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Introduccion

En los ultimos afos se ha despertado un gran interés en el estudio de
algunas de las substancias que son liberadas durante la coépula. Se ha
propuesto, por ejemplo, que los péptidos opioides juegan un papel facilitatorio
en la regulacion de la conducta sexual en roedores. Estudios farmacoldgicos en
los que diferentes opiaceos, son administrados a ratas macho a nivel central y
sistémico parecen modificar ciertos aspectos de la copula. Por ejemplo, se ha
observado una reduccion de la latencia a la primera eyaculacién, asi como
disminucion de la latencia de monta e intromision (Agmo & Paredes 1988).
Otra serie de evidencias sugieren que los opioides liberados durante la copula
inducen un estado afectivo positivo o “placentero” que puede evaluarse por
medio del condicionamiento de preferencia de lugar (CPL) ver mas adelante.
La administracion de morfina por via sistémica o directamente en el area
predptica medial (APM) del hipotalamo anterior, una regién cerebral
fundamental para la expresion de la conducta sexual masculina, bloquea el
CPL inducido por la copula en machos (Paredes 2003). En las hembras,
durante el apareamiento se ha observado que la cépula induce un cambio de
preferencia, cuando éstas tienen la posibilidad de regular los contactos con el
macho a esto se le conoce como cépula regulada. También se ha demostrado
que la administracion de naloxona (antagonista opioide) intraperitonealmente
bloquea el CPL inducido por la cépula regulada (Paredes & Martinez 2001).
Todos estos resultados sugieren que la conducta sexual tanto en machos como

en hembras parece estar mediada por opioides.



Por otro lado, en las hembras, poco se conoce sobre las estructuras
cerebrales involucradas en el estado afectivo positivo asociado a la conducta
sexual femenina. Diferentes autores han descrito que el nucleo ventro-medial
del hipotalamo (HVM) juega un papel importante en el control de la conducta
sexual femenina (Acosta-Martinez & Etgen 2002a; b; Blaustein & Erskine
2002; Pfaff et al 1994; Yang & Clements 2000). Las lesiones en esta area
reducen la conducta de lordosis y alteran el patron de contacto con el macho
disminuyendo el numero de aproximaciones hacia el mismo, pero no eliminan
la conducta sexual. Se ha demostrado, usando el gen de expresion temprana
FOS, que estructuras cerebrales como la amigdala medial (AMG), el
hipotalamo ventro-medial (HVM) y el area predptica medial (APM) se activan
después de la cépula regulada.

El objetivo de la presente trabajo fue administrar yoduro de N-metil
naloxona, antagonista opioide, en diferentes estructuras cerebrales, y examinar
su efecto sobre la conducta sexual y el CPL inducido por la cépula regulada en
la rata Wistar hembra. Las areas a estudiar fueron, el area predptica medial
(APM), hipotadlamo ventro-medial (HVM), amigdala medial (AMG), y nucleo
accumbens (ACB). En trabajos anteriores, se ha reportado, utilizando las
técnicas de hibridacion in situ, que estas areas expresan receptores a opioides

(Mansour et al 1995a; Mansour et al 1995b).



ABSTRACT

Female paced sexual behavior can induce a positive affect and develop
a clear conditioned place preference (CPP). It has been suggested that
endogenous opioids are involved in the rewarding aspects of female sexual
behavior. Systemic administration of the opioid antagonist naloxone blocks
CPP induced by paced mating in female rats. Different neuronal structures
such as the medial preoptic area (MPOA), the ventromedial nucleus of the
hypothalamus (VMH), the amygdala (Me), and nucleus accumbens (Acb), have
been implicated in the control of female sexual behavior. The present
experiments evaluated the effects of intracranial administration of naloxone
methiodide into the MPOA, VMH, Me, or Acb on proceptive and receptive
behaviors and conditioned place preference induced by paced mating in Wistar
female rats. Regardless of the site of infusion 5 pug of naloxone did not affect
any of the sexual behavior parameters measured during copulation. When CPP
was evaluated, the groups infused with naloxone into the MPOA, the VMH, and
the Me after paced mating did not develop place preference. Only the group
infused with naloxone in the Acb and the control groups did so. These results
demonstrate that intracerebral administration of the opioid antagonist naloxone
into the MPOA, VMH, and Me blocks the affective aspects of paced mating in
female rats suggesting that these structures play an important role in
processing sexual input and that the opioid system mediates the rewarding
aspects of the positive affect induced by paced mating and in female rats.
Furthermore, these data contribute to the understanding of the cerebral circuits

and the physiology that support such an important behavior to survival.



RESUMEN

La conducta regulada de la rata hembra induce un estado afectivo positivo
de suficiente intensidad para inducir un cambio de preferencia de lugar (CPL).
Se ha sugerido que los péptidos opioides podrian estar involucrados en los
aspectos placenteros de la cépula. La administracion sistémica (ip) de
naloxona, un antagonista opioide bloquea el CPL inducido por la cépula
regulada en la rata hembra. Diferentes estructuras como el area predptica
medial (APM), el nucleo ventro medial del hipotalamo (HVM), la amigdala
(AMG) y el nucleo accumbens (ACB), han sido asociadas al control de la
conducta sexual femenina. Los experimentos realizados en el presente trabajo,
evaluan los efectos de la administracion intracraneal de N -metil naloxona en el
APM, HVM, AMG o nucleo accumbens (ACB), en las conductas preceptivas y
receptivas durante la cépula asi como su efecto sobre el condicionamiento de
preferencia de lugar inducido por la copula regulada. Independientemente del
sitio de la infusion, la dosis de 5 ug de naloxona no afecté ninguno de los
parametros evaluados durante la cépula. Los resultados del condicionamiento
de preferencia de lugar mostraron que la administracién de naloxona en el
APM, en el HVYM y en la AMG bloquea los efectos de la copula regulada.
Solamente los grupos a los que se les administré el farmaco en el ACB asi
como a los grupos control cambiaron de preferencia. Estos resultados
muestran que la administracion intracerebral de naloxona, un antagonista
opioide, en el APM, HVM y en la AMG bloquean los efectos inducidos por la
copula regulada, sugiriendo que estas estructuras juegan un papel importante
en los estados afectivo positivos de la conducta sexual regulada en la rata

hembra. Este trabajo contribuye de manera importante a entender los circuitos



cerebrales y la fisiologia de una conducta fundamental para la supervivencia de

la especie.



Capitulo 5. Trabajo de Investigacion

5.1 Planteamiento de problema

Los componentes motivacionales de la cépula en la hembra han sido poco
estudiados. Estudios previos muestran que los opioides participan en la
conducta sexual de los machos (Agmo & Berenfeld 1990; Agmo & Gomez
1991; 1993; Agmo et al 1994; Agmo & Paredes 1988) y en el estado afectivo
positivo inducido por la CR en hembras (Paredes & Martinez 2001). A pesar
del gran esfuerzo en identificar las estructuras que se activan durante la
estimulacién sexual en la hembra, poco se conoce en relacion de los eventos
neurales que traducen la estimulacion sexual en el estado afectivo placentero
inducido por la copula regulada. Dada la complejidad de la interaccion entre los
diversos estimalos sensorio motores y procesos motivacionales que participan
en el apareamiento es claro que diversas estructuras cerebrales se encuentran
involucradas. El propédsito del presente trabajo es conocer la participacién de
diferentes estructuras cerebrales en los estados afectivos positivos de la copula
en la hembra. Para el logro de este objetivo se administrara el antagonista
opioide naloxona, en el APM, HVM, ACB o AMG evaluando su efecto en el
estado afectivo positivo inducido por la copula regulada utilizando el CPL. Esto
nos permitira identificar el circuito neuronal que se activa durante la copula en
las hembras y que contribuye al estado afectivo positivo de la copula. También
nos permitira identificar si estas estructuras son diferentes a las que se activan
en los machos o si existe un circuito general de reforzamiento sexual en ambos

Sexos.



Capitulo 1. Motivacion sexual

El proceso por el cual una hembra busca tener contacto sexual con un
macho se conoce como motivacion sexual. El primer analisis sistematico de la
motivacion sexual fue realizado por Beach en 1956 (Beach 1956). Este autor
postuld que existe un mecanismo de excitacion sexual que activa la conducta
de copula. Posteriormente, Hardy en 1973 describié a la motivacion sexual
como motivacion apetitiva, también conocida como motivacion a un incentivo
sexual (Agmo 1999; Hardy & DeBold 1973). Asi, en la rata hembra en estro, la
presencia del macho le provoca una conducta de aproximacion vy retirada la
cual lo estimula para que se realice el patron conductual completo de la copula.

Estudios realizados en ambientes semi-naturales muestran que las hembras
realizan una variedad de patrones de solicitud para atraer al macho e incitar la
copula (Anisko et al 1978; McClintock & Adler 1978; McClintock & Anisko
1982). Posteriormente se realizaron observaciones bajo estandares
controlados de laboratorio, y se evalu6 el despliegue conductual y la
complejidad de los patrones de solicitud que muestra una hembra en estro. Se
observé que la hembra influye de manera determinante en el patron de
apareamiento ya que produce contactos periddicos e intermitentes de solicitud
hacia el macho sexualmente activo.

Estas conductas, ademas de generar cambios neuroendocrinos, inducen a
su vez cambios neuroquimicos que aseguran el éxito reproductivo.

Los aspectos motivacionales de la conducta sexual se han estudiado
utilizando una gran variedad de métodos, entre los cuales se encuentra el

paradigma de CPL. Este método de aprendizaje asociativo consiste en



relacionar claves medioambientales, tales como las visuales y olfatorias con el
efecto inducido por un tratamiento que produce un estado fisiologico
especifico. Este estado puede tener consecuencias tanto positivas como
negativas que dependen del tratamiento y que puede provocar un incremento
o decremento en el tiempo que el sujeto pasa en el compartimiento que
originalmente no preferia. Utilizando este paradigma, se ha demostrado que la
conducta sexual en la rata hembra induce un estado afectivo-positivo, cuando
ésta tiene la posibilidad de controlar los contactos fisicos o interacciones
sexuales con el macho. Es decir, esta conducta produce un estado fisioldgico
de suficiente intensidad y duracion que puede ser asociado a las
caracteristicas fisicas de la caja de CPL e inducir un cambio de preferencia. A
esta conducta en donde la hembra tiene el control sobre los contactos fisicos
con el macho, se le conoce como "cépula regulada" (Beach 1976; Blaustein &
Erskine 2002; Erskine 1989). Esta conducta, esta asociada a la habilidad de la
hembra para discriminar diferentes grados de intensidad de estimulacion
sexual. Se ha observado que las hembras en estro, realizan este patron de
acercamientos y retirada hacia el macho con el propésito de reducir los
estados aversivos que produce la intensa estimulacion vaginal por la
intromisién peneana. Cuando la hembra se somete a numerosas montas,
intromisiones y eyaculaciones, los intervalos de contacto con el macho se
incrementan considerablemente, se disminuye la probabilidad que la hembra
despliegue el reflejo de lordosis asi como la intensidad del mismo.
Aparentemente, la intensidad de la estimulacién que la hembra recibe durante
la cépula determina la frecuencia de acercamiento hacia el macho y a medida

que la estimulacion es mayor se incrementa el tiempo para que la hembra



reanude la copula. Esto es, las latencias de regreso después de que la hembra
recibié una eyaculacion son mayores que después de una intromision, y éstas
mayores que las latencias de regreso después de una monta (Erskine 1989;

Pfaff et al 2002).

1.1 Neurotransmisores y Neuropéptidos

Otro aspecto importante en el estudio de los componentes fisiologicos
involucrados durante la cépula de hembras de varias especies de mamiferos,
es el estudio de los neurotransmisores y neuropéptidos que participan durante
la conducta sexual. Diferentes péptidos son liberados al espacio sinaptico
durante la copula, entre ellos se encuentran, la oxitocina, la dopamina, la
serotonina, las catecolaminas y los péptidos opioides;(Agmo & Berenfeld 1990;
Guarraci & Clark 2003; Knobil & Neill 1994b; Kudwa et al 2005; McCarthy et al
1994; Mehrara & Baum 1990; Mermelstein & Becker 1995; Paredes et al
2000; Paredes & Martinez 2001; Pfaus et al 1995; Pfaus et al 2001; Yang &
Voogt 2001). Es necesario aclarar aqui, que la conducta sexual femenina no
solo es el resultado de la accidn de las hormonas gonadales, sino que hay una
gran variedad de otros compuestos y moléculas y una multitud de vias de
sefalizacion que activan segundos y terceros mensajeros dentro de la
neuronas, que le agregan otros niveles de complejidad a los mecanismos
involucrados en la conducta sexual femenina. Estos compuestos incluyen
nucledtidos como adenosinas y guanosinas, prostaglandinas, oxido nitrico
entre otros. Por ejemplo la via de sefializacién de las proteinas cinasa de

acciéon mitogénica (MPAK) que parece amplificar e integrar sefiales de otros



estimulos extracelulares para activar o inhibir la conducta sexual femenina,
como estos multiples mecanismos coexisten y aseguran la respuesta de la
neurona a la sefal correcta para controlar una respuesta genomica y
conductual tan especifica, permanece aun sin respuesta (Blaustein 2007; Mani
2008). De igual manera, no ha sido posible esclarecer tampoco el papel que
juega el sistema de neurotransmisores involucrados en el estado afectivo
positivo o placentero inducido por la copula. A pesar de que se ha propuesto
que la dopamina podria ser un buen candidato involucrado en los procesos
reforzantes o placenteros de la copula (Hull et al 1999; Kudwa et al 2005;
Mermelstein & Becker 1995; Pfaus et al 2001) pero no participa de manera
importante en los aspectos motivacionales de la misma (Agmo & Fernandez
1989; Garcia Horsman & Paredes 2004; Paredes & Agmo 2004).

Para poder entender que los receptores a hormonas esteroides pueden ser
activados por otros neurotransmisores para dar lugar a la conducta sexual, es
necesario considerar el rol potencial de otras rutas de activacion como es el
caso de la dopamina. Existen grandes controversias sobre el significado
funcional de la dopamina durante la copula, y esto se debe en gran medida, a
que este neurotransmisor activa vias de sefalizacion de segundos mensajeros
que activan indirectamente a los receptores a esteroides. Estudios
farmacolégicos han mostrado que agonistas dopaminérgicos especificos D4
administrados intracerebralmente facilitan la conducta sexual particularmente
en la expresién de las conductas motoras como el reflejo de lordosis. Este
efecto puede ser bloqueado tanto por antagonistas a progesterona como
antagonistas D4 lo que sugiere la accion de la dopamina a través de los

receptores de progesterona como mediadores transcripcional de la via iniciada



por dopamina en la conducta sexual (Blaustein 2007; Mani 2001; Mani et al
2000; Mani et al 2006). De cualquier forma no se ha demostrado la
participacion de la dopamina en el efecto afectivo positivo de la cdépula
regulada.

Por otro lado, se conoce que los péptidos opioides juegan un papel crucial
en los mecanismos de reforzamiento (Agmo et al 1993; Agmo & Gomez 1993;
Agmo et al 1994; Agmo & Paredes 1988). Estudios realizados en la rata
macho, se ha propuesto que durante la eyaculacidon, se liberan opioides
enddégenos que participan en las propiedades placenteras de dicho evento
(Agmo & Berenfeld 1990). Ademas, tanto la administracidon sistémica como
intracerebral de antagonistas opioidérgicos, bloquean la preferencia de lugar
inducida por la eyaculacién (Agmo & Berenfeld 1990). Por otro lado, se conoce
que la administracion sistémica de naloxona, antagonistas de opioides, bloquea
el CPL inducido por la cépula regulada de las hembras (Paredes & Martinez
2001). Sin embargo, no se conocen las estructuras o los circuitos neuronales,
ni los mecanismos por los cuales el cerebro asimila e interpreta los efectos
afectivos positivos inducidos por la copula. Los trabajos enfocados al estudio
de los circuitos neurales involucrados en el procesamiento de los estimulos
durante la copula regulada, han demostrado que utilizando la expresién de
genes tempranos se observa incremento en el numero de células
inmunoreactivas a FOS. Asi en diversas estructuras como en el area predptica
medial, el nucleo ventro-medial del hipotalamo, el nucleo lecho de la estria
terminal, y la amigdala medial se observa este inmunomarcaje (Erskine 1993;
Erskine & Hanrahan 1997). Es importante sefalar que, a pesar de que durante

las ultimas decadas se ha estudiado la relacion neuroanatémica y los



mecanismos relacionados a las consecuencias neuroendocrinas y
conductuales de la estimulacion vagino cervical, se desconoce si las mismas
estructuras participan también en el circuito involucrado en los aspectos
placenteros inducidos por la copula regulada.

