Imagen 4X de un corte sagital

correspondiente al recuadro marcado en el esquema.
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4.3.2 Andlisis Estadistico
Para el analisis de los parametros conductuales de numero y latencia de montas,

intromisiones y eyaculaciones, serie copulatoria, IPE, 11, IML y CL que se registraron
durante la copula regulada por la hembra y la copula regulada por el macho se utilizé la
prueba de U de Mann-Whitney debido a que no se encontr6 homogeneidad de varianza en
los grupos. Para los parametros de la cOpula regulada por la hembra, porcentaje de salidas
y latencia de regreso después de monta, intromisién y eyaculacion se utilizaron anélisis de
varianza (ADEVA) de datos completamente aleatorios de un factor, seguidas de una prueba
Post-Hoc de Fisher LSD.

La estadistica que se utilizd para las células con BrdU fue ANOVA seguida de una
prueba Post-Hoc de Fisher LSD.
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RESULTADOS

CAPITULO 5

Resultados

5.1 Anélisis de Datos Conductuales
El anélisis U de Mann-Whitney mostré que el nimero de intromisiones (z=-3.006,
p<0.01), de eyaculaciones (z=-2.62, p<0.01) y la latencia de intromision (z=-2.11, p<0.05)
fueron significativamente menores en el grupo de copula regulada por la hembra. El
intervalo inter-intromision (z=-2.36, p<0.05) fue mayor en el grupo de cépula regulada por
la hembra (ver Tabla 1).

Tabla 1. Pardmetros de conducta en la cépula regulada por la hembra y la

copula regulada por el macho. Los datos se expresan como media * error

estandar.
Corura REcurapa Corurs Recurapa
PariveTRO ConDUCTUAL rorEL Macuo rorrLA HEMEBRA
MEDIA + ERROR ESTANDAR | MEDIA * ERROR ESTANDAR
o MonTas 1+0.8 210.8
E InTROMISIONES 46.5712.21 20.71+2.21 #=
Z EvacuLacions 4142104 30 +*
% g MonTas 466.2+297.04 3472311459
% %_ InTROMISIONES 1351.5296 769.7+194.9 *
<3
— B EvacuLacions 43981655 773.1£192.33
SeriE COPULATORIA (SEGUNDOS) 1791.4+134.8 1542.91£180
InTERVALO PosT EvacuraTorio 447452 44 479 5+52.8
(SEGUNDOS)
IntERVALO INnTER INTROMISION 938+ 1.31 25 34+ 5.0 *
(SEGUNDOS)
InTENsIDAD MEDIA DE LORDOSIS 1.90%0.5 1.90+03
CoEeFIcIENTE DE LORDOSIS (%%) 10010 100x0

*Diferente del grupo copula regulada por el macho p<0.05, **p<0.01.
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El ANDEVA de los porcentajes de salidas (F (220=31.26, p<0.01) mostro
diferencias significativas entre los diferentes pardmetros comparados. La prueba
Post-Hoc revel6 que las diferencias significativas se encontraban entre el porcentaje
de salida después de intromisiones y después de eyaculaciones con respecto al
porcentaje de salida después de montas.

En las latencias de regreso un analisis ANDEVA (F (220=24.63, p<0.01)
también mostrd diferencias entres ellos. Las diferencias se encontraban entre la
latencia de regreso después de eyaculacién, la cual fue mayor con respecto a las
latencias de regreso después de monta e intromision (ver Tabla 2) de acuerdo al

analisis Post Hoc.

Tabla 2. Latencias de regreso y porcentaje de salidas en las hembras durante la

prueba de copula regulada. Los datos se expresan como media + error estandar.

COPULA REGULADA
ParAMETRO CONDUCTUAL POR LA HEMERA
MEDIA T ERROR ESTANDAR

":_', 5 MONTAS 12.53+12.2
= 2
Z 2 F INTROMISIONES 84.52+7.8 **
U wi
g =z EYACULACIONES 100 ==*

]
7 3z MONTA 21.23114.18
5 E 2
Z g £ INTROMISION 14.68+2.61
E 22
=< L om .
= B = EYACULACION 670.781130.76 ++

** Diferente de porcentaje de salidas después de monta p<0.01

++ Diferente de latencia de regreso después de monta e intromisién p<0.01
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5.2 Andlisis y Cuantificacion de Proliferacion Celular

Analisis de Imagen y Cuantificacion de células con BrdU en bulbo olfatorio

Los cortes sagitales del cerebro permiten asegurar que a los 15 dias después de
haber administrado el marcador BrdU, las células que incorporaron éste marcador se
encuentran en el bulbo olfatorio y no en la via migratoria rostral. Primero se realizé una
doble inmunotincion para BrdU-GFAP en cerebros control para BrdU (inyectados
prenatalmente) para localizar la via migratoria rostral y conocer la morfologia que muestran

las células que incorporan el marcador (ver Fig.22).

Fig. 22 A. Reconstruccién de imégenes (4X) que muestran la via migratoria rostral (VMR-indicada
con flechas) que las células recorren previo a su llegada al bulbo olfatorio. B. Acercamiento (40X)
de una regién de la VMR donde estan sefialadas con flechas las células que incorporaron el marcador
BrdU. ZSV- zona subventricular, VMR- via migratoria rostral, BOA- bulbo olfatorio accesorio,
BOP- bulbo olfatorio principal.

A través de un andlisis ciego de los datos se cuantificaron las células que

incorporaron el marcador BrdU (Fig.23 y Fig.26).
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El ANDEVA para el numero de células BrdU+ en el bulbo olfatorio principal no mostro
diferencias significativas entre grupos, en ninguna de las capas analizadas: capa glomerular (F
(3,27)=0.87, p=0.47 ns), capa mitral (F (3,27)=0.70, p=0.56 ns) y capa granular (F (3,26)=0.87,
p=0.47 ns), ver Fig.23.

%:-}c-
E T
- 3
E, qQ
zE O
30 i 7
mE L r',-/f// "
= :
q'l' 250
3 Q
ﬁa 200 1
E% =
4z E
50 &
=20
g =
==
==
A -
2
=z
=
5
z

GRANULAR

Fig. 23 Numero de células marcadas con BrdU en las diferentes capas (glomerular, mitral y
granular) del bulbo olfatorio principal, evaluadas en los grupos C- control, EO- estimulo olfatorio,
CRp- copula regulada por el macho, CRy- copula regulada por la hembra. Los datos se representan

como media * error estandar.
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Imé&genes de la inmunohistoquimica para BrdU del bulbo olfatorio principal

Fig. 24 Imagenes que muestran las diferentes capas en que se cuawificaron las células con BrdU en
el bulbo olfatorio principal. Capas: GR- granular, MIT- mitral, GL- glomerular. Grupos: C-control,

EO-estimulo olfatorio, CRh-cépula regulada por la hembra, CRm-c6pula regulada por el macho.

Fig. 25 Imagen de las células BrdU+ en el bulbo olfatorio principal donde se muestra (con una

flecha) la distribucion del marcador en las células cuantificadas.
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En el bulbo olfatorio accesorio, el ANDEVA de el nimero de células BrdU+ no mostrd
diferencias en la capa glomerular (F 335=1.12, p=0.35 ns) entre los grupos; sin embargo, si se
observaron diferencias entre grupos en la capa mitral (F (335=1.56, p<0.05) y la capa granular (F
3.33=3.73, P<0.05). La prueba Post Hoc revel6 en la capa mitral, que el numero de células BrdU+
en el grupo de cdpula regulada por la hembra fue significativamente mayor con respecto al de
copula regulada por el macho. En la capa granular, el incremento en el nimero de células BrdU+ en
el grupo de copula regulada por la hembra fue significativamente mayor con respecto a los otros

tres grupos (Fig.26).
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Fig. 26 Numero de células marcadas con BrdU en las diferentes capas (glomerular, mitral y
granular) del bulbo olfatorio accesorio, evaluadas en los grupos C- control, EO- estimulo olfatorio,
CRy- cépula regulada por el macho, CRy- cépula regulada por la hembra. Los datos se representan
como media + error estandar.
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Imégenes de la inmunohistoquimica para BrdU del bulbo olfatorio accesorio
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Fig. 27 Imagenes que muestran las diferentes capas en que se cuantificaron las células con BrdU en
el bulbo olfatorio accesorio. Capas: GR- granular, MIT- mitral, GL- glomerular. Grupos: C-control,

EO-estimulo olfatorio, CRh-copula regulada porf hembra, CRm-c6pula regulada por el macho.