Con base a lo anterior, el presente trabajo pretende identificar algunas de
las estructuras cerebrales que participan en la motivacion sexual incentiva y en

los estados placenteros asociados a la copula regulada.



Capitulo 2. Fisiologia de la conducta sexual
femenina.

2.1 Ciclo estral de la rata hembra

En la mayoria de las especies la informacidon genética es quien determina
que un individuo sea hembra o macho al actuar tanto a nivel gonadal como a
nivel del sistema nervioso central. A medida que el individuo se desarrolla, las
hormonas secretadas por las génadas (ya sea antes o después del nacimiento,
dependiendo de la especie de mamiferos) producen “efectos organizacionales”
que inducen una diferenciacion, crecimiento y supervivencia celular, dando
como resultado la masculinizacion o feminizacion y su manifestacion
conductual ya en el animal adulto (Knobil & Neill 1994a).

Como en la mayoria de las especies de mamiferos, en la rata hembra se
presentan periodos de actividad sexual ciclicos, es decir, periodos de
receptividad que se presentan alternadamente con periodos de no-actividad
sexual, estro y anestro respectivamente (Morali & Beyer 1979). Estos periodos
se conocen como ciclo estral y obedecen a cambios en la funcién ovarica
inducidos por el eje hipotalamo-hipdfisis-génadas. Durante el ciclo estral, se
secretan diferentes hormonas hipofisiarias como la luteinizante y la foliculo
estimulante que preparan al sistema reproductor para su fertilizacién (Figura 1).
La liberacion de estradiol seguido de progesterona, desde los ovarios, inducen

la expresidon de la conducta de estro si la hembra se encuentra frente a un



macho mostrara diferentes patrones conductuales que daran lugar al

apareamiento (Blaustein & Erskine 2002; Pfaff et al 2002).

Niveles Hormonales Relativos

Diestro I1 Proestro | Estro Diestro I

Figura 1. La accidén secuencial de estradiol y progesterona provoca el
comportamiento de lordosis que se presenta de manera mas intensa durante
el proestro tardio y principios del estro. (Modificado de (Schumacher et al
1999).

El ciclo estral en la rata es muy corto cuatro o cinco dias aproximadamente.
Durante este ciclo se presentan cuatro fases: metaestro o diestro |, diestro II,
proestro y estro. Las fluctuaciones en el comportamiento sexual de la rata
hembra dependen de las variaciones de su funcion ovarica. Se conoce que el
estro es la fase de mayor actividad sexual, mientras que el diestro | es la etapa
en donde la hembra muestra mayor rechazo sexual, las otras dos fases son de
transicion (Morali & Beyer 1979). Los cambios fisicos son evidentes, durante el
periodo pre-ovulatorio hay crecimiento de los foliculos ovaricos que
corresponde al aumento en la secrecion de estrogenos. Sin embargo, durante
el diestro (I) no hay importantes variaciones en los niveles de estradiol, sino

hasta el diestro Il en donde gradualmente se comienza a incrementar. A



medida que el proestro transcurre, el la secrecion de estradiol se incrementa
hasta alcanzar su maximo nivel de concentracion hacia la mitad del proestro y
disminuye significativamente al inicio del estro. Cuando el estradiol ha
alcanzado su pico maximo se presenta incremento de la hormona liberadora de
la hormona luteinizante (LHRH), liberada desde el hipotalamo hacia la
eminencia media. Esta hormona llega a través del sistema portal hipofisiario
por via sanguinea hasta la pituitaria, incrementando la secrecion de la hormona
luteinizante (LH) que llega a su nivel de concentracion mas alto al final del
proestro (Knobil & Neill 1994b). La secrecidén de progesterona proviene por un
lado de las células de la teca interna y posteriormente de las células de la
granulosas o cuerpo amarillo que se forma después de la ovulacién, por lo
tanto, la primera secrecion se produce en la tarde-noche del proestro y la otra
al final del metaestro en el cual esta hormona se mantiene en niveles altos si es
que hay fertilizaciéon. El incremento secuencial del estradiol y la progesterona
provocan que se despliegue la conducta sexual femenina (con una duracion
entre 13 y 15 horas), coincidiendo con el periodo de ovulacion. En la Figura 2
se muestran los niveles circulantes de progesterona, prolactina, estradiol, LH, y
FSH en plasma obtenidos cada dos horas durante cada dia en las diferentes
fases del ciclo reproductor de la rata hembra (Knobil & Neill 1994b).

Cuando la concentracién de estrogenos en el plasma sanguineo
comienza a decrecer, el ciclo ha llegado a la ultima fase, el estro (Morali &
Beyer 1979). El aumento en la secrecién de progesterona coincide con el
inicio de la receptividad conductual en la rata y tiene una duracion de 13 a 15

horas (Figuras 1y 2).



Figura 2. Patron de concentracion hormonal en el plasma a intervalos de 2-
horas durante el ciclo estral de la rata. En la grafica se indica el periodo en el
cual ocurre la receptividad sexual y la ovulacidon. Las barras negras
representan el intervalo de oscuridad en un ciclo de 12-12 h. (Modificada de
Freeman en Knobil y Neill, 1994).

Cuando una hembra es ovariectomizada (OVX), los ciclos hormonales

desaparecen y el animal permanece en diestro | continuo. Sin embargo, la



administracidén secuencial de estradiol y progesterona reactivaran la aparicion
de la conducta de estro (Knobil 1994). El ciclo hormonal se encuentra
estrechamente relacionado con los cambios en el epitelio del tracto
reproductivo. Por ejemplo, la citologia de estas fases puede ser identificada por
medio de la descamacién celular que sufre la vagina y que se puede visualizar
a través de la obtencion de frotis vaginales. Los efectos de los estrogenos
sobre la mucosa vaginal son mucho mas pronunciados que los de la
progesterona ya que la concentracion de estrégenos circulante es mayor
durante el proestro; mientras que en el estro existe una mayor proliferacion y
exfoliaciéon de las células (Figura 3 A). Por otro lado, durante el proestro o
anestro se presentan mayor numero de leucocitos y células anucleadas Figura

3 (B).

A B

Figura 3. Fotomicrografiasgrafias del frotis vaginal, de una rata OVX En (A) en
diesto o anestro como puede observarse la flecha muestra las células
queratinizadas de nucleo bien definido y en (B) en estro, células cornificadas
con nucleos picnoéticos como se indica con la flecha.



Capitulo 3. Comportamiento sexual de la hembra.

La conducta sexual de la hembra se caracteriza por tres componentes
principales: 1) atractividad, 2) proceptividad o conducta de solicitud y 3)
receptividad, caracterizada por el reflejo de lordosis. A través de estas
conductas la hembra mantiene proximidad con el macho he incrementa la
probabilidad de una interaccion sexual (Beach 1976; Deswurry 1968; Morali &
Beyer 1979).

La atractividad se define como la habilidad que tiene una hembra para
atraer a un macho con el fin de llevar a cabo la copula (Beach 1976), he incluye
diferentes aspectos adaptativos. Dichos aspectos van desde el acercamiento al
macho, hasta el apareamiento a través de sefales sensoriales. Asi, el macho
identifica tanto el sexo, como el estado reproductivo en que se encuentra la
hembra, con la finalidad de que éste oriente y sincronice sus respuestas
coitales de intromision y emision de esperma (Beach 1976).

La proceptividad o conducta de solicitud, se refiere a todas aquellas
conductas estereotipadas que realiza la hembra y que son dirigidas al macho
para invitarlo a copular con ella. Estas conductas incluyen: a) orejeo,
movimiento de alta frecuencia de la cabeza que provoca que las orejas también
se muevan; b) brincoteo, la hembra realiza pequefios brincos con sus cuatro
patas; c) carreras cortas en forma de zig-zag que terminan abruptamente con
una postura agazapada de la hembra d) movimientos de acercamiento y
retirada hacia el macho y e) emision de sonidos ultrasonicos (Beach 1976;
Erskine 1989). La receptividad se refiere a la postura del reflejo de lordosis que

se produce en respuesta a la monta que el macho le realiza a la hembra. La



lordosis se define como la dorsiflexion de la columna dorsolumbar con
elevacion de la cabeza y el tren posterior, seguida de un movimiento lateral de
la cola para que facilite la intromisién peneana (Beach 1976; McClintock &
Adler 1978). La probabilidad de que la lordosis se presente, esta relacionada
directamente con los niveles hormonales de estradiol y progesterona
provenientes de las gonadas. Esto sucede durante el pro-estro tardio e inicios
del estro.

La evaluaciéon de la conducta sexual femenina en la rata se ha llevado a
cabo por medio de la utilizacion del cociente de lordosis (CL), €l cual se
obtienen al contar el numero de veces que la hembra despliega la conducta de
lordosis dividido por el numero de montas y multiplicado por cien. Por lo tanto,
un coeficiente alto corresponde a un alto grado de receptividad, y viceversa
(Beach 1976). Otra forma de evaluar la receptividad es cuantificando la
intensidad de la lordosis. Esta cuantificacion fue inicialmente propuesta por
Hardy y DeBold (Hardy & DeBold 1972) a través de sumar el grado de
arqueamiento de la columna vertebral durante la expresion de la lordosis. El
grado de dorsiflexion va desde 0, cuando no la hembra no despliega lordosis, 1
si el arqueo es leve y 2 6 3 si el arqueo de la columna es pronunciado (ver
Figura 4). Por lo tanto, la sumatoria de todos los valores obtenidos en cada
lordosis individual, dividido por el numero de montas y multiplicado por 10, sera

lo que corresponde a la intensidad media de lordosis.



Figura 4. Cuantificacion del grado de lordosis (Hardy & DeBold 1972).

En conclusion, el repertorio conductual que la hembra desplegara durante
el estro, dependera principalmente de la interaccion sinérgica de las hormonas
gonadales (estrégeno y progesterona), de las caracteristicas del
medioambiente en donde se realice (Beach 1976; Brandling-Bennett et al 1999;
Delville 1991; Fadem et al 1979; Komisaruk 1974; Mani et al 1994; Menard &
Dohanich 1994; Whalen 1974), y de su experiencia. Ademas, la compleja gama
de conductas que realiza la hembra para atraer al macho juega un papel
importante para la determinacion del tipo y la cantidad de estimulacion que la
hembra recibe durante el apareamiento. Consecuentemente, la conducta que la
hembra realice sera parte importante de las conductas de interaccion

subsecuentes.



3.1 Copula Regulada

Expresion de la conducta sexual femenina en la rata adulta

En condiciones semi-naturales se ha observado que la conducta de cortejo
es el resultado de la participacibn de ambos sexos. Estudios clasicos
realizados por el grupo de Martha McClintock demostraron que tanto la hembra
como el macho tienen, un papel muy activo y ambos regulan la copula
controlando el numero de contactos entre ellos durante la interaccion sexual
(McClintock & Adler 1978; McClintock & Anisko 1982; McClintock et al 1982).
En el caso de la hembra, ésta realiza acercamientos vy retiradas
consecutivamente del macho hasta que llega a ser estimulada con montas,
intromisiones y eventuales eyaculaciones. Sin embargo, si la hembra permite
recibir una intensa y prolongada estimulacion vagino-cervical, las conductas
proceptivas y la lordosis disminuyen significativamente al punto en que la
hembra comienza a rechazar al macho. Si la hembra tiene la posibilidad de
mantenerse alejada del macho, lo siguiente ocurre dependiendo de la
estimulaciéon que la hembra recibe durante el apareamiento, los intervalos de
tiempo entre los contactos con el macho seran cortos si recibe un a monta, mas
largos si recibe una intromisidn y mucho mas prolongados si recibe una
eyaculaciéon. A esta capacidad de espaciar la estimulacion sexual por parte de
la hembra se le conoce como copula regulada o “pacing”. EI nimero 6ptimo de
intromisiones y el intervalo entre las mismas requiere de un patron especifico
para inducir un estado de prefiez (Erskine 1989; Erskine et al 1989).
Experimentos realizados en el laboratorio, se ha demostrado que cuando los

animales tienen la posibilidad de regular los contactos con la pareja, por



ejemplo, en el caso de las hembras, prefieren periodos mas largos entre las
intromisiones que los machos, mientras que los machos prefieren intromisiones
cortas y regulares que les lleven rapido a la eyaculacion (Erskine et al 1989).

En los ultimos afos se ha puesto particular interés al estudio de la copula
regulada y las consecuencias neuroendocrinas que ésta desencadena. Se ha
demostrado, por ejemplo, que cuando la hembra regula la copula, el intervalo
inter contacto aumenta progresivamente, siendo los intervalos entre monta mas
cortos que los de las intromisiones y que los de la eyaculacion. Las, hembras
con diseccion de los nervios pudendo y pélvico son incapaces de regular la
copula (Erskine 1992). También se ha descrito, desde el punto de vista
neuroendocrino, que las hembras que son capaces de regular la coépula
requieren menos intromisiones para quedar prefadas incrementandose la
intensidad de la estimulacién vagino-cervical provocando que las intromisiones
sean mas efectivas. Ademas, se ha demostrado que la copula regulada reduce
el numero de intromisiones que se requieren para transportar al esperma a
través del cervix y asi desencadenar el reflejo neuroendocrino involucrado en
producir la prefiez o pseudo-prefiez (Erskine et al 1989).

Con base a estudios anteriores (Bermant 1961; Erskine 1989; Erskine et al
1989; Peirce & Nuttall 1961a; b; Pfaus 1999b; Pfaus et al 1999) en nuestro
laboratorio hemos implementado cajas especiales en donde las hembras
pueden regular el numero de contactos que reciben del macho (ver en el
método el apartado de Aparatos). Las cajas son de acrilico y poseen dos
compartimientos divididos por una placa acrilica con un orificio central en la
parte inferior. El propdsito de este orificio es permitir que solo la hembra, por su

tamano, sea capaz de pasar de un lugar a otro sin que el macho pueda seguirla



(ver seccion de aparatos Figura 7). De esta manera la hembra es quien
controla la estimulacion sexual proveniente del macho. Ademas, en nuestros
experimentos combinamos copula regulada con el método de CPL (ver la
seccion anterior) que nos permite evaluar los efectos fisioldgicos que induce la

copula.

3.2 Condicionamiento de preferencia de lugar

Existe tanto el método de aprendizaje clasico como el operante para evaluar
los aspectos motivacionales de diferentes conductas, incluyendo la conducta
sexual (Agmo & Berenfeld 1990; Bermant & Westbrook 1966; Coopersmith et
al 1996; Gilman & Westbrook 1978; Hill & Thomas 1973; Paredes & Vazquez
1999; Peirce & Nuttall 1961b; Pfaus 1999a; Pfaus et al 2000; Pfaus et al 1999).
Uno de los mas utilizados ha sido el condicionamiento de preferencia de lugar.
Este método es util para estudiar los aspectos tanto reforzantes como
aversivos de algunos farmacos, asi como de diferentes aspectos de la cépula
regulada (Agmo & Gomez 1991; Camacho et al 2004; Coria-Avila et al 2008;
Fletcher et al 1993; Garcia Horsman & Paredes 2004; Gonzalez-Flores et al
2004; Hasenohrl et al 1989; Manzanedo et al 2001; Meisel & Joppa 1994;
Paredes & Martinez 2001). ElI CPL se deriva del aprendizaje asociativo que
permite evaluar los efectos de un determinado tratamiento asociandolos a las
diferentes sefales  sensoriales (caracteristicas fisicas) de uno de los
compartimientos de la caja de preferencia. De tal forma, que un animal que ha
asociado el efecto afectivo positivo de un farmaco o un tratamiento, a un lugar

especifico, permanecera mas tiempo en el mismo. Asi, se ha demostrado que



la conducta sexual induce un estado afectivo positivo o placentero. Ambos,
hembras y machos, después del CPL permanecen mas tiempo en el
compartimiento asociado a la copula (Agmo & Gomez 1991; Garcia Horsman
& Paredes 2004; Paredes & Alonso 1997).