T -
- - .
. b T L - el
Mis - 4 -.|‘. A :'.'_ -
Sty I,
B = algm s R o et
~
[ = .
o A, ™ . x a
WL ‘.-”-ﬂ .Ir"' % f“ § "
[ .
;_"._ =y : -:\-" ay " ‘" LY - .
s - ]
- iy = % L
. WS e 3
‘a. - - - *
g " - - & L
- ’ .
I'.'--,-_'.‘..'.! e 3 M sl e "- = L]
o - -h - el
" a i - o S ]
HLE DV SOTR
Frrlli - o - v ey 'y
3" R L"' e ‘r."' -
. % L -
A =% " g . &
R Gl TS AN fm o
i . T .
B, SysdaTy e

Fig. 28 Imagen de las células BrdU+ en el bulbo olfatorio accesorio donde se muestra (con una

flecha) la distribucién del marcador en las células cuantificadas.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Capitulo 6

Discusion y Conclusiones

6.1 Discusion

Los resultados del presente estudio indican que la conducta de cépula, regulada por
la hembra 6 por el macho no tuvo una influencia en el nimero de células BrdU+ que se
observaron en el bulbo olfatorio principal de ratas hembra 15 dias después de la misma. En
el bulbo olfatorio accesorio en cambio, si se observé un incremento en el nimero de células
BrdU+ en las hembras que regularon la cépula siendo significativamente mayor a los otros
grupos, lo que muestra que es una conducta que es capaz de modificar el namero de células
nuevas que se incorporan al bulbo olfatorio del cerebro adulto.

Se ha descrito que la mayoria de las células que se originan en la zona
subventricular del ventriculo lateral migran hacia el bulbo olfatorio principal para luego
diferenciarse en células granulares y periglomerulares, sin embargo, la minoria de éstas
células migran hacia el bulbo olfatorio accesorio (Bonfanti y cols. 1997; Doetsch y
Alvarez-Buylla 1996; Lledo y cols. 2006). A pesar de que si se cuantificaron una gran
cantidad de células BrdU+ en el bulbo olfatorio principal, en ninguna de las capas
analizadas (glomerular, mitral y granular) se observaron variaciones significativas por
estimulos olfatorios sexualmente relevantes 6 por copula per se con respecto a las hembras
control. Sin embargo, el incremento de células BrdU+ localizadas en las capas mitral y
granular del bulbo olfatorio accesorio que se cuantifico en el presente trabajo refleja el que
ésta sea una estructura que también se encuentra en una constante renovacion celular en el
transcurso de la vida del organismo (Bonfanti y cols. 1997).

En el proceso de neurogénesis del bulbo olfatorio se distinguen tres etapas
principalmente: 1) proliferacion celular, cuando se dividen las células (incorporan el BrdU),

2) migracion y superviviencia (0-2 semanas), cuando van por la via migratoria rostral con
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direccion al bulbo olfatorio, y 3) diferenciacion neuronal e integracion sinaptica (2-4
semanas), cuando ya estan en el bulbo olfatorio y se integran funcionalmente a un circuito
pre-existente. Cada una de estas etapas esta influenciada por diversos factores que pueden
regularlas. Se ha descrito que la conducta (exposicion a olores enriquecidos, complejos,
novedosos) es un factor regulador en la etapa de migracion y supervivencia de las células
que asegura que las células lleguen a su destino final, el bulbo olfatorio; sin embargo la
conducta no es el Unico factor que influye, existen una variedad de factores celulares y
moleculares que puede influir en la proliferacion, migracion y supervivencia de las células
(Ming y Song 2005). La supervivencia de las células entonces no se le puede atribuir a un
solo factor, ya que es una accién conjunta de todos ellos la que hace posible que las células
Ileguen al bulbo olfatorio.