Experimentos realizados por nuestro grupo de investigacion, han
demostrado que ratas ovariectomizadas sexualmente inexpertas e inyectadas
con benzoato de estradiol y progesterona, desarrollan un CPL cuando se les
permite regular la copula. Por el contrario, hembras que no regulan la cépula no
modifican su preferencia (Garcia Horsman & Paredes 2004; Martinez &
Paredes 2001; Paredes & Alonso 1997). Ademas, se ha demostrado que
hembras que regulan la cépula necesitan de 10 a 15 intromisiones sin
eyaculaciéon para presentar un CPL (Paredes & Vazquez 1999). Existen datos
que muestran que los péptidos opioides participan en la regulacion de la
conducta sexual tanto en ratas hembra como en machos (Agmo & Paredes
1988; Mehrara & Baum 1990; Miller & Baum 1987). Por ejemplo, los opioides
enddgenos liberados durante la copula facilitan la eyaculacion en el macho, lo
que genera reduccién en el numero de intromisiones en la siguiente serie
copulatoria, favoreciendo los efectos positivas del apareamiento (Agmo &
Berenfeld 1990; Agmo & Paredes 1988). Ademas, utilizando el CPL se ha
demostrado que la cépula induce un estado afectivo positivo, y que éste puede
ser bloqueado por la naloxona (antagonista opioide) (Agmo & Gomez 1993;
Mehrara & Baum 1990; Miller & Baum 1987), sugiriendo la participacién del
sistema opioidérgico durante la conducta sexual y contribuyendo a las
consecuencias afectivo positivas de la cépula (Agmo & Pfaff 1999). Se ha

sugerido, que la liberacion de opioides podria estar mediada por dopamina ya



que ambos compuestos participan en el sistema enddgeno de reforzamiento
(Jenkins & Becker 2001; Miller & Baum 1987). Sin embargo, en estudios
recientes hemos demostrado que la dopamina no participa en el reforzamiento
de la conducta sexual de la hembra. Encontramos, que antagonistas
dopaminérgicos administrados intraperitonealmente como el flupentixol y el
raclopride en ratas hembras ovariectomizadas y tratadas hormonalmente, no
bloquean el efecto afectivo positivo inducido por la cépula regulada (Garcia
Horsman & Paredes 2004). Asi mismo, antagonistas dopaminérgicos tampoco
bloquean el CPL inducido por la copula en machos. Por otro lado, el estado
fisiolégico inducido por la copula en los machos (Agmo & Berenfeld 1990;
Agmo & Gomez 1993), y por la copula regulada en hembras (Paredes &
Martinez 2001) se bloquea por la inyeccidn sistémica de naloxona. De cualquier
manera poco se conoce acerca de los circuitos neuronales que participan en el
control de la cépula regulada en la rata hembra. Algunas de las estructuras que
se han identificado como esenciales para diferentes aspectos de la conducta
sexual de la rata hembra son el hipotdlamo ventromedial (HVM), el area
predptica medial (APM) y la amigdala (AMG) (ver la siguiente seccion). El
objetivo de la presente investigacion es evaluar si estas estructuras participan

también en el aspecto afectivo positivo de la cdpula regulada.



Capitulo 4. Control neural de la conducta sexual
de la rata hembra

A pesar de la gran cantidad de estudios sobre la regulacion de la conducta
sexual femenina, poco se conoce sobre los aspectos neurales que traducen la
estimulacion durante la cépula en diferentes estados fisiologicos como los
placenteros. Sin embargo el estudio de los mecanismos neurales involucrados
en la expresion de la conducta sexual femenina, ha contribuido enormemente
al conocimiento de la relacién estructura funcion y su correspondiente accién
hormonal. En los ultimos afios ha crecido el interés por entender los
mecanismos de accion hormonal sobre el despliegue de la conducta sexual
femenina. Asi mismo, no solo el estudio del control de la conducta de lordosis
sino también el estudio de los sitios neurales que regulan la expresion de la
amplia gama de conductas que presenta una hembra receptiva. Las areas
cerebrales que se han estudiado son aquellas involucradas en reconocer a los
estrégenos y a la progesterona, capaces de procesar la informacion que la
hembra recibe de la estimulacién de los flancos y el area ano genital, que
participan en el procesamiento de diferentes intensidades de estimulacion que
son particulares de la copula. La conducta de lordosis se encuentra bajo el
control de diferentes areas del sistema nervioso que incluyen el cerebro medio,
el tallo cerebral y la médula espinal (Blaustein & Erskine 2002; Pfaff et al
1994). (A través de la utilizacion de técnicas inmunocitoquimicas que detectan
la expresion de genes tempranos (c-fos, Egr-1), se ha demostrado que
diferentes areas cerebrales se activan como resultado de la estimulacion que

recibe la hembra durante la cépula (Figura 5).



Figura 5. En circulos se marcan algunas de las estructuras que estan
asociadas al procesamiento de la conducta sexual en la rata hembra.

Asi hembras intactas en la tarde del proestro que copularon con el macho y
recibieron montas con intromisién incluyendo una eyaculacién, expresaron
mayor numero de células inmunoreactivas a FOS que aquellas que sélo
recibieron montas (Erskine 1993; Rowe & Erskine 1993). De igual manera,
estudios utilizando estimulacion eléctrica o en donde se realizaron lesiones
citotéxicas, o de micro didlisis, asi como la administracién intracerebral de
farmacos, han identificado algunas de las estructuras cerebrales involucradas
en la regulacion de la cépula en la hembra de roedores. Estas son el area
predptica medial (APM), la porcion ventrolateral del hipotalamo vento-medial
(HVM), la divisiébn posterodorsal de la amigdala medial (mAMIG), la parte
posteromedial del nucleo del lecho de la estria terminal (Erskine & Hanrahan
1997; Rowe & Erskine 1993), la corteza del nucleo accumbens (NACB)
(Guarraci et al 2002; Jenkins & Becker 2001; Xiao & Becker 1997) y la
sustancia gris central del cerebro medio (Blaustein & Erskine 2002) asi como

el area tegmental ventral (Frye et al 2006). Los experimentos del grupo de



Chiba y colaboradores han reportado que (Hosokawa & Chiba 2007) el APM,
el HVM y la AMG son importantes para el procesamiento de las sefales
olfatorias provenientes del macho con experiencia sexual. Si bien, como ya fue
mencionado algunas de estas estructuras han sido asociadas con el control del
reflejo de lordosis, pero se desconoce su participacidon en el control de la
copula regulada en la rata hembra. A continuacion, se describen brevemente
algunas de las evidencias que demuestran la participacién de estas estructuras

en el control de la conducta sexual femenina.



4.1 Estructuras cerebrales y conducta sexual en la hembra.

4.1.1 Hipotalamo ventro medial

El hipotalamo ventro medial (HVM) especialmente el area ventrolateral,
expresa receptores a estrégenos, progesterona, oxitocina, encefalinas,
sustancia P y prolactina, entre otros, que son importantes para el despliegue de
la conducta sexual femenina (Blaustein & Erskine 2002). El HVM vy los grupos
celulares vecinos parecen estar involucrados en la acciéon hormonal de la
receptividad sexual, particularmente del reflejo de lordosis. La estimulacion
eléctrica, a través de electrodos colocados en la parte lateral del hipotalamo
ventromedial de ratas hembra tratadas con estrégenos, facilita el reflejo de
lordosis (Pfaff & Sakuma 1979). La estimulacién vagino-cervical en hembras
ovariectomizadas y tratadas hormonalmente induce un incremento de células
inmunoreactivas a FOS en esta area (Erskine & Hanrahan 1997), comparadas
con hembras intactas. Lesiones electroliticas bilaterales o unilaterales del HVM
disminuyen los niveles de la lordosis (Richmond & Clemens 1988),
particularmente en pruebas en donde la hembra no puede escapar del macho.
Sin embargo, en un estudio realizado por Emery y Moss en hembras que
regulan la cépula, reportaron que la lesion del HVM disminuye los contactos
sexuales, y el tiempo que pasa con un macho sexualmente activo, pero sin
afectar la conducta de lordosis (Emery & Moss 1984). Se ha propuesto, que la
lesion en esta area provoca una perdida gradual en la expresion del reflejo de
lordosis y que es proporcional con el tamafo de la lesion. Sin embargo, se ha
sugerido que esta area no es parte del arco reflejo ya que el déficit en la

lordosis se manifiesta de horas a dias después de su lesion (Blaustein &



Erskine 2002). Este tipo de lesiones dafa especificamente la via lateral que
conecta al HVM con el cerebro medio a través de la regidén peripeduncular
activando la sustancia gris central, reduciendo asi la expresion de la lordosis.
Se ha propuesto que las lesiones en este nucleo hacen que la hembra
interprete como aversivos los estimulos sensoriales emitidos por el macho lo
que sugiere que bajo condiciones normales las neuronas hipotalamicas sean
las responsables de codificar la informacién somato sensorial. Lo que sugiere,
que el HVM juega un papel muy importante en la modulacién de la informacién
sensorial hormono-dependiente que se recibe para que se exprese la conducta
sexual femenina (Pfaff et al 1994). Sin embargo, no se conoce la participaciéon

de esta area en el efecto afectivo positivo de la cépula regulada.

4.1.2 Area predptica medial

El area predptica medial del hipotalamo anterior (APM) ha sido
preferentemente asociada con la regulacion de la expresion de la conducta
sexual masculina, en una gran variedad de vertebrados. Las lesiones de esta
area eliminan la copula en ratas macho (Paredes 2003). Sin embargo, el APM
también juega un papel importante en la regulacién del comportamiento sexual
femenino, proponiéndose principalmente como un area cerebral inhibitoria de la
expresion de la postura de lordosis (Hoshina et al 1994; Sakuma 1994; 1995).
Asi, en contraste con el HVM, las lesiones bilaterales del APM incrementan el
reflejo de lordosis, mientras que la estimulacion de la misma disminuye la
expresion de esta respuesta. Interesantemente, las lesiones electroliticas o

quimicas de esta area, también interfieren con algunos parametros de la copula



regulada. Por ejemplo, incrementan el porcentaje de salidas después de una
intromisién asi como también, la latencia de regreso después de una
intromisidon o una eyaculacion (Yang & Clements 2000). También se ha
comprobado, que las neuronas del APM se activan durante la copula ya que
registros de la actividad eléctrica de esta area, demuestran que diferentes tipos
de neuronas cambian su actividad neural como respuesta a diferentes
componentes de la copula (Kato & Sakuma 2000). Sin embargo, los efectos de
las lesiones del APM sobre la conducta sexual femenina dependen del contexto
en el que se realiza la prueba. Por ejemplo, mientras que las lesiones
aumentan las respuestas de lordosis en las hembras que no regulan la copula,
en hembras que si regulan la conducta sexual, las lesiones del APM reducen el
tiempo que pasan con el macho, sugiriendo la disminuciéon en la motivacién
sexual (Yang & Clements 2000), lo que sugiere que esta area juega un papel
importante en el procesamiento de los aspectos motivacionales involucrados en
la expresion normal de la conducta de estro. Al igual que en otras areas, los
efectos de la lesidbn de este nucleo sobre la conducta sexual estan
directamente relacionados con el tamafio de la lesion. Sin embargo, al igual
que con el HVM el papel que el APM juega en el estado afectivo positivo de la

copula regulada no ha sido bien estudiado.



4.1.3 Amigdala

La amigdala (AMG) es una estructura que también se ha asociado con la
integracion de la informacion proveniente de la estimulacion que la hembra
recibe durante la copula. Se ha demostrado que las hembras que regulan la
copula, presentan mayor numero de células inmunoreactivas para FOS en la
amigdala medial postero-dorsal (AMGPD), comparadas con aquellas que no
regulan la copula o que recibieron solamente montas (Erskine & Hanrahan
1997). Con base en estos y otros resultados, el grupo de la Dra. Erskine
propuso que la AMGPD es una de las areas que procesa e integra los
estimulos sensoriales que provienen de la estimulacion vagino-cervical que la
hembra recibe durante el apareamiento, y no solo procesa la cantidad de
estimulacion recibida, sino que también la calidad de la misma (Erskine &
Hanrahan 1997; Erskine et al 2004). Estos datos sugieren que la actividad que
la estimulacion vaginocervical genera en la AMGPD puede generar actividad en
otras areas del hipotalamo importantes para el procesamiento tanto de la
conducta sexual como de los cambios neuroendocrinos que esta misma

conducta provoca (Figura 6).



Figura 6. Representacion esquematica de las posibles conexiones anatomicas
de las vias que se activan como resultado de la estimulacidn vaginocervical.
(Esquema modificado de Erskine et al 2004).

4.1.4 Estriado y nucleo accumbens

Regiones como el estriado y el nucleo accumbens, han sido asociadas a la
conducta de copula regulada en la rata hembra (Becker et al 2001; Jenkins &
Becker 2001; Xiao & Becker 1997). El grupo de Becker propone que estas
estructuras juegan un papel importante en el procesamiento de claves
sensoriales asociadas al tipo y grado de estimulacion que la hembra recibe del
macho durante el apareamiento. Ellos encontraron un incremento de dopamina
en estas estructuras como resultado de las intromisiones y eyaculaciones
recibidas por la hembra cada vez que ésta busca al macho. Estos autores
sugieren que tanto el nucleo accumbens como el estriado son estructuras
asociadas al efecto reforzante inducido por el apareamiento. Sin embargo, sus
resultados han sido muy discutidos, por un lado Jenkins y Becker (Jenkins &

Becker 2001) proponen que las lesiones bilaterales del nucleo accumbens



interfieren con la conducta de coépula regulada. Es decir las hembras
lesionadas evitan los contactos sexuales con el macho pero cuando las
hembras no controlan la cépula, las lesiones parecen no tener ningun efecto:
éstas muestran un comportamiento normal, cociente de lordosis normal vy
contactos normales. Por otro lado, las lesiones del estriado disminuyen el
porcentaje de salidas después de la eyaculacion esto es pasan mas tiempo en
el compartimento del macho contadictoriamente la lesion no afecta el
porcentaje de regresos y tampoco muestran ningun deficit en la lorddsis ni en
su estado general de receptividad (Jenkins & Becker 2001). Es evidente que
los resultados de las lesiones del accumbens y el estriado sobre la conducta
sexual, no son consistentes, ya que es dificil aceptar como lesiones en una
estructura pueden modificar un parametro conductual como las latencias de
regreso dejando intactas las latencias de salida (Guarraci et al 2002). Los
autores explican esta discrepancia diciendo que las hembras pueden ser
capaces de disociar entre una conducta motivante y la capacidad o habilidad
de realizar una respuesta. Futuros experimentos seran necesarios para
entender la participacidn de estas estructuras en el control de la conducta
sexual.

En resumen, de acuerdo a la evidencia anterior existen diferentes areas en
el sistema nervioso central que tienen un papel preponderante en la regulacién
de la conducta sexual femenina. La estimulacién sensorial y vagino-cervical
durante el apareamiento estimula diversas estructuras del sistema nervioso, y
muchas de las células en estas areas contienen receptores a estrogenos que
parecen ser el sustrato del procesamiento de las sefiales hormonales obtenidas

como resultado de la estimulacion del macho.



Capitulo 5. Trabajo de Investigacion

5.1 Planteamiento de problema

Los componentes motivacionales de la cépula en la hembra han sido poco
estudiados. Estudios previos muestran que los opioides participan en la
conducta sexual de los machos (Agmo & Berenfeld 1990; Agmo & Gomez
1991; 1993; Agmo et al 1994; Agmo & Paredes 1988) y en el estado afectivo
positivo inducido por la CR en hembras (Paredes & Martinez 2001). A pesar
del gran esfuerzo en identificar las estructuras que se activan durante la
estimulacién sexual en la hembra, poco se conoce en relacion de los eventos
neurales que traducen la estimulacion sexual en el estado afectivo placentero
inducido por la copula regulada. Dada la complejidad de la interaccion entre los
diversos estimalos sensorio motores y procesos motivacionales que participan
en el apareamiento es claro que diversas estructuras cerebrales se encuentran
involucradas. El propédsito del presente trabajo es conocer la participacién de
diferentes estructuras cerebrales en los estados afectivos positivos de la copula
en la hembra. Para el logro de este objetivo se administrara el antagonista
opioide naloxona, en el APM, HVM, ACB o AMG evaluando su efecto en el
estado afectivo positivo inducido por la copula regulada utilizando el CPL. Esto
nos permitira identificar el circuito neuronal que se activa durante la copula en
las hembras y que contribuye al estado afectivo positivo de la copula. También
nos permitira identificar si estas estructuras son diferentes a las que se activan
en los machos o si existe un circuito general de reforzamiento sexual en ambos

Sexos.



5.2 Hipoétesis

Hipotesis (1)

La naloxona administrada directamente en el area preodptica medial o en el
nucleo ventromedial del hipotalamo, en ratas hembra modificara los parametros

de la copula regulada.

Hipotesis (2)

Naloxona administrada en la amigdala o el nucleo accumbens no tendra ningun

efecto en los parametros conductuales evaluados durante la cépula regulada.

Hipétesis (3)

La administracion de naloxona en el area predptica medial o en el nucleo
ventro-medial del hipotalamo bloqueara el condicionamiento de preferencia de

lugar inducido por la cépula regulada.

Hipoétesis (4)

La administracién de naloxona en la amigdala o en el nucleo accumbens antes

de la cépula no interferird en el condicionamiento de preferencia de lugar

inducido por la cépula regulada.

Hipétesis (5)



La administracion de naloxona en el area predptica medial, en el nucleo
ventromedial del hipotalamo o en la amigdala no modificara la motivacién hacia

un incentivo sexual.

5.3 Objetivo General

Determinar si un antagonista opioide como la naloxona administrado
intracerebralmente en diferentes estructuras cerebrales, puede bloquear el CPL
inducido por la cépula regulada, y/o modificar los parametros conductuales
observados en una hembra sexualmente receptiva durante la copula con un

macho sexualmente experto.

5.4 Objetivos especificos

(1) Evaluar el efecto de naloxona metil-iodada administrada en diferentes
estructuras cerebrales incluyendo: el area predptica medial (APM), el
hipotalamo ventro-medial (HVM), la amigdala medial postero dorsal (AMG) y el
nucleo accumbens (ACB) sobre los diferentes parametros de la copula

regulada.

(2) Evaluar el efecto de la infusién de naloxona metil-iodada en cada una de las
estructuras antes mencionadas sobre el condicionamiento de preferencia de

lugar inducido por la cépula regulada.



(3) Realizar pruebas de motivacién sexual hacia un incentivo, después de la
infusion de naloxona en el aquellas areas cerebrales en las cuales este

farmaco haya tenido un efecto.



Para poder entender que los receptores a hormonas esteroides pueden ser
activados por otros neurotransmisores para dar lugar a la conducta sexual, es
necesario considerar el rol potencial de otras rutas de activacion como es el
caso de la dopamina. Existen grandes controversias sobre el significado
funcional de la dopamina durante la copula, y esto se debe en gran medida, a
que este neurotransmisor activa vias de sefalizacion de segundos mensajeros
que activan indirectamente a los receptores a esteroides. Estudios
farmacologicos han mostrado que agonistas dopaminérgicos especificos D4
administrados intracerebralmente facilitan la conducta sexual particularmente
en la expresién de las conductas motoras como el reflejo de lordosis. Este
efecto puede ser bloqueado tanto por antagonistas a progesterona como
antagonistas D4 lo que sugiere la accion de la dopamina a través de los
receptores de progesterona como mediadores transcripcional de la via iniciada
por dopamina en la conducta sexual (Blaustein 2007; Mani 2001; Mani et al
2000; Mani et al 2006). De cualquier forma no se ha demostrado la
participacion de la dopamina en el efecto afectivo positivo de la copula
regulada.

Por otro lado, se conoce que los péptidos opioides juegan un papel crucial
en los mecanismos de reforzamiento (Agmo et al 1993; Agmo & Gomez 1993;
Agmo et al 1994; Agmo & Paredes 1988). Estudios realizados en la rata
macho, se ha propuesto que durante la eyaculacién, se liberan opioides
endbégenos que participan en las propiedades placenteras de dicho evento
(Agmo & Berenfeld 1990). Ademas, tanto la administracién sistémica como
intracerebral de antagonistas opioidérgicos, bloquean la preferencia de lugar

inducida por la eyaculacién (Agmo & Berenfeld 1990). Por otro lado, se conoce



que la administracion sistémica de naloxona, antagonistas de opioides, bloquea
el CPL inducido por la cépula regulada de las hembras (Paredes & Martinez
2001). Sin embargo, no se conocen las estructuras o los circuitos neuronales,
ni los mecanismos por los cuales el cerebro asimila e interpreta los efectos
afectivos positivos inducidos por la copula. Los trabajos enfocados al estudio
de los circuitos neurales involucrados en el procesamiento de los estimulos
durante la copula regulada, han demostrado que utilizando la expresién de
genes tempranos se observa incremento en el numero de células
inmunoreactivas a FOS. Asi en diversas estructuras como en el area predptica
medial, el nucleo ventro-medial del hipotalamo, el nucleo lecho de la estria
terminal, y la amigdala medial se observa este inmunomarcaje (Erskine 1993;
Erskine & Hanrahan 1997). Es importante sefalar que, a pesar de que durante
las ultimas decadas se ha estudiado la relacion neuroanatémica y los
mecanismos relacionados a las consecuencias neuroendocrinas |y
conductuales de la estimulacion vagino cervical, se desconoce si las mismas
estructuras participan también en el circuito involucrado en los aspectos
placenteros inducidos por la copula regulada.

Con base a lo anterior, el presente trabajo pretende identificar algunas de
las estructuras cerebrales que participan en la motivacion sexual incentiva y en

los estados placenteros asociados a la copula regulada.






Capitulo 1. Motivacion sexual

El proceso por el cual una hembra busca tener contacto sexual con un
macho se conoce como motivacion sexual. El primer analisis sistematico de la
motivacion sexual fue realizado por Beach en 1956 (Beach 1956). Este autor
postuld que existe un mecanismo de excitacion sexual que activa la conducta
de copula. Posteriormente, Hardy en 1973 describié a la motivacion sexual
como motivacion apetitiva, también conocida como motivacion a un incentivo
sexual (Agmo 1999; Hardy & DeBold 1973). Asi, en la rata hembra en estro, la
presencia del macho le provoca una conducta de aproximacion vy retirada la
cual lo estimula para que se realice el patron conductual completo de la copula.

Estudios realizados en ambientes semi-naturales muestran que las hembras
realizan una variedad de patrones de solicitud para atraer al macho e incitar la
copula (Anisko et al 1978; McClintock & Adler 1978; McClintock & Anisko
1982). Posteriormente se realizaron observaciones bajo estandares
controlados de laboratorio, y se evalu6 el despliegue conductual y la
complejidad de los patrones de solicitud que muestra una hembra en estro. Se
observé que la hembra influye de manera determinante en el patron de
apareamiento ya que produce contactos periddicos e intermitentes de solicitud
hacia el macho sexualmente activo.

Estas conductas, ademas de generar cambios neuroendocrinos, inducen a
su vez cambios neuroquimicos que aseguran el éxito reproductivo.

Los aspectos motivacionales de la conducta sexual se han estudiado
utilizando una gran variedad de métodos, entre los cuales se encuentra el

paradigma de CPL. Este método de aprendizaje asociativo consiste en



relacionar claves medioambientales, tales como las visuales y olfatorias con el
efecto inducido por un tratamiento que produce un estado fisiologico
especifico. Este estado puede tener consecuencias tanto positivas como
negativas que dependen del tratamiento y que puede provocar un incremento
o decremento en el tiempo que el sujeto pasa en el compartimiento que
originalmente no preferia. Utilizando este paradigma, se ha demostrado que la
conducta sexual en la rata hembra induce un estado afectivo-positivo, cuando
ésta tiene la posibilidad de controlar los contactos fisicos o interacciones
sexuales con el macho. Es decir, esta conducta produce un estado fisioldgico
de suficiente intensidad y duracion que puede ser asociado a las
caracteristicas fisicas de la caja de CPL e inducir un cambio de preferencia. A
esta conducta en donde la hembra tiene el control sobre los contactos fisicos
con el macho, se le conoce como "cépula regulada" (Beach 1976; Blaustein &
Erskine 2002; Erskine 1989). Esta conducta, esta asociada a la habilidad de la
hembra para discriminar diferentes grados de intensidad de estimulacion
sexual. Se ha observado que las hembras en estro, realizan este patron de
acercamientos y retirada hacia el macho con el propésito de reducir los
estados aversivos que produce la intensa estimulacion vaginal por la
intromisién peneana. Cuando la hembra se somete a numerosas montas,
intromisiones y eyaculaciones, los intervalos de contacto con el macho se
incrementan considerablemente, se disminuye la probabilidad que la hembra
despliegue el reflejo de lordosis asi como la intensidad del mismo.
Aparentemente, la intensidad de la estimulacién que la hembra recibe durante
la cépula determina la frecuencia de acercamiento hacia el macho y a medida

que la estimulacion es mayor se incrementa el tiempo para que la hembra



reanude la copula. Esto es, las latencias de regreso después de que la hembra
recibié una eyaculacion son mayores que después de una intromision, y éstas
mayores que las latencias de regreso después de una monta (Erskine 1989;

Pfaff et al 2002).

1.1 Neurotransmisores y Neuropéptidos

Otro aspecto importante en el estudio de los componentes fisiologicos
involucrados durante la cépula de hembras de varias especies de mamiferos,
es el estudio de los neurotransmisores y neuropéptidos que participan durante
la conducta sexual. Diferentes péptidos son liberados al espacio sinaptico
durante la copula, entre ellos se encuentran, la oxitocina, la dopamina, la
serotonina, las catecolaminas y los péptidos opioides;(Agmo & Berenfeld 1990;
Guarraci & Clark 2003; Knobil & Neill 1994b; Kudwa et al 2005; McCarthy et al
1994; Mehrara & Baum 1990; Mermelstein & Becker 1995; Paredes et al
2000; Paredes & Martinez 2001; Pfaus et al 1995; Pfaus et al 2001; Yang &
Voogt 2001). Es necesario aclarar aqui, que la conducta sexual femenina no
solo es el resultado de la accidn de las hormonas gonadales, sino que hay una
gran variedad de otros compuestos y moléculas y una multitud de vias de
sefalizacion que activan segundos y terceros mensajeros dentro de la
neuronas, que le agregan otros niveles de complejidad a los mecanismos
involucrados en la conducta sexual femenina. Estos compuestos incluyen
nucledtidos como adenosinas y guanosinas, prostaglandinas, oxido nitrico
entre otros. Por ejemplo la via de sefializacién de las proteinas cinasa de

acciéon mitogénica (MPAK) que parece amplificar e integrar sefiales de otros



estimulos extracelulares para activar o inhibir la conducta sexual femenina,
como estos multiples mecanismos coexisten y aseguran la respuesta de la
neurona a la sefal correcta para controlar una respuesta genomica y
conductual tan especifica, permanece aun sin respuesta (Blaustein 2007; Mani
2008). De igual manera, no ha sido posible esclarecer tampoco el papel que
juega el sistema de neurotransmisores involucrados en el estado afectivo
positivo o placentero inducido por la copula. A pesar de que se ha propuesto
que la dopamina podria ser un buen candidato involucrado en los procesos
reforzantes o placenteros de la copula (Hull et al 1999; Kudwa et al 2005;
Mermelstein & Becker 1995; Pfaus et al 2001) pero no participa de manera
importante en los aspectos motivacionales de la misma (Agmo & Fernandez
1989; Garcia Horsman & Paredes 2004; Paredes & Agmo 2004).

Para poder entender que los receptores a hormonas esteroides pueden ser
activados por otros neurotransmisores para dar lugar a la conducta sexual, es
necesario considerar el rol potencial de otras rutas de activacion como es el
caso de la dopamina. Existen grandes controversias sobre el significado
funcional de la dopamina durante la copula, y esto se debe en gran medida, a
que este neurotransmisor activa vias de sefalizacion de segundos mensajeros
que activan indirectamente a los receptores a esteroides. Estudios
farmacolégicos han mostrado que agonistas dopaminérgicos especificos D4
administrados intracerebralmente facilitan la conducta sexual particularmente
en la expresién de las conductas motoras como el reflejo de lordosis. Este
efecto puede ser bloqueado tanto por antagonistas a progesterona como
antagonistas D4 lo que sugiere la accion de la dopamina a través de los

receptores de progesterona como mediadores transcripcional de la via iniciada



por dopamina en la conducta sexual (Blaustein 2007; Mani 2001; Mani et al
2000; Mani et al 2006). De cualquier forma no se ha demostrado la
participacion de la dopamina en el efecto afectivo positivo de la cdépula
regulada.

Por otro lado, se conoce que los péptidos opioides juegan un papel crucial
en los mecanismos de reforzamiento (Agmo et al 1993; Agmo & Gomez 1993;
Agmo et al 1994; Agmo & Paredes 1988). Estudios realizados en la rata
macho, se ha propuesto que durante la eyaculacidon, se liberan opioides
enddégenos que participan en las propiedades placenteras de dicho evento
(Agmo & Berenfeld 1990). Ademas, tanto la administracidon sistémica como
intracerebral de antagonistas opioidérgicos, bloquean la preferencia de lugar
inducida por la eyaculacién (Agmo & Berenfeld 1990). Por otro lado, se conoce
que la administracion sistémica de naloxona, antagonistas de opioides, bloquea
el CPL inducido por la cépula regulada de las hembras (Paredes & Martinez
2001). Sin embargo, no se conocen las estructuras o los circuitos neuronales,
ni los mecanismos por los cuales el cerebro asimila e interpreta los efectos
afectivos positivos inducidos por la copula. Los trabajos enfocados al estudio
de los circuitos neurales involucrados en el procesamiento de los estimulos
durante la copula regulada, han demostrado que utilizando la expresién de
genes tempranos se observa incremento en el numero de células
inmunoreactivas a FOS. Asi en diversas estructuras como en el area predptica
medial, el nucleo ventro-medial del hipotalamo, el nucleo lecho de la estria
terminal, y la amigdala medial se observa este inmunomarcaje (Erskine 1993;
Erskine & Hanrahan 1997). Es importante sefalar que, a pesar de que durante

las ultimas decadas se ha estudiado la relacion neuroanatémica y los



mecanismos relacionados a las consecuencias neuroendocrinas y
conductuales de la estimulacion vagino cervical, se desconoce si las mismas
estructuras participan también en el circuito involucrado en los aspectos
placenteros inducidos por la copula regulada.

Con base a lo anterior, el presente trabajo pretende identificar algunas de
las estructuras cerebrales que participan en la motivacion sexual incentiva y en

los estados placenteros asociados a la copula regulada.



Capitulo 2. Fisiologia de la conducta sexual
femenina.