En éste trabajo se expuso a las hembras a un estimulo conductual, exposicion a un
macho y cépula (regulada por la hembra 6 por le macho) el mismo dia que se les inyect6 un
marcador mitotico (con la finalidad que se incorporara a las células que se dividieran en ese
dia), se esper6 15 dias y los resultados fueron células BrdU+ en bulbo olfatorio. Se
contabiliz6 el nimero de células BrdU+ en bulbo olfatorio principal y accesorio y se not6
que en el bulbo olfatorio accesorio se encontré un incremento de células BrdU+ en el grupo
de hembras que regularon la copula, lo cual podria significar que existe algo particular en
éste tipo de copula que influye sobre los factores 6 sobre alguno de ellos en particular, que
estdn modulando la migracion y llegada de éstas células al bulbo olfatorio, y que esto no
sucede con la copula regulada por el macho, ni en el estimulo olfatorio.

Funcionalmente, el hecho de que no se observaran cambios en el nimero de células
BrdU+ en el bulbo olfatorio principal como respuesta a los diferentes estimulos
(sexualmente relevantes) contrastaria con la idea que se ha propuesto en algunos trabajos en
ratones (Mak y cols. 2007) y hurones (Smith y cols. 2001) que describen que los olores
corporales detectados por el epitelio olfatorio principal (que posteriormente manda la
informacién a su primer relevo, el bulbo olfatorio principal) son esenciales para el
reconocimiento heterosexual de la pareja (Hosokawa y Chiba 2007), por lo que las células
que conforman los circuitos olfatorios son muy importantes para éste reconocimiento, sin

embargo, quizas no se requiera de la incorporacion de nuevas células para éesta funcion.
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El bulbo olfatorio accesorio procesa olores sexualmente relevantes, como parte del
sistema olfatorio accesorio. Este sistema tiene un papel muy importante en las hembras para
la modulacion de la respuesta conductual sexual provocada por feromonas; ademas es
importante para la deteccion heterosexual de la pareja (Hosokawa y Chiba 2007). En el
presente trabajo se observé un incremento en el nimero de células BrdU+ en la capa mitral
y granular. En la capa mitral se encuentran las células que le confieren especificidad a los
olores mediante un proceso de inhibicion lateral, y en la capa granular estan las células que
modulan la actividad de las células mitrales y optimizan la funcién olfatoria; ambos tipos
celulares podrian tener un papel indispensable para el reconocimiento especifico del macho
con el que han tenido contacto. En términos de plasticidad y funcion, el reemplazo de las
neuronas granulares puede ser importante para la plasticidad en la discriminacion olfatoria
(Petreanu y Alvarez-Buylla 2002).

Sin embargo, para éste trabajo no se diferencio la naturaleza de las células (neuronas
inmaduras, maduras, glia), el tiempo de supervivencia 0 la funcionalidad, como han hecho
otros grupos como el de Huang y Bittman (2001) en hamsters macho donde observaron la
activacion (medida por c-Fos) de las células BrdU+ en el bulbo olfatorio por la copula 6 por
olores sexualmente relevantes. Por lo tanto, lo que se puede asumir con estos resultados es
que la conducta sexual, en particular la cépula regulada por la hembra, representd un
estimulo externo que favorecid el incremento de células nuevas en el bulbo olfatorio 15
dias después del estimulo.

Las dos modalidades de conducta sexual que se utilizaron en éste trabajo, cdpula
regulada por la hembra y cépula regulada por el macho presentan parametros conductuales
tipicos que las diferencian entre si. Las hembras que regularon la cépula presentaron
intervalos mayores entre cada intromision, ademas de que en total (en los 60 minutos de la
prueba) recibieron un menor nimero de intromisiones, con una latencia mayor, lo cual
corresponde a los parametros tipicos reportados en este tipo de copula (Erskine 1989; Nufio
y cols. 2006; Camacho y cols. 2007). Cuando las hembras tienen la posibilidad de regular
la cépula, los periodos de intromisién son mas largos, lo que genera que la hembra reciba
una estimulacion vagino-cervical prolongada y genere un patrén especifico de estimulacién
que puede optimizar la induccion de un estado de prefiez (Erskine 1989; 1992; Erskine y