2.1 Ciclo estral de la rata hembra

En la mayoria de las especies la informacidon genética es quien determina
que un individuo sea hembra o macho al actuar tanto a nivel gonadal como a
nivel del sistema nervioso central. A medida que el individuo se desarrolla, las
hormonas secretadas por las génadas (ya sea antes o después del nacimiento,
dependiendo de la especie de mamiferos) producen “efectos organizacionales”
que inducen una diferenciacion, crecimiento y supervivencia celular, dando
como resultado la masculinizacion o feminizacion y su manifestacion
conductual ya en el animal adulto (Knobil & Neill 1994a).

Como en la mayoria de las especies de mamiferos, en la rata hembra se
presentan periodos de actividad sexual ciclicos, es decir, periodos de
receptividad que se presentan alternadamente con periodos de no-actividad
sexual, estro y anestro respectivamente (Morali & Beyer 1979). Estos periodos
se conocen como ciclo estral y obedecen a cambios en la funcién ovarica
inducidos por el eje hipotalamo-hipdfisis-génadas. Durante el ciclo estral, se
secretan diferentes hormonas hipofisiarias como la luteinizante y la foliculo
estimulante que preparan al sistema reproductor para su fertilizacién (Figura 1).
La liberacion de estradiol seguido de progesterona, desde los ovarios, inducen

la expresidon de la conducta de estro si la hembra se encuentra frente a un



macho mostrara diferentes patrones conductuales que daran lugar al

apareamiento (Blaustein & Erskine 2002; Pfaff et al 2002).

Niveles Hormonales Relativos

Diestro I1 Proestro | Estro Diestro I

Figura 1. La accidén secuencial de estradiol y progesterona provoca el
comportamiento de lordosis que se presenta de manera mas intensa durante
el proestro tardio y principios del estro. (Modificado de (Schumacher et al
1999).

El ciclo estral en la rata es muy corto cuatro o cinco dias aproximadamente.
Durante este ciclo se presentan cuatro fases: metaestro o diestro |, diestro II,
proestro y estro. Las fluctuaciones en el comportamiento sexual de la rata
hembra dependen de las variaciones de su funcion ovarica. Se conoce que el
estro es la fase de mayor actividad sexual, mientras que el diestro | es la etapa
en donde la hembra muestra mayor rechazo sexual, las otras dos fases son de
transicion (Morali & Beyer 1979). Los cambios fisicos son evidentes, durante el
periodo pre-ovulatorio hay crecimiento de los foliculos ovaricos que
corresponde al aumento en la secrecion de estrogenos. Sin embargo, durante
el diestro (I) no hay importantes variaciones en los niveles de estradiol, sino

hasta el diestro Il en donde gradualmente se comienza a incrementar. A



medida que el proestro transcurre, el la secrecion de estradiol se incrementa
hasta alcanzar su maximo nivel de concentracion hacia la mitad del proestro y
disminuye significativamente al inicio del estro. Cuando el estradiol ha
alcanzado su pico maximo se presenta incremento de la hormona liberadora de
la hormona luteinizante (LHRH), liberada desde el hipotalamo hacia la
eminencia media. Esta hormona llega a través del sistema portal hipofisiario
por via sanguinea hasta la pituitaria, incrementando la secrecion de la hormona
luteinizante (LH) que llega a su nivel de concentracion mas alto al final del
proestro (Knobil & Neill 1994b). La secrecidén de progesterona proviene por un
lado de las células de la teca interna y posteriormente de las células de la
granulosas o cuerpo amarillo que se forma después de la ovulacién, por lo
tanto, la primera secrecion se produce en la tarde-noche del proestro y la otra
al final del metaestro en el cual esta hormona se mantiene en niveles altos si es
que hay fertilizaciéon. El incremento secuencial del estradiol y la progesterona
provocan que se despliegue la conducta sexual femenina (con una duracion
entre 13 y 15 horas), coincidiendo con el periodo de ovulacion. En la Figura 2
se muestran los niveles circulantes de progesterona, prolactina, estradiol, LH, y
FSH en plasma obtenidos cada dos horas durante cada dia en las diferentes
fases del ciclo reproductor de la rata hembra (Knobil & Neill 1994b).

Cuando la concentracién de estrogenos en el plasma sanguineo
comienza a decrecer, el ciclo ha llegado a la ultima fase, el estro (Morali &
Beyer 1979). El aumento en la secrecién de progesterona coincide con el
inicio de la receptividad conductual en la rata y tiene una duracion de 13 a 15

horas (Figuras 1y 2).



Figura 2. Patron de concentracion hormonal en el plasma a intervalos de 2-
horas durante el ciclo estral de la rata. En la grafica se indica el periodo en el
cual ocurre la receptividad sexual y la ovulacidon. Las barras negras
representan el intervalo de oscuridad en un ciclo de 12-12 h. (Modificada de
Freeman en Knobil y Neill, 1994).

Cuando una hembra es ovariectomizada (OVX), los ciclos hormonales

desaparecen y el animal permanece en diestro | continuo. Sin embargo, la



administracidén secuencial de estradiol y progesterona reactivaran la aparicion
de la conducta de estro (Knobil 1994). El ciclo hormonal se encuentra
estrechamente relacionado con los cambios en el epitelio del tracto
reproductivo. Por ejemplo, la citologia de estas fases puede ser identificada por
medio de la descamacién celular que sufre la vagina y que se puede visualizar
a través de la obtencion de frotis vaginales. Los efectos de los estrogenos
sobre la mucosa vaginal son mucho mas pronunciados que los de la
progesterona ya que la concentracion de estrégenos circulante es mayor
durante el proestro; mientras que en el estro existe una mayor proliferacion y
exfoliaciéon de las células (Figura 3 A). Por otro lado, durante el proestro o
anestro se presentan mayor numero de leucocitos y células anucleadas Figura

3 (B).

A B

Figura 3. Fotomicrografiasgrafias del frotis vaginal, de una rata OVX En (A) en
diesto o anestro como puede observarse la flecha muestra las células
queratinizadas de nucleo bien definido y en (B) en estro, células cornificadas
con nucleos picnoéticos como se indica con la flecha.



Capitulo 3. Comportamiento sexual de la hembra.

La conducta sexual de la hembra se caracteriza por tres componentes
principales: 1) atractividad, 2) proceptividad o conducta de solicitud y 3)
receptividad, caracterizada por el reflejo de lordosis. A través de estas
conductas la hembra mantiene proximidad con el macho he incrementa la
probabilidad de una interaccion sexual (Beach 1976; Deswurry 1968; Morali &
Beyer 1979).

La atractividad se define como la habilidad que tiene una hembra para
atraer a un macho con el fin de llevar a cabo la copula (Beach 1976), he incluye
diferentes aspectos adaptativos. Dichos aspectos van desde el acercamiento al
macho, hasta el apareamiento a través de sefales sensoriales. Asi, el macho
identifica tanto el sexo, como el estado reproductivo en que se encuentra la
hembra, con la finalidad de que éste oriente y sincronice sus respuestas
coitales de intromision y emision de esperma (Beach 1976).

La proceptividad o conducta de solicitud, se refiere a todas aquellas
conductas estereotipadas que realiza la hembra y que son dirigidas al macho
para invitarlo a copular con ella. Estas conductas incluyen: a) orejeo,
movimiento de alta frecuencia de la cabeza que provoca que las orejas también
se muevan; b) brincoteo, la hembra realiza pequefios brincos con sus cuatro
patas; c) carreras cortas en forma de zig-zag que terminan abruptamente con
una postura agazapada de la hembra d) movimientos de acercamiento y
retirada hacia el macho y e) emision de sonidos ultrasonicos (Beach 1976;
Erskine 1989). La receptividad se refiere a la postura del reflejo de lordosis que

se produce en respuesta a la monta que el macho le realiza a la hembra. La



lordosis se define como la dorsiflexion de la columna dorsolumbar con
elevacion de la cabeza y el tren posterior, seguida de un movimiento lateral de
la cola para que facilite la intromisién peneana (Beach 1976; McClintock &
Adler 1978). La probabilidad de que la lordosis se presente, esta relacionada
directamente con los niveles hormonales de estradiol y progesterona
provenientes de las gonadas. Esto sucede durante el pro-estro tardio e inicios
del estro.

La evaluaciéon de la conducta sexual femenina en la rata se ha llevado a
cabo por medio de la utilizacion del cociente de lordosis (CL), €l cual se
obtienen al contar el numero de veces que la hembra despliega la conducta de
lordosis dividido por el numero de montas y multiplicado por cien. Por lo tanto,
un coeficiente alto corresponde a un alto grado de receptividad, y viceversa
(Beach 1976). Otra forma de evaluar la receptividad es cuantificando la
intensidad de la lordosis. Esta cuantificacion fue inicialmente propuesta por
Hardy y DeBold (Hardy & DeBold 1972) a través de sumar el grado de
arqueamiento de la columna vertebral durante la expresion de la lordosis. El
grado de dorsiflexion va desde 0, cuando no la hembra no despliega lordosis, 1
si el arqueo es leve y 2 6 3 si el arqueo de la columna es pronunciado (ver
Figura 4). Por lo tanto, la sumatoria de todos los valores obtenidos en cada
lordosis individual, dividido por el numero de montas y multiplicado por 10, sera

lo que corresponde a la intensidad media de lordosis.



Figura 4. Cuantificacion del grado de lordosis (Hardy & DeBold 1972).

En conclusion, el repertorio conductual que la hembra desplegara durante
el estro, dependera principalmente de la interaccion sinérgica de las hormonas
gonadales (estrégeno y progesterona), de las caracteristicas del
medioambiente en donde se realice (Beach 1976; Brandling-Bennett et al 1999;
Delville 1991; Fadem et al 1979; Komisaruk 1974; Mani et al 1994; Menard &
Dohanich 1994; Whalen 1974), y de su experiencia. Ademas, la compleja gama
de conductas que realiza la hembra para atraer al macho juega un papel
importante para la determinacion del tipo y la cantidad de estimulacion que la
hembra recibe durante el apareamiento. Consecuentemente, la conducta que la
hembra realice sera parte importante de las conductas de interaccion

subsecuentes.



3.1 Copula Regulada

Expresion de la conducta sexual femenina en la rata adulta

En condiciones semi-naturales se ha observado que la conducta de cortejo
es el resultado de la participacibn de ambos sexos. Estudios clasicos
realizados por el grupo de Martha McClintock demostraron que tanto la hembra
como el macho tienen, un papel muy activo y ambos regulan la copula
controlando el numero de contactos entre ellos durante la interaccion sexual
(McClintock & Adler 1978; McClintock & Anisko 1982; McClintock et al 1982).
En el caso de la hembra, ésta realiza acercamientos vy retiradas
consecutivamente del macho hasta que llega a ser estimulada con montas,
intromisiones y eventuales eyaculaciones. Sin embargo, si la hembra permite
recibir una intensa y prolongada estimulacion vagino-cervical, las conductas
proceptivas y la lordosis disminuyen significativamente al punto en que la
hembra comienza a rechazar al macho. Si la hembra tiene la posibilidad de
mantenerse alejada del macho, lo siguiente ocurre dependiendo de la
estimulaciéon que la hembra recibe durante el apareamiento, los intervalos de
tiempo entre los contactos con el macho seran cortos si recibe un a monta, mas
largos si recibe una intromisidn y mucho mas prolongados si recibe una
eyaculaciéon. A esta capacidad de espaciar la estimulacion sexual por parte de
la hembra se le conoce como copula regulada o “pacing”. EI nimero 6ptimo de
intromisiones y el intervalo entre las mismas requiere de un patron especifico
para inducir un estado de prefiez (Erskine 1989; Erskine et al 1989).
Experimentos realizados en el laboratorio, se ha demostrado que cuando los

animales tienen la posibilidad de regular los contactos con la pareja, por



ejemplo, en el caso de las hembras, prefieren periodos mas largos entre las
intromisiones que los machos, mientras que los machos prefieren intromisiones
cortas y regulares que les lleven rapido a la eyaculacion (Erskine et al 1989).

En los ultimos afos se ha puesto particular interés al estudio de la copula
regulada y las consecuencias neuroendocrinas que ésta desencadena. Se ha
demostrado, por ejemplo, que cuando la hembra regula la copula, el intervalo
inter contacto aumenta progresivamente, siendo los intervalos entre monta mas
cortos que los de las intromisiones y que los de la eyaculacion. Las, hembras
con diseccion de los nervios pudendo y pélvico son incapaces de regular la
copula (Erskine 1992). También se ha descrito, desde el punto de vista
neuroendocrino, que las hembras que son capaces de regular la coépula
requieren menos intromisiones para quedar prefadas incrementandose la
intensidad de la estimulacién vagino-cervical provocando que las intromisiones
sean mas efectivas. Ademas, se ha demostrado que la copula regulada reduce
el numero de intromisiones que se requieren para transportar al esperma a
través del cervix y asi desencadenar el reflejo neuroendocrino involucrado en
producir la prefiez o pseudo-prefiez (Erskine et al 1989).

Con base a estudios anteriores (Bermant 1961; Erskine 1989; Erskine et al
1989; Peirce & Nuttall 1961a; b; Pfaus 1999b; Pfaus et al 1999) en nuestro
laboratorio hemos implementado cajas especiales en donde las hembras
pueden regular el numero de contactos que reciben del macho (ver en el
método el apartado de Aparatos). Las cajas son de acrilico y poseen dos
compartimientos divididos por una placa acrilica con un orificio central en la
parte inferior. El propdsito de este orificio es permitir que solo la hembra, por su

tamano, sea capaz de pasar de un lugar a otro sin que el macho pueda seguirla



(ver seccion de aparatos Figura 7). De esta manera la hembra es quien
controla la estimulacion sexual proveniente del macho. Ademas, en nuestros
experimentos combinamos copula regulada con el método de CPL (ver la
seccion anterior) que nos permite evaluar los efectos fisioldgicos que induce la

copula.

3.2 Condicionamiento de preferencia de lugar

Existe tanto el método de aprendizaje clasico como el operante para evaluar
los aspectos motivacionales de diferentes conductas, incluyendo la conducta
sexual (Agmo & Berenfeld 1990; Bermant & Westbrook 1966; Coopersmith et
al 1996; Gilman & Westbrook 1978; Hill & Thomas 1973; Paredes & Vazquez
1999; Peirce & Nuttall 1961b; Pfaus 1999a; Pfaus et al 2000; Pfaus et al 1999).
Uno de los mas utilizados ha sido el condicionamiento de preferencia de lugar.
Este método es util para estudiar los aspectos tanto reforzantes como
aversivos de algunos farmacos, asi como de diferentes aspectos de la cépula
regulada (Agmo & Gomez 1991; Camacho et al 2004; Coria-Avila et al 2008;
Fletcher et al 1993; Garcia Horsman & Paredes 2004; Gonzalez-Flores et al
2004; Hasenohrl et al 1989; Manzanedo et al 2001; Meisel & Joppa 1994;
Paredes & Martinez 2001). ElI CPL se deriva del aprendizaje asociativo que
permite evaluar los efectos de un determinado tratamiento asociandolos a las
diferentes sefales  sensoriales (caracteristicas fisicas) de uno de los
compartimientos de la caja de preferencia. De tal forma, que un animal que ha
asociado el efecto afectivo positivo de un farmaco o un tratamiento, a un lugar

especifico, permanecera mas tiempo en el mismo. Asi, se ha demostrado que



la conducta sexual induce un estado afectivo positivo o placentero. Ambos,
hembras y machos, después del CPL permanecen mas tiempo en el
compartimiento asociado a la copula (Agmo & Gomez 1991; Garcia Horsman
& Paredes 2004; Paredes & Alonso 1997).

Experimentos realizados por nuestro grupo de investigacion, han
demostrado que ratas ovariectomizadas sexualmente inexpertas e inyectadas
con benzoato de estradiol y progesterona, desarrollan un CPL cuando se les
permite regular la copula. Por el contrario, hembras que no regulan la cépula no
modifican su preferencia (Garcia Horsman & Paredes 2004; Martinez &
Paredes 2001; Paredes & Alonso 1997). Ademas, se ha demostrado que
hembras que regulan la cépula necesitan de 10 a 15 intromisiones sin
eyaculaciéon para presentar un CPL (Paredes & Vazquez 1999). Existen datos
que muestran que los péptidos opioides participan en la regulacion de la
conducta sexual tanto en ratas hembra como en machos (Agmo & Paredes
1988; Mehrara & Baum 1990; Miller & Baum 1987). Por ejemplo, los opioides
enddgenos liberados durante la copula facilitan la eyaculacion en el macho, lo
que genera reduccién en el numero de intromisiones en la siguiente serie
copulatoria, favoreciendo los efectos positivas del apareamiento (Agmo &
Berenfeld 1990; Agmo & Paredes 1988). Ademas, utilizando el CPL se ha
demostrado que la cépula induce un estado afectivo positivo, y que éste puede
ser bloqueado por la naloxona (antagonista opioide) (Agmo & Gomez 1993;
Mehrara & Baum 1990; Miller & Baum 1987), sugiriendo la participacién del
sistema opioidérgico durante la conducta sexual y contribuyendo a las
consecuencias afectivo positivas de la cépula (Agmo & Pfaff 1999). Se ha

sugerido, que la liberacion de opioides podria estar mediada por dopamina ya



que ambos compuestos participan en el sistema enddgeno de reforzamiento
(Jenkins & Becker 2001; Miller & Baum 1987). Sin embargo, en estudios
recientes hemos demostrado que la dopamina no participa en el reforzamiento
de la conducta sexual de la hembra. Encontramos, que antagonistas
dopaminérgicos administrados intraperitonealmente como el flupentixol y el
raclopride en ratas hembras ovariectomizadas y tratadas hormonalmente, no
bloquean el efecto afectivo positivo inducido por la cépula regulada (Garcia
Horsman & Paredes 2004). Asi mismo, antagonistas dopaminérgicos tampoco
bloquean el CPL inducido por la copula en machos. Por otro lado, el estado
fisiolégico inducido por la copula en los machos (Agmo & Berenfeld 1990;
Agmo & Gomez 1993), y por la copula regulada en hembras (Paredes &
Martinez 2001) se bloquea por la inyeccidn sistémica de naloxona. De cualquier
manera poco se conoce acerca de los circuitos neuronales que participan en el
control de la cépula regulada en la rata hembra. Algunas de las estructuras que
se han identificado como esenciales para diferentes aspectos de la conducta
sexual de la rata hembra son el hipotdlamo ventromedial (HVM), el area
predptica medial (APM) y la amigdala (AMG) (ver la siguiente seccion). El
objetivo de la presente investigacion es evaluar si estas estructuras participan

también en el aspecto afectivo positivo de la cdpula regulada.



Capitulo 4. Control neural de la conducta sexual
de la rata hembra

A pesar de la gran cantidad de estudios sobre la regulacion de la conducta
sexual femenina, poco se conoce sobre los aspectos neurales que traducen la
estimulacion durante la cépula en diferentes estados fisiologicos como los
placenteros. Sin embargo el estudio de los mecanismos neurales involucrados
en la expresion de la conducta sexual femenina, ha contribuido enormemente
al conocimiento de la relacién estructura funcion y su correspondiente accién
hormonal. En los ultimos afios ha crecido el interés por entender los
mecanismos de accion hormonal sobre el despliegue de la conducta sexual
femenina. Asi mismo, no solo el estudio del control de la conducta de lordosis
sino también el estudio de los sitios neurales que regulan la expresion de la
amplia gama de conductas que presenta una hembra receptiva. Las areas
cerebrales que se han estudiado son aquellas involucradas en reconocer a los
estrégenos y a la progesterona, capaces de procesar la informacion que la
hembra recibe de la estimulacién de los flancos y el area ano genital, que
participan en el procesamiento de diferentes intensidades de estimulacion que
son particulares de la copula. La conducta de lordosis se encuentra bajo el
control de diferentes areas del sistema nervioso que incluyen el cerebro medio,
el tallo cerebral y la médula espinal (Blaustein & Erskine 2002; Pfaff et al
1994). (A través de la utilizacion de técnicas inmunocitoquimicas que detectan
la expresion de genes tempranos (c-fos, Egr-1), se ha demostrado que
diferentes areas cerebrales se activan como resultado de la estimulacion que

recibe la hembra durante la cépula (Figura 5).



Figura 5. En circulos se marcan algunas de las estructuras que estan
asociadas al procesamiento de la conducta sexual en la rata hembra.

Asi hembras intactas en la tarde del proestro que copularon con el macho y
recibieron montas con intromisién incluyendo una eyaculacién, expresaron
mayor numero de células inmunoreactivas a FOS que aquellas que sélo
recibieron montas (Erskine 1993; Rowe & Erskine 1993). De igual manera,
estudios utilizando estimulacion eléctrica o en donde se realizaron lesiones
citotéxicas, o de micro didlisis, asi como la administracién intracerebral de
farmacos, han identificado algunas de las estructuras cerebrales involucradas
en la regulacion de la cépula en la hembra de roedores. Estas son el area
predptica medial (APM), la porcion ventrolateral del hipotalamo vento-medial
(HVM), la divisiébn posterodorsal de la amigdala medial (mAMIG), la parte
posteromedial del nucleo del lecho de la estria terminal (Erskine & Hanrahan
1997; Rowe & Erskine 1993), la corteza del nucleo accumbens (NACB)
(Guarraci et al 2002; Jenkins & Becker 2001; Xiao & Becker 1997) y la
sustancia gris central del cerebro medio (Blaustein & Erskine 2002) asi como

el area tegmental ventral (Frye et al 2006). Los experimentos del grupo de



Chiba y colaboradores han reportado que (Hosokawa & Chiba 2007) el APM,
el HVM y la AMG son importantes para el procesamiento de las sefales
olfatorias provenientes del macho con experiencia sexual. Si bien, como ya fue
mencionado algunas de estas estructuras han sido asociadas con el control del
reflejo de lordosis, pero se desconoce su participacidon en el control de la
copula regulada en la rata hembra. A continuacion, se describen brevemente
algunas de las evidencias que demuestran la participacién de estas estructuras

en el control de la conducta sexual femenina.



4.1 Estructuras cerebrales y conducta sexual en la hembra.

4.1.1 Hipotalamo ventro medial

El hipotalamo ventro medial (HVM) especialmente el area ventrolateral,
expresa receptores a estrégenos, progesterona, oxitocina, encefalinas,
sustancia P y prolactina, entre otros, que son importantes para el despliegue de
la conducta sexual femenina (Blaustein & Erskine 2002). El HVM vy los grupos
celulares vecinos parecen estar involucrados en la acciéon hormonal de la
receptividad sexual, particularmente del reflejo de lordosis. La estimulacion
eléctrica, a través de electrodos colocados en la parte lateral del hipotalamo
ventromedial de ratas hembra tratadas con estrégenos, facilita el reflejo de
lordosis (Pfaff & Sakuma 1979). La estimulacién vagino-cervical en hembras
ovariectomizadas y tratadas hormonalmente induce un incremento de células
inmunoreactivas a FOS en esta area (Erskine & Hanrahan 1997), comparadas
con hembras intactas. Lesiones electroliticas bilaterales o unilaterales del HVM
disminuyen los niveles de la lordosis (Richmond & Clemens 1988),
particularmente en pruebas en donde la hembra no puede escapar del macho.
Sin embargo, en un estudio realizado por Emery y Moss en hembras que
regulan la cépula, reportaron que la lesion del HVM disminuye los contactos
sexuales, y el tiempo que pasa con un macho sexualmente activo, pero sin
afectar la conducta de lordosis (Emery & Moss 1984). Se ha propuesto, que la
lesion en esta area provoca una perdida gradual en la expresion del reflejo de
lordosis y que es proporcional con el tamafo de la lesion. Sin embargo, se ha
sugerido que esta area no es parte del arco reflejo ya que el déficit en la

lordosis se manifiesta de horas a dias después de su lesion (Blaustein &



Erskine 2002). Este tipo de lesiones dafa especificamente la via lateral que
conecta al HVM con el cerebro medio a través de la regidén peripeduncular
activando la sustancia gris central, reduciendo asi la expresion de la lordosis.
Se ha propuesto que las lesiones en este nucleo hacen que la hembra
interprete como aversivos los estimulos sensoriales emitidos por el macho lo
que sugiere que bajo condiciones normales las neuronas hipotalamicas sean
las responsables de codificar la informacién somato sensorial. Lo que sugiere,
que el HVM juega un papel muy importante en la modulacién de la informacién
sensorial hormono-dependiente que se recibe para que se exprese la conducta
sexual femenina (Pfaff et al 1994). Sin embargo, no se conoce la participaciéon

de esta area en el efecto afectivo positivo de la cépula regulada.

4.1.2 Area predptica medial

El area predptica medial del hipotalamo anterior (APM) ha sido
preferentemente asociada con la regulacion de la expresion de la conducta
sexual masculina, en una gran variedad de vertebrados. Las lesiones de esta
area eliminan la copula en ratas macho (Paredes 2003). Sin embargo, el APM
también juega un papel importante en la regulacién del comportamiento sexual
femenino, proponiéndose principalmente como un area cerebral inhibitoria de la
expresion de la postura de lordosis (Hoshina et al 1994; Sakuma 1994; 1995).
Asi, en contraste con el HVM, las lesiones bilaterales del APM incrementan el
reflejo de lordosis, mientras que la estimulacion de la misma disminuye la
expresion de esta respuesta. Interesantemente, las lesiones electroliticas o

quimicas de esta area, también interfieren con algunos parametros de la copula



regulada. Por ejemplo, incrementan el porcentaje de salidas después de una
intromisién asi como también, la latencia de regreso después de una
intromisidon o una eyaculacion (Yang & Clements 2000). También se ha
comprobado, que las neuronas del APM se activan durante la copula ya que
registros de la actividad eléctrica de esta area, demuestran que diferentes tipos
de neuronas cambian su actividad neural como respuesta a diferentes
componentes de la copula (Kato & Sakuma 2000). Sin embargo, los efectos de
las lesiones del APM sobre la conducta sexual femenina dependen del contexto
en el que se realiza la prueba. Por ejemplo, mientras que las lesiones
aumentan las respuestas de lordosis en las hembras que no regulan la copula,
en hembras que si regulan la conducta sexual, las lesiones del APM reducen el
tiempo que pasan con el macho, sugiriendo la disminuciéon en la motivacién
sexual (Yang & Clements 2000), lo que sugiere que esta area juega un papel
importante en el procesamiento de los aspectos motivacionales involucrados en
la expresion normal de la conducta de estro. Al igual que en otras areas, los
efectos de la lesidbn de este nucleo sobre la conducta sexual estan
directamente relacionados con el tamafio de la lesion. Sin embargo, al igual
que con el HVM el papel que el APM juega en el estado afectivo positivo de la

copula regulada no ha sido bien estudiado.



4.1.3 Amigdala

La amigdala (AMG) es una estructura que también se ha asociado con la
integracion de la informacion proveniente de la estimulacion que la hembra
recibe durante la copula. Se ha demostrado que las hembras que regulan la
copula, presentan mayor numero de células inmunoreactivas para FOS en la
amigdala medial postero-dorsal (AMGPD), comparadas con aquellas que no
regulan la copula o que recibieron solamente montas (Erskine & Hanrahan
1997). Con base en estos y otros resultados, el grupo de la Dra. Erskine
propuso que la AMGPD es una de las areas que procesa e integra los
estimulos sensoriales que provienen de la estimulacion vagino-cervical que la
hembra recibe durante el apareamiento, y no solo procesa la cantidad de
estimulacion recibida, sino que también la calidad de la misma (Erskine &
Hanrahan 1997; Erskine et al 2004). Estos datos sugieren que la actividad que
la estimulacion vaginocervical genera en la AMGPD puede generar actividad en
otras areas del hipotalamo importantes para el procesamiento tanto de la
conducta sexual como de los cambios neuroendocrinos que esta misma

conducta provoca (Figura 6).



Figura 6. Representacion esquematica de las posibles conexiones anatomicas
de las vias que se activan como resultado de la estimulacidn vaginocervical.
(Esquema modificado de Erskine et al 2004).

4.1.4 Estriado y nucleo accumbens

Regiones como el estriado y el nucleo accumbens, han sido asociadas a la
conducta de copula regulada en la rata hembra (Becker et al 2001; Jenkins &
Becker 2001; Xiao & Becker 1997). El grupo de Becker propone que estas
estructuras juegan un papel importante en el procesamiento de claves
sensoriales asociadas al tipo y grado de estimulacion que la hembra recibe del
macho durante el apareamiento. Ellos encontraron un incremento de dopamina
en estas estructuras como resultado de las intromisiones y eyaculaciones
recibidas por la hembra cada vez que ésta busca al macho. Estos autores
sugieren que tanto el nucleo accumbens como el estriado son estructuras
asociadas al efecto reforzante inducido por el apareamiento. Sin embargo, sus
resultados han sido muy discutidos, por un lado Jenkins y Becker (Jenkins &

Becker 2001) proponen que las lesiones bilaterales del nucleo accumbens



interfieren con la conducta de coépula regulada. Es decir las hembras
lesionadas evitan los contactos sexuales con el macho pero cuando las
hembras no controlan la cépula, las lesiones parecen no tener ningun efecto:
éstas muestran un comportamiento normal, cociente de lordosis normal vy
contactos normales. Por otro lado, las lesiones del estriado disminuyen el
porcentaje de salidas después de la eyaculacion esto es pasan mas tiempo en
el compartimento del macho contadictoriamente la lesion no afecta el
porcentaje de regresos y tampoco muestran ningun deficit en la lorddsis ni en
su estado general de receptividad (Jenkins & Becker 2001). Es evidente que
los resultados de las lesiones del accumbens y el estriado sobre la conducta
sexual, no son consistentes, ya que es dificil aceptar como lesiones en una
estructura pueden modificar un parametro conductual como las latencias de
regreso dejando intactas las latencias de salida (Guarraci et al 2002). Los
autores explican esta discrepancia diciendo que las hembras pueden ser
capaces de disociar entre una conducta motivante y la capacidad o habilidad
de realizar una respuesta. Futuros experimentos seran necesarios para
entender la participacidn de estas estructuras en el control de la conducta
sexual.

En resumen, de acuerdo a la evidencia anterior existen diferentes areas en
el sistema nervioso central que tienen un papel preponderante en la regulacién
de la conducta sexual femenina. La estimulacién sensorial y vagino-cervical
durante el apareamiento estimula diversas estructuras del sistema nervioso, y
muchas de las células en estas areas contienen receptores a estrogenos que
parecen ser el sustrato del procesamiento de las sefiales hormonales obtenidas

como resultado de la estimulacion del macho.



Capitulo 5. Trabajo de Investigacion

5.1 Planteamiento de problema

Los componentes motivacionales de la cépula en la hembra han sido poco
estudiados. Estudios previos muestran que los opioides participan en la
conducta sexual de los machos (Agmo & Berenfeld 1990; Agmo & Gomez
1991; 1993; Agmo et al 1994; Agmo & Paredes 1988) y en el estado afectivo
positivo inducido por la CR en hembras (Paredes & Martinez 2001). A pesar
del gran esfuerzo en identificar las estructuras que se activan durante la
estimulacién sexual en la hembra, poco se conoce en relacion de los eventos
neurales que traducen la estimulacion sexual en el estado afectivo placentero
inducido por la copula regulada. Dada la complejidad de la interaccion entre los
diversos estimalos sensorio motores y procesos motivacionales que participan
en el apareamiento es claro que diversas estructuras cerebrales se encuentran
involucradas. El propédsito del presente trabajo es conocer la participacién de
diferentes estructuras cerebrales en los estados afectivos positivos de la copula
en la hembra. Para el logro de este objetivo se administrara el antagonista
opioide naloxona, en el APM, HVM, ACB o AMG evaluando su efecto en el
estado afectivo positivo inducido por la copula regulada utilizando el CPL. Esto
nos permitira identificar el circuito neuronal que se activa durante la copula en
las hembras y que contribuye al estado afectivo positivo de la copula. También
nos permitira identificar si estas estructuras son diferentes a las que se activan
en los machos o si existe un circuito general de reforzamiento sexual en ambos

Sexos.