cols. 2004). En los ultimos afios el estudio de la cdpula regulada por la hembra ha sido de
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particular interés debido a los cambios neuroendocrinos que desencadena y las
consecuencias reproductivas que provee. Al parecer los cambios neuroendocrinos
(generacion de pulsos de prolactina) que se desencadenan por la cépula regulada por la
hembra y que le confieren una eficiencia reproductiva pudieran estar relacionados con el
reacomodo de circuitos en el bulbo olfatorio accesorio en particular, ya que es en esta
estructura donde el grupo de Rajendren y cols (1993) argumentan que llega la informacion
proveniente de las feromonas del macho que son captadas por el dérgano vomeronasal,
procesadas por el bulbo olfatorio accesorio y enviadas al resto del circuito olfatorio hasta
llegar al hipotdlamo donde se encuentran las células GnRH que son activadas e inducen la
liberacion hormonal por parte de la hipofisis, permitiendo las condiciones fisiologicas
adecuadas para la prefiez de la rata.

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo podrian explicarse desde éste punto
de vistan en donde la informacion olfatoria proveniente del macho es detectada por el
sistema olfatorio accesorio y al ser un olor novedoso (ya que es el primer contacto y
estimulo olfatorio sexualmente relevante), y ser de tipo feromonal, se procesa en el bulbo
olfatorio accesorio y en particular en las capas mitral y granular manteniendo asi la
especificidad del olor. Es necesario un reacomodo pléstico celular que permita mantener la
especificidad de ese olor en particular, por lo que se genera un incremento de células en
éstas dos capas para poder hacerlo, adicionado a la estimulacion fisica y la actividad motora
gue la hembra emite para que se de la cépula.

No se puede atribuir el incremento de las células Unicamente a los olores que la
hembra percibe, ya que para eso se manejo un grupo exclusivamente de estimulo olfatorio
en donde la hembra pudo oler al macho pero sin contacto fisico alguno, y no se observé un
incremento significativo de células BrdU+ en ninguna de las regiones. Al parecer todo lo
que involucra la copula, desde los estimulos olfatorios hasta el despliegue de la conducta,
asi como la interaccion con factores internos, son importantes para que se de el incremento
de células BrdU+ en el bulbo olfatorio accesorio. En particular la estimulacion vaginal que
la hembra recibe a través del nimero de intromisiones y eyaculaciones, la latencia de
intromision y el intervalo entre cada intromision que son los patrones conductuales que

distinguen la cépula regulada por la hembra y la cépula regulada por el macho.
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En éste trabajo se analizo la influencia 15 dias después del estimulo, en el nimero
de celulas BrdU+ en bulbo olfatorio ante el primer contacto sexual 6 estimulo olfatorio
sexualmente relevante, por lo que no sabemos si el efecto que se observé podria variar en
animales con experiencia sexual. Asimismo, habra que examinar més a detalle cuéles son
los factores enddgenos que se estan influenciando con éste tipo de copula en particular y
como es que actian para favorecer la incorporacién de un mayor nimero de células al

bulbo olfatorio.
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6.2 Conclusiones

Los resultados de este trabajo proponen que la copula regulada por la hembra es un
estimulo capaz de modificar el nimero de células BrdU+ que se incorporan al bulbo
olfatorio accesorio 15 dias después de la conducta, pero no al bulbo olfatorio principal. La
copula regulada por el macho no influy6 en el numero de células nuevas que se incorporan
al bulbo olfatorio principal y accesorio.

El anélisis cuantitativo de células BrdU+ en el bulbo olfatorio accesorio revel6 que
las hembras que regularon la copula mostraron un incremento de células en las capas mitral
(con respecto a la copula regulada por el macho) y granular (con respecto a todos los
grupos). Cabe resaltar que en el bulbo olfatorio principal no se observaron diferencias en el
namero de células BrdU+ en ninguna de las capas analizadas.

Los datos obtenidos nos indican que la conducta sexual de la hembra, cuando los
contactos copulatorios son regulados por ella misma, influye en el nimero de células
BrdU+ del bulbo olfatorio accesorio. No obstante, no se conoce a través de que proceso se
logre este fendmeno, existen muchos aspectos que no estan contemplados en los presentes
experimentos. Entre ellos el conocer los factores que estan respondiendo al estimulo de la
copula y por lo tanto favoreciendo el incremento en el nimero de células nuevas en el
bulbo olfatorio, el tipo de células (neuronas inmaduras, maduras, glia), la tasa de
supervivencia y la funcionalidad de las mismas. De tal forma tendran que realizarse
estudios posteriores para determinarlo. Con estos resultados se puede especular que los
cambios neuroanatdmicos observados en este trabajo pueden correlacionarse con los
cambios fisioldgicos (Erskine 1989; 1992) y conductuales (Paredes y Vazquez 1999;
Paredes y Alonso 1997) que favorecen la eficiencia reproductiva y la motivacion en las
hembras que regulan la interaccién sexual.

Este trabajo es importante debido a que es el primero que conjunta el estudio de la
generacion de nuevas células en un cerebro adulto que se incorporan al bulbo olfatorio
principal y accesorio en un modelo de rata hembra que regula sus contactos durante el
apareamiento; ademas ofrece informacion basica acerca de los procesos de un fendmeno
plastico que produce cambios neuroanatdmicos que se desencadenan como consecuencia de

una conducta de gran importancia a nivel evolutivo.
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8.1 indice de Figuras

Fig.1 Esquema representativo del estro conductual en la rata hembra (recuadro) que ocurre
cuando los niveles de estrogeno disminuyen y se elevan los niveles de progesterona.

(Imagen modificada de Jenkins y Becker 2005).

Fig.2 Patron hormonal del ciclo estral de la rata. Concentracion hormonal en plasma en el
transcurso del ciclo expresados en ng/ml. En la grafica se indica el periodo en el cual
ocurre la receptividad sexual y la ovulacién. Las barras negras representan el intervalo de

oscuridad en un ciclo 12-12 (Imagen modificada de Freeman 1994).

Fig.3 Patrén hormonal del ciclo estral de la rata. Concentracion hormonal en plasma en el
transcurso del ciclo expresados en ng/ml. En la gréafica se indica el periodo en el cual
ocurre la receptividad sexual y la ovulacién. Las barras negras representan el intervalo de

oscuridad en un ciclo 12-12 (Imagen modificada de Freeman 1994).

Fig.4 En este esquema se muestra a) la postura normal que presenta una rata hembra y b) la
postura de lordosis en donde se observa como el canal vaginal al volverse completamente
horizontal se vuelve accesible al macho y se facilita la penetracion. (Imagen modificada de
Nelson 2000).

Fig. 5 Esquema ilustrativo de la cuantificacion del grado de lordosis de la rata hembra.
(Imagen modificada de Hardy y DeBold 1972).
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Fig.6 Esquema representativo del Sistema Olfatorio Accesorio (SOA) de roedor. En A)
estdn representadas las vias de proyeccion involucradas en éste circuito (Imagen
modificada de Winans y Powers 1977) y en B) en vista sagital se observan las estructuras
(Imagen modificada de Baum 1992). 1-6rgano vomeronasal, 2-bulbo olfatorio accesorio,
3,4-n0cleos de la amigdala, 5,NLET-nlcleo lecho de la estria terminal, 6,APM/H-area

predptico medial del hipotalamo.

Fig.7 Esquema representativo del Sistema Olfatorio Principal (SOP) de roedor. En A)
estdn representadas las vias de proyeccion involucradas en éste circuito (Imagen
modificada de Winans y Powers 1977) y en B) en vista sagital se observan las estructuras
(Imagen modificado de Baum 1992). A-epitelio olfatorio, B-bulbo olfatorio principal, C-
nucleo olfatorio anterior, D-nucleo cortical anterior y E-nucleo posterolateral de la
amigdala, G-corteza piriforme, H-corteza entorinal, NLET-nulcleo lecho de la estria
terminal, APM/H-area predptico medial del hipotalamo.

Fig.8 Principales regiones donde se ha observado la presencia de neuronas nuevas en un
cerebro adulto, dentro de las cuales se observan las dos regiones neurogénicas mayormente

estudiadas: bulbo olfatorio y giro dentado. (Imagen modificada de Gould 2007).