5.2 Hipoétesis

Hipotesis (1)

La naloxona administrada directamente en el area preodptica medial o en el
nucleo ventromedial del hipotalamo, en ratas hembra modificara los parametros

de la copula regulada.

Hipotesis (2)

Naloxona administrada en la amigdala o el nucleo accumbens no tendra ningun

efecto en los parametros conductuales evaluados durante la cépula regulada.

Hipétesis (3)

La administracion de naloxona en el area predptica medial o en el nucleo
ventro-medial del hipotalamo bloqueara el condicionamiento de preferencia de

lugar inducido por la cépula regulada.

Hipoétesis (4)

La administracién de naloxona en la amigdala o en el nucleo accumbens antes

de la cépula no interferird en el condicionamiento de preferencia de lugar

inducido por la cépula regulada.

Hipétesis (5)



La administracion de naloxona en el area predptica medial, en el nucleo
ventromedial del hipotalamo o en la amigdala no modificara la motivacién hacia

un incentivo sexual.

5.3 Objetivo General

Determinar si un antagonista opioide como la naloxona administrado
intracerebralmente en diferentes estructuras cerebrales, puede bloquear el CPL
inducido por la cépula regulada, y/o modificar los parametros conductuales
observados en una hembra sexualmente receptiva durante la copula con un

macho sexualmente experto.

5.4 Objetivos especificos

(1) Evaluar el efecto de naloxona metil-iodada administrada en diferentes
estructuras cerebrales incluyendo: el area predptica medial (APM), el
hipotalamo ventro-medial (HVM), la amigdala medial postero dorsal (AMG) y el
nucleo accumbens (ACB) sobre los diferentes parametros de la copula

regulada.

(2) Evaluar el efecto de la infusién de naloxona metil-iodada en cada una de las
estructuras antes mencionadas sobre el condicionamiento de preferencia de

lugar inducido por la cépula regulada.



(3) Realizar pruebas de motivacién sexual hacia un incentivo, después de la
infusion de naloxona en el aquellas areas cerebrales en las cuales este

farmaco haya tenido un efecto.

5.5 Método
5.5.1 Animales

En todos los experimentos se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar sin
experiencia sexual, con un peso entre 250 y 350 gramos mantenidas con un
ciclo invertido con las luces encendidas de las 9:00 AM a las 21:00 PM (12 h
luz-12 h oscuridad), a una temperatura promedio de 22°C y con acceso libre a
comida y agua. Las pruebas fueron realizadas en el periodo de oscuridad. Para
la prueba de copula regulada se utilizaron como animales estimulo machos
Wistar sexualmente expertos entre 300 y 350 gramos.

Dos semanas después del implante de la canula (ver cirugia), los animales
fueron aislados en cajas individuales (42 cm de ancho x 62 cm de largo y 29 de
profundidad), para prevenir que otros animales mordieran las canulas. Todos
los experimentos fueron realizados de acuerdo al Reglamento de la ley General
de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, del Ministerio Mexicano de
la Salud que sigue los lineamientos del adecuado para el uso de animales en

investigacion.

5.5.2 Aparatos
Caja de Copula Regulada (CR)

Para evaluar la copula regulada se utilizd una caja de acrilico
transparente de (40cm X 60cm X 40cm) con aserrin en el piso (ver Figura, 7).
La caja esta dividida en dos compartimientos por una divisiéon con un orificio en
la parte inferior de 4 cm de diametro. Debido al tamafio de la hembra, ésta
puede pasar a través del orificio y cambiar de compartimiento libremente, el

macho por el contrario, al ser de tamafio mas grande a no puede cruzar, y esta



forzado a mantenerse en un solo compartimiento. De esta manera, la hembra
puede regular la copula, es decir, entrar al compartimiento donde esta el
macho, recibir cualquier estimulacion y salir del mismo tantas veces como lo

desee.

Figura 7. Caja de copula en donde la hembra regula los contactos con el
macho. La hembra puede cruzar al comportamiento del macho a través de un
orificio por el cual el macho por su tamafo no puede pasar, de tal forma que
solo la hembra puede controlar los contactos con el macho.

Caja de preferencia de lugar

La prueba para evaluar la preferencia de lugar se realiza en una caja de
acrilico con tres compartimientos. El compartimiento central (22 X 24 X 32 cm)
es de color gris y tiene dos puertas deslizables de 10 X 10 cm. a los lados que
comunican a los compartimentos laterales. Al frente tiene una malla de alambre
por donde el animal puede ser observado. Los compartimentos laterales tienen
las mismas dimensiones (27 X 37 X 32cm). Ambos compartimentos ofrecen
diferentes claves sensoriales: color, olor y textura, que seran asociadas al
tratamiento experimental de acuerdo a la caja preferida de cada animal. Uno es
de color blanco, tiene viruta de aserrin en el piso y es inodoro, el otro
compartimiento es de color negro, el piso es liso y las paredes se impregnan
con una solucion de acido acético glacial al 2% en agua destilada (puede ser

usado cualquier otro olor), antes de colocar al animal, (ver Figura, 8). Durante



el condicionamiento el animal asocia el estado afectivo provocado por un

farmaco u otro tratamiento a las caracteristicas fisicas del compartimiento.

Figura 8. Caja donde se evalua el condicionamiento de preferencia de lugar.
Tiene dos compartimentos laterales con claves sensoriales diferentes; color,
textura y olor y que asociadas al estado fisiolégico del sujeto puede inducir
condicionamiento de preferencia de lugar.

Caja de motivacion hacia un incentivo sexual

Para evaluar la motivacion hacia un incentivo sexual se utiliza una caja
de acrilico negro de 100 x 50 x 45 cm. A cada lado de la caja a nivel del piso y
en sentido opuesto se encuentran dos orificios de 25 x 25 cm a los cuales se
anexan unas cajas en donde se coloca al animal incentivo (Figura 9). Estas
cajas miden 15 cm de largo x 25 cm de ancho x 25 cm de altura, y estan
temporalmente fijas por fuera de la pared de la arena. Al frente de cada una de
estas cajas que da hacia la parte en donde se localiza la arena, contiene
orificios pequenos que le permiten al animal experimental ver oler, pero le
impiden tocar al animal incentivo. Aproximadamente 2 m por arriba y al centro
de la caja se colocada en el techo del cuarto se encuentra una camara de video
conectada a una computadora. Asi la actividad y la posicion del sujeto
experimental se registra a través de un sistema de video, Ethovision Noldus
Wageningen, Holanda. Al frente de cada caja en donde se coloca el animal

incentivo, se establece un area denominada zona incentiva (20 cm?). El



programa registra el tiempo que pasa el sujeto experimental en esta area y se

interpreta como el grado de motivacion hacia un incentivo (Agmo 2003).

Figura 9. Caja de motivacion hacia un incentivo donde se evalua el tiempo que
pasa un sujeto en la zona incentiva que es el area marcada frente a los
compartimentos en donde se encuentran los estimulos.



5.5.3 Farmacos

Se administr6 yoduro de N-metilnaloxona (5 pg / canula) ya que este
compuesto es menos lipofilico (que el comunmente utilizado clorhidrato de
naloxona), por lo que su difusién es mas lenta y permanece en el sitio de la
infusién por un periodo mas prolongado, con lo que se garantiza que el
compuesto ejercera suficiente y prolongado efecto. Ademas, el grado de
afinidad que muestra este compuesto por su receptor es de un 5% mayor que
el del clorhidrato de naloxona (Brown & Goldberg 1985). EI compuesto fue
disuelto en solucion fisiolégica a una concentracion de 5 ug/ml y se administré
a través de la canula, en un volumen de 1 pl/canula.

La infusion se llevo a cabo mientras el animal permanecia en libre
movimiento dentro de la caja de confinamiento. Para asegurar la difusion del
farmaco, el inyector sobresali6 1.0 mm de la punta de la canula guia y
permanecio en el sitio durante dos minutos después de terminada la infusion.

Posteriormente fue retirado.

5.5.4 Procedimiento experimental

Cirugia

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina (95
mg/Kg) y Xylazina (12 mg/Kg) administrada intraperitonealmente (ip).
Posteriormente, los sujetos fueron bilateralmente implantados con canulas guia
de acero inoxidable de 22- gauge (Plastics One, Roanoke, VA), en una de las
areas cerebrales de acuerdo a las siguientes coordenadas establecidas por el
atlas de Paxinos & Watson: area preodptica medial (APM), 0.5 mm lateral a la
linea media, -0.2 mm posterior con respecto a Bregma y -7.1 mm dorso-ventral
a partir de la dura madre; amigdala medial (AMG), 3.5 mm lateral, -3.1 mm
antero posterior con respecto a Bregma y -8.4 mm de profundidad; hipotalamo
ventro medial (HVM), 0.5 mm lateral, -2.4 mm con respecto a Bregma y -8.0
mm dorso ventral o el nucleo accumbens (ACB) -6.2 mm de profundidad y 1.5
mm lateral +1.7 mm antero posterior con respecto a Bregma (Paxinos &

Watson 2005). Las canulas fueron implantadas colocando al craneo sobre el



estereotaxico (STOELTING) en un plano cero y se fijaron a éste con tres
tornillos y cemento dental. Inmediatamente después del implante de las
canulas, las ratas fueron ovariectomizadas bilateralmente. Después de las
cirugias todos los animales recibieron una inyeccion de antibiético (0.3 ml de
penicilina G procaina, Virbac SA de CV México) para prevenir cualquier tipo de

infeccion.

5.5.5 Tratamiento hormonal

A los cinco dias después de las cirugias para inducir la receptividad las
hembras recibieron inyecciones subcutaneas de benzoato de estradiol (EB) (25
pg/rata) 48 h y progesterona (P) (1mg/Kg.) 4 h antes de la prueba de conducta
sexual. Los esteroides fueron disueltos en aceite de maiz e inyectados en un
volumen de 0.2 ml/rata. Las hormonas fueron adquiridas de Sigma (St. Louis,
MO).

5.5.6 Diseno

Para el experimento 1 y 2 se utilizaron siete grupos. El primer grupo fue
implantado bilateralmente con canulas en el APM (n = 16), el segundo grupo
implantado en el HVM (n = 18), el tercero canulado en la AMG (n = 12), y el
cuarto en el nucleo ACB (n = 8). Se utilizaron dos grupos controles, uno al que
se le administré NaCl: en el APM (n=5), en el HVYM (n=5), en la AMG (n=3) y en
el nucleo ACB (n=2). Al otro grupo control se le colocé la canula pero no se le
realizé infusion alguna; 3 animales con canula en el APM, 2 en el HVM, 1 en la
AMG, y 1 en el ACB. La razén por la cual se agregdé este grupo fue para
descartar que el implante de la canula tuviera algun efecto por si mismo.
Después de la localizacion de la punta de la canula en los tejidos cerebrales, se
incluyd otro grupo formado por aquellos animales en los que la canula quedo
fuera del sitio (n = 14), 6 del APM y 8 del HVM. Los primeros cuatro grupos
experimentales recibieron una infusion intracerebral de yoduro de N-

metilnaloxona antes de la prueba de conducta sexual.



Para el experimento 3 se utilizaron tres grupos de hembras canuladas: en el
APM (n = 10), HVM (n = 9) o AMG (5) que son las estructuras en las que la
naloxona bloqueo el efecto inducido por la copula regulada en los experimentos
de CPL.

Todos los experimentos fueron realizados durante la fase de oscuridad del
ciclo invertido. Antes de los experimentos todos los animales fueron
manipulados durante tres sesiones de 10 minutos diarios. Y posteriormente se
les manipul6é dos veces mas simulando la infusién, con el objeto de disminuir al
maximo el estrés inducido por el procedimiento. Para todos los experimentos
se utilizaron hembras OVX inyectadas con benzoato de estradiol vy

progesterona para inducir el estro conductual.

5.6 Experimento 1. Conducta Sexual

Primeramente se evaluaron los efectos de la naloxona sobre la conducta
sexual de las hembras (tratadas hormonalmente) durante la copula regulada.
Las hembras fueron implantadas con canulas en el APM, HVM, AMG y ACB, se
les administré 1ul de yoduro de N-metilnaloxona (5 ug / ml) disuelto en solucién
salina a una velocidad de 0.5 pl/min y se evalud la conducta sexual regulada
(Figura 10).

5.6.1 Procedimiento

Para la prueba de conducta sexual, se colocé al macho estimulo en un
compartimiento de la caja de cépula regulada, 2 minutos antes de colocar a la
hembra en el compartimiento opuesto. Durante la copula se registraron las
siguientes conductas masculinas: latencias de monta (tiempo transcurrido
desde que se introduce a la hembra hasta la primera monta); latencia de
intromisién (tiempo desde que se introduce a la hembra hasta la primera
intromisién); y latencia de eyaculacion (tiempo transcurrido desde que la
hembra recibe la primera intromision hasta la primera eyaculacién); en las
hembras se midio; la latencias de regreso después de montas e intromisiones;
numero de montas e intromisiones recibidas, cociente de lordosis (numero total

de respuestas de lordosis/ el numero total de montas + intromisiones recibidas



x 100); intensidad de lordosis (en donde se asigna: 0 = no lordosis, 1 = lordosis

media, y 2 = lordosis completa); intensidad media de lordosis (suma de los

puntos de la intensidad media de lordosis entre el numero de montas e

intromisiones recibidas); porcentaje de salidas del compartimiento del macho

después de una monta o una intromision y latencia de regreso después de la

eyaculacion. La prueba termind después de 15 intromisiones con o sin

eyaculacion (Figura 10).

Posteriormente se realizd el condicionamiento de preferencia de lugar. Al

término de los experimentos las hembras fueron sacrificadas para obtener los

cerebros para su analisis.
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Figura 10. Esquema que ejemplifica el procedimiento seguido para
el experimento 1 donde se evaluaron los efectos de la Naloxona sobre la
conducta sexual femenina después de que se administro en diferentes

areas cerebrales.

5.7 Experimento 2. (CPL)



5.7.1 Procedimiento

El condicionamiento se realiz6 en ocho sesiones. En la primera sesion o
preprueba se determina la caja preferida. Para ello el sujeto es colocado en el
compartimiento del centro por un minuto, posteriormente las puertas
deslizables se retiran y se toma el tiempo que el animal permanece en cada
uno de los compartimientos laterales para determinar cual es el preferido. Esta
prueba dura diez minutos. Al dia siguiente, todos los grupos recibieron una
infusion de solucion fisioldgica y posteriormente cada animal fue colocado en la
caja preferida (no reforzada) de condicionamiento por 30 minutos. En las
sesiones reforzadas las hembras recibieron una infusién de yoduro de N-metil
naloxona e inmediatamente fue transferida cada una a la caja de cépula.
Después de recibir el numero preestablecido de intromisiones fueron
cuidadosamente colocadas una a una en el compartimiento no preferido
(reforzado) por 30 minutos. En dias alternos, después de recibir una infusion de
solucion fisioldgica, los sujetos fueron colocados en la caja preferida por 30
minutos. Al término de estas seis sesiones diarias de condicionamiento, se
realizé la prueba exactamente igual a la preprueba.

El intervalo entre la ultima sesion de condicionamiento y la prueba fue

siempre de 24hrs (ver Figura 11).
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Figura 11. Esquema de tiempo utilizado para evaluar el CPL. En el dia
(D) 1 los sujetos fueron bilateralmente implantados y ovarectomizados. En el
D 5 0 S (sesion) 1 se realizé la Pre-prueba, en la S 2, 4 y 6 los sujetos fueron
colocados en la caja preferida. En la S 3, 5, y 7 a los animales se les
administré una infusion de naloxona antes de la prueba de copula y fueron
colocados en la caja no-preferida. La Prueba del CPL se realizb enla S 8 D
12. Todos los animales fueron sacrificados el D 13 para su analisis.