Fig.9 Neurogenesis en el cerebro adulto de mamifero. Seccion sagital esquemética de
roedor donde se muestra el ventriculo lateral (VL) y los dos principales sitios de
neurogénesis: la zona subventricular (ZSV) localizada en los VL y la zona subrgranular
(ZSG) de la formacién hipocampica. Las neuronas del bulbo olfatorio (BO) llegan por la
via migratoria rostral (VMR) y provienen de la ZSV. Las neuronas del giro dentado (GD)
provienen de la ZSG del mismo hipocampo. La direccion anterior (A) y ventral (V)
marcada con flechas en la esquina superior derecha del esquema (Imagen modificada de
Doetsch 2003).

Fig.10 Representacion esquematica de la localizacion del proceso de neurogénesis del

bulbo olfatorio asi como la identificacion de sus componentes. En la imagen se observa (a)

en vista lateral la localizacion de la via migratoria rostral (VMR) en la cabeza de un roedor;
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(b) migracion de los neuroblastos recién generados que comienza en el ventriculo lateral
(VL) continua por la VMR y termina en el bulbo olfatorio BO donde maduran las neuronas;
(c) esquema de la citoarquitectura de la zona subventricular (ZSV) localizada en las paredes
del VL; (c”) células que componen la ZSV: A-neuroblasto, B-célula madre, C-precursor, E-
células ependimales; (d) migracion de neuroblastos a través de la VMR -vista sagital y
coronal- rodeados por astrocitos; (e) liberacion de neuroblastos de la VMR vy entrada al BO
donde migran Radialmente, se integran y maduran en las diferentes capas. (Imagenes

modificadas de I-Lennington y cols. 2003; I1- Gueusi y Lledo 2007).

Fig.11 Esquema ilustrativo de la migracion de las neuronas recién generadas en la ZSV
gue migran tangencialmente por la VMR y que finalmente llegan al BO donde se integran a
los circuitos olfatorios diferencidndose en neuronas periglomerulares o glomerulares.
También se muestran las etapas por las que van pasando las nuevas células que se generan,
asi como el tiempo que tardan en migrar finalmente al BO, que son alrededor de 2 semanas
(15 dias). (Imagen modificada de Ming y Song 2005).

Fig.12 Esquema ilustrativo de la migracion de las neuronas recién generadas en la ZSV
que migran tangencialmente por la VMR y que finalmente llegan al BO donde se integran a
los circuitos olfatorios diferenciandose en neuronas periglomerulares o glomerulares.
También se muestran las etapas por las que van pasando las nuevas células que se generan,
asi como el tiempo que tardan en migrar finalmente al BO, que son alrededor de 2 semanas
(15 dias). (Imagen modificada de Ming y Song 2005).

Fig. 13 Representacion de la estructura quimica del BrdU, que es una halopirimidina y
esquema ilustrativo de la adicion del marcador exégeno BrdU al ADN en la fase S
(sintesis) del ciclo celular. (Imagenes modificadas de A- Taupin 2007 y B- Ming y Song
2005).

Fig. 14 Organizacion de los grupos para las pruebas conductuales (duracion 60 minutos).

Las ratas hembra se repartieron aleatoriamente en uno de los cuatro grupos indicados en el

esquema, recibiendo el mismo tratamiento, ovariectomizadas (OVX) con tratamiento
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hormonal (estradiol y progesterona) y administracion del marcador BrdU en tres ocasiones.
El grupo control consistié en hembras que no estuvieron expuestas ni tuvieron contacto con
un macho. EI grupo | de hembras estuvo expuesto, sin tener contacto fisico, a un macho
sexualmente experto. Los grupos Il y Il fueron de copula con machos sexualmente
expertos, siendo el grupo Il de hembras que regularon la copula, y el grupo 111 de machos

que regularon la copula.

Fig. 15 A-Caja de copula utilizada para el grupo control. B-hembra control en la caja.

Fig. 16 A-Caja de cépula para estimulos olfatorios y visuales. B-Prueba de estimulo
olfatorio y visual donde se observa la division con los orificios que separa los

compartimientos de la hembra y del macho.

Fig. 17 A-Caja de copula regulada por la hembra (pacing). B-Prueba de pacing en la que
se puede apreciar la division con el orificio que permite a la hembra moverse hacia el

compartimiento donde se encuentra el macho.