5.8 Experimento 3. Motivacion hacia un incentivo.

5.8.1 Procedimiento

El procedimiento fue igual al descrito por Agmo, una area grande con dos
animales estimulo atras de una malla en los extremos de la caja (Agmo 2003)
ver Figura 7. Después de que los animales se recuperaron de la cirugia y antes
de la prueba, las hembras fueron habituadas a la caja de motivacion sexual
incentiva, estas fueron colocadas en el area central con los compartimentos
para los estimulos incentivos vacios durante tres sesiones consecutivas de 10
minutos. Como sujetos estimulo se utilizé a un macho castrado y a un macho
sexualmente experto que fueron colocados aleatoriamente en los
compartimentos externos de la caja de motivacion. La posicion de los animales
incentivo fue aleatoriamente cambiada durante las sesiones. El sistema de
video determino el tiempo que el sujeto experimental permanecia en cada zona
incentiva y la distancia total recorrida durante la prueba.

Diez hembras implantadas en el APM, 9 en el HVYM y 5 en la AMG,
recibieron una infusion al igual que en el experimento anterior y bajo las
mismas condiciones, de 1 ul de naloxona o NaCl. Después de la infusion, las
hembras fueron colocadas en la caja de motivacion con los animales incentivo.
Todos los animales fueron evaluados en dos ocasiones consecutivas, una por
semana, es decir a los mismos sujetos de cada grupo que se les administrd
NaCl, posteriormente, fueron evaluados nuevamente con naloxona, de tal
forma que cada sujeto fue su mismo control. Se tomdé el tiempo que
permanecieron en la zona incentiva durante los 10 minutos que duraba la
prueba.

Los resultados fueron evaluados en términos del indice de preferencia, es
decir, el tiempo que pasaron en la zona incentiva con el macho experto dividido
entre la suma del tiempo que pasaron con el macho experto, mas el tiempo que
pasaron en la zona incentiva del macho gonadectomizado.

Los datos del condicionamiento de preferencia de lugar fueron evaluados
utilizando una prueba ANOVA de medidas repetidas de 2 (sesion) X 7 (grupo),
y una prueba post-hoc Fisher's LSD. Finalmente, los datos de la motivacion



incentiva fueron evaluados utilizando una prueba ANOVA de medidas repetidas

de 2 (sesion) X 3 (grupo).

5.9 Analisis del tejido cerebral

Al final del experimento los animales fueron sacrificados para realizar el
analisis microscépico de los tejidos. Se les administré una sobredosis de
pentobarbital y fueron perfundidos intra-cardialmente con solucién salina al
0.9% seguida de formalina al 10%. Se removieron los cerebros y fueron
colocados en sacarosa al 30% hasta el momento de ser cortados. Se
obtuvieron cortes coronales de 45 um, y posteriormente fueron tefidos con
violeta de cresilo. La posicidon en la que quedo la canula fue verificada al
microscopio por dos observadores independientes. Se consideré como sitio
de implante correcto, cuando la punta de la canula se observé 1 mm arriba de

la estructura en la que se pretendi6 implantar la canula (Figura 12).
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Figura 12. Corte de tejido coronal a nivel de la amigdala indicando el lugar de
la infusion (inyector) y el sitio de la punta de la canula.



5.10 Analisis estadistico

Los datos de la conducta sexual se evaluaron utilizando una prueba de

ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc de Newman-Keuls.

Para evaluar el condicionamiento de preferencia de lugar se utilizaron
dos criterios: Tiempo en el compartimiento reforzado y el indice de
preferencia. El tiempo en el compartimiento reforzado (T 1) se establece por
la diferencia entre el tiempo que pasa en el compartimiento reforzado durante

la pre-prueba y la prueba.
El segundo criterio es el indice de preferencia (IP)

T
IP =

T4 + T,

T 4= tiempo en el compartimiento reforzado o no preferido
T o= tiempo en el compartimiento no reforzado o preferido

Ambas medidas deben aumentar entre la pre-prueba y prueba.

Los datos del CPL fueron evaluados utilizando una prueba de ANOVA

de medidas repetidas de 2 (sesién) X 7 (grupo), y una prueba post-hoc
Fisher’s LSD.

Finalmente, los datos de la motivacién incentiva fueron evaluados
utilizando una prueba de ANOVA de medidas repetidas de 2 (sesién) X 3
(grupo).



5.11 RESULTADOS

5.11.1 Andlisis de los tejidos

En la Figura 13 se muestran los cortes coronales de las estructuras con
los diferentes sitios donde se implantaron las canulas. Los circulos pequefios
indican la localizacion de la punta de la canula de acuerdo a las observaciones
al microscopio. De los animales que se canularon en el APM 6 cayeron fuera
de esta area y en 8 de los animales del grupo canulado en el HVM la canula se
localizé anterior o posterior al area, por lo que se formé un grupo nuevo al que
se le denominé fuera del area (Fuera N = 14). El total de sujetos para los
grupos de APM y de HVM fue de 10. Para el grupo de Accumbens el total fue

de 8 y para la Amigdala medial el total de animales fue de 12.
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Figura 13. Cortes coronales en los que se indica con circulos pequerios el
lugar en que se localizé la punta de la canula. (A) Area predptica medial
(APM n = 10); (B) Nucleo ventro medial del hipotalamo (HVM n = 10); (C)
Amigdala (AMG n = 12); (D) Nucleo accumbens (ACB n = 8). A la derecha
de los esquemas se indica la distancia con respecto a Bregma de acuerdo
al atlas de Paxinos y Watson (Paxinos & Watson 2005).



5.11.2 Experimento 1

Conducta sexual

Como puede observarse en la Tabla 1 y 2. La infusién de N-metil naloxona
en las diferentes areas en general no modificd los parametros evaluados
durante la prueba de conducta sexual. Solamente la latencia de monta en los

animales con la canula en el APM se incremento significativamente.

Tabla 1. Conducta sexual de las ratas hembras en todos los grupos.
Hembras control con canula sin infusion (CA); hembras con canula
inyectadas con NaCl (NaCl). Ademas, cinco grupos de hembras inyectadas
con naloxona: fuera del area que se intento implantar (Fuera); en el area
predptica medial (APM), en el hipotalamo ventro medial (HVM), en el nucleo
accumbens (ACB) y en la Amigdala medial (AMG). Los parametros
conductuales que se registraron fueron: latencia de monta (LM), latencia de
intromision (LI), intensidad media de lordosis (IML), coeficiente de lordosis
(QL), latencia de regreso después de monta (LRM), latencia de regreso
después de intromision (LRI), el % de salidas después de monta (%SM) y el
% de salidas después de una intromision (%SIl). Todos los datos estan
expresados en segundos: medias * EE.

Grupos
N-metil naloxona

Conducta CA NaCl Fuera APM HVM ACB AMG
n=7 n=15 n=14 n=10 n =10 n=38 n=12

LM 69+ 15 40+7 58 10 158 +42* 10920 57 £10 78 £25
LI 139 + 43 145 + 45 144 + 31 208 + 43 176 + 39 155 + 34 92 + 26
IML 1.9+0.07 18+005 174201 1.8+0.07 1.7+0.08 1.940.04 1.840.08
QL 100+ 0.3 94+3 94 £2 943 90 £ 4 97 £2 95+3
LRM 20+ 10 132 30+7 17+4 174 20+6 2416
LRI 24 +3 28+3 62+ 14 38+6 64+ 19 43+ 12 37+4
%SM 17+5 24 +3 28 +5 245 308 28+3 37+6
%Sl 499 4316 43+5 53+7 48+ 6 605 61+4

* Diferente de los grupos CA, NaCl, Fuera, ACB, AMG.




Conducta F P

%SM  F(6,73)=13 p=0.3

LM F@6,75)=3.8 p=0.002
LI F(6,75) = p=05
IML  F(6,75) = p=06
QL  F(6,75) = p=0.5
LRM F(6,73)=12 p=0.3
LRI  F(6,75)= p=0.06
)
)

%Sl F(6,75)=1.6 p=02

Tabla 2. Resultados de la prueba ANOVA. Sodlo los resultados de la
latencia de monta en los animales con canula en el APM fueron diferentes
significativamente a los otros grupos p = 0.002.

5.11.3 Experimento 2 (CPL)

Caja Reforzada

El ANOVA de la diferencia entre el tiempo en la caja reforzada y el tiempo
en la caja no reforzada, revelé un efecto significativo de la sesion, [F(1,147) =
15.88, p < 0.001] y de la interaccién de grupo X sesion, [F(6,147) = 3.5, p =
0.005]. Al analizar los efectos principales simples, no se encontraron
diferencias significativas en el efecto de grupo, [F(6,147) = 1.66, p = 0.14]. El
analisis de los resultados de la prueba post-hoc mostré un incremento
significativo en el tiempo que los animales pasaron en el compartimento
reforzado de los grupos: de hembras implantadas con la canula y que no
recibieron infusion alguna, en el grupo de hembras con infusidon de solucion
salina, en el grupo implantado con la canula fuera del area y en el grupo con
infusién de naloxona en el ACB. Los grupos con infusion de naloxona en el
APM, HVM y AMG no mostraron aumento significativo en el tiempo que

pasaron en la caja reforzada después del condicionamiento (Figura 14).
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Figura 14. Caja reforzada. Tiempo que pasan los sujetos en la caja reforzada
entre la pre-prueba y la prueba. Hembras control con canula sin infusion (CA);
hembras con canula inyectadas con NaCl (NaCl); hembras inyectadas con
naloxona: fuera del area que se intentd implantar (Fuera); en el area predptica
medial (APM), en el hipotalamo ventro medial (HVM), en el nucleo accumbens
(ACB) y en la Amigdala medial (AMG). En esta y todas las graficas, el numero
de animales por cada grupo esta indicado entre paréntesis. Los datos son
expresados como medias + EE. * Diferente de la pre-prueba * p< 0.05, **p<
0.001.



indice de preferencia

El analisis estadistico del indice de preferencia reveld6 un efecto
significativo de la sesion, [F(1,147) = 69.9, p<0.0001] y de la interaccion de
grupo X sesion, [F(6,147) = 5.9, p < 0.0001], pero no de grupo, [F(6,147) = 2.1,
p=0.06]. La prueba de Fisher's LSD mostré un incremento significativo en el
indice de preferencia en el grupo de solo canula, del que recibi6 la infusion de
solucidn salina, el grupo con la canula implantada fuera del area y el grupo con
infusion de naloxona en el nucleo accumbens. Estos resultados se muestran
en la Figura 15. Es interesante observar que los grupos tratados con naloxona
en el APM, HVM y AMG no mostraron incremento en el indice de preferencia,

es decir ningun cambio de preferencia.
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Figura 15. El indice de preferencia en los diferentes grupos. Este valor tiende
a aumentar de la pre-prueba a la prueba e indica un claro cambio de
preferencia. Hembras control con céanula sin infusion (CA); hembras con canula
a las que se les administr6 NaCl (NaCl); o naloxona: fuera del area que se
intenté implantar (Fuera); en el area predptica medial (APM), en el hipotalamo
ventro medial (HVM), en el nucleo accumbens (ACB), y en la Amigdala medial
(AMG). Los datos son expresados como medias + EE. * Diferente de la pre-
prueba * p< 0.05, **p< 0.001.



Estos resultados muestran que la naloxona bloquea el condicionamiento
de preferencia de lugar inducido por la cépula regulada cuando se inyecta
directamente en el APM, en el HVM y en la AMG. Mientras que no se bloquea
el condicionamiento cuando la naloxona es inyectada en el ACB.

Los resultados obtenidos hasta ahora sugieren que el APM, el HVM vy la

AMG podrian ser estructuras importantes que participan en el estado afectivo

positivo inducido por la copula regulada.

5.11.4 Experimento 3

Motivacion hacia un incentivo

El analisis estadistico del indice de preferencia hacia un incentivo no
revelé ninguna diferencia significativa entre los grupos ni los tratamientos
[grupo F(2,47) = 0.846; p = 0.44; tratamiento F(1,47) = 0.0125, p = 0.912 y de
la interaccion de grupo X tratamiento, F(2,47) = 0.21, p = 0.811]. Las hembras
que recibieron la infusion de NaCl prefirieron al macho experto al igual que
las hembras a las que se les administré naloxona, los resultados se muestran

en la Figura 16.
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Figura 16. indice de preferencia de la motivacién hacia un incentivo en dos
sesiones consecutivas. Hembras control con canula en el area preoptica
medial (APM), en el hipotalamo ventro medial (HVM), y en la amigdala (ACB)
que recibieron infusiones de NaCl (NaCl) y de naloxona. Los datos son
expresados como medias + EE.

A pesar de que el numero de animales en el grupo con canula en la
amigdala, comparado con el numero de sujetos de los otros dos grupos, es
reducido, es posible observar que el efecto de la naloxona en el APM, en el
HVM y en la AMG no parece tener efecto alguno en la motivacion de las
hembras para preferir estar en la compafia de un macho experto vs un

macho gonadectomizado.



Capitulo 6. Discusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran la existencia de
un circuito neuronal, mediado por opioides, en el que el APM, el HVM y la AMG
son fundamentales para el estado afectivo positivos inducido por la cépula
regulada. Nuestros datos confirman también, observaciones previas en donde
se muestra que las hembras a las que se le permiten regular los contactos con
el macho, presentan un CPL asociado a este tipo de copula (Garcia Horsman
& Paredes 2004; Gonzalez-Flores et al 2004; Martinez & Paredes 2001;
Paredes & Alonso 1997; Paredes & Vazquez 1999). Esto significa que la
copula regulada induce un estado fisiolégico afectivo positivo capaz de producir
un cambio de preferencia de lugar, como en el caso de los grupos que soélo
fueron canulados a los que se les administr6 NaCl, y en los que la canula
quedd fuera del area de interés. Todos estos grupos mostraron un incremento
en el tiempo que pasaron en el compartimiento asociado a la copula regulada y
consecuentemente un incremento en el indice de preferencia. Esto indica que
ni el implante de la canula ni la infusidon de salina tienen efecto per se. Por el
contrario, las hembras que recibieron la naloxona en el APM, el HVYM o en la
AMG, no cambiaron de preferencia después de regular la cépula. Esto sugiere
que el efecto fisioldgico, en este caso la liberacién de opioides como resultado
de la copula regulada, fue bloqueado por la naloxona. Ademas, no se observo
un incremento en el tiempo en la caja reforzada ni en el indice de preferencia
en ninguno de estos tres grupos. Estos resultados muestran que la naloxona
administrada en el APM, el HVM y la AMG, puede bloquear el efecto afectivo
positivo inducido por la copula regulada, lo que sugiere que los opioides en
estas estructuras participan en el estado placentero inducido por la copula
regulada. Por otro lado, no se modifico ninguno de los parametros
conductuales que presentaron las hembras y que se evaluaron durante la
copula. La intensidad media de lordosis, el coeficiente de lordosis, la latencia
de regreso después de monta y la latencia de regreso después de intromision
no se modificaron. Esto significa que aun cuando la naloxona puede bloquear
el efecto afectivo positivo de la cépula regulada, no parece tener ningun efecto
en el despliegue de la conducta sexual femenina. Estos datos apoyan los

estudios en los que se ha reportado que el APM participa de manera



importante en respuesta a la estimulacion vagino-cervical que la hembra recibe
del macho. Por ejemplo, se conoce que genes de expresion temprana como c-
fos son activados en esta region como resultado de las intromisiones (Polston
& Erskine 1995; Rowe & Erskine 1993). Las lesiones electroliticas y quimicas
del APM, incrementan tanto el numero de salidas como la latencia de regreso
después de varias intromisiones o eyaculaciones, en la copula regulada.
Ademas, se ha reportado que estas hembras permanecen menos tiempo cerca
del macho, aun cuando la expresion de la conducta de lordosis no parece
afectarse (Guarraci et al 2004; Yang & Clements 2000). Las hembras
lesionadas en esta area no solo permanecen lejos del macho, sino que
prefieren el olor de un macho castrado al de un macho experto (Xiao et al
2005). Asimismo