Fig. 18 A-Caja de copula regulada por el macho. B-Prueba de copula donde se observa
una interaccion entre hembra y macho, en la cual el macho ha regulado los contactos

copulatorios.

Fig. 19 Método. Las ratas hembra sin experiencia sexual se ovariectomizaron (OVX) en el
dia 0, se les administraron hormonas (estradiol los dias 8 y 15; progesterona el dia 17) por
medio de inyeccion subcutanea (sc). Cuatro horas después de administrada la progesterona,
se realiz6 la prueba conductual con una duracion de 60 minutos. EI marcador BrdU se
administro intraperitonealmente (ip) en 3 ocasiones, una hora antes, al término y una hora
después de la prueba conductual. Las ratas se dejaron descansar hasta el dia 31 en el que

fueron sacrificadas.

Fig. 20 Esquema de un corte sagital de cerebro de rata donde se sefiala con un recuadro el

bulbo olfatorio accesorio y el area de cuantificacion (200um de diametro por circulo
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indicado a la derecha) que se utilizo para el conteo de las células BrdU+ en las capas
glomerular (Gl), mitral (Mit) y granular (Gr). Imagen 4X de un corte sagital

correspondiente al recuadro marcado en el esquema.

Fig. 21 Esguema de un corte sagital de cerebro de rata donde se sefiala con un recuadro el
bulbo olfatorio principal y el area de cuantificacion (400um de didmetro por circulo
indicado a la derecha) que se utilizO para el conteo de las células BrdU+ en las capas
glomerular (Gl), mitral (Mit) y granular (Gr). Imagen 4X de un corte sagital

correspondiente al recuadro marcado en el esquema.

Fig. 22 A. Reconstruccion de imagenes (4X) que muestran la via migratoria rostral (VMR-
indicada con flechas) que las células recorren previo a su llegada al bulbo olfatorio. B.
Acercamiento (40X) de una region de la VMR donde estan sefialadas con flechas las
células que incorporaron el marcador BrdU. ZSV- zona subventricular, VMR- via

migratoria rostral, BOA- bulbo olfatorio accesorio, BOP- bulbo olfatorio principal.

Fig. 23 Numero de células marcadas con BrdU en las diferentes capas (glomerular, mitral
y granular) del bulbo olfatorio principal, evaluadas en los grupos C- control, EO- estimulo
olfatorio, CRy- cépula regulada por el macho, CRy- cépula regulada por la hembra. Los

datos se representan como media  error estandar.

Fig. 24 Imégenes que muestran las diferentes capas en que se cuantificaron las células con
BrdU en el bulbo olfatorio principal. Capas: GR- granular, MIT- mitral, GL- glomerular.
Grupos: C-control, EO-estimulo olfatorio, CRh-copula regulada por la hembra, CRm-

copula regulada por el macho.

Fig. 25 Imagen de las células BrdU+ en el bulbo olfatorio principal donde se muestra (con

una flecha) la distribucion del marcador en las células cuantificadas.

Fig. 26 Numero de células marcadas con BrdU en las diferentes capas (glomerular, mitral
y granular) del bulbo olfatorio accesorio, evaluadas en los grupos C- control, EO- estimulo
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olfatorio, CRn- cépula regulada por el macho, CRy- cépula regulada por la hembra.  Los

datos se representan como media  error estandar.

Fig. 27 Imégenes que muestran las diferentes capas en que se cuantificaron las células con
BrdU en el bulbo olfatorio accesorio. Capas: GR- granular, MIT- mitral, GL- glomerular.
Grupos: C-control, EO-estimulo olfatorio, CRh-copula regulada por la hembra, CRm-

copula regulada por el macho.

Fig. 28 Imagen de las células BrdU+ en el bulbo olfatorio accesorio donde se muestra (con

una flecha) la distribucion del marcador en las células cuantificadas.

8.2 Iindice de Tablas

Tabla 1. Parametros de conducta en la copula regulada por la hembra y la

copula regulada por el macho. Los datos se expresan como media  error estandar.

Tabla 2. Latencias de regreso y porcentaje de salidas en las hembras durante la prueba de

copula regulada. Los datos se expresan como media * error estandar.
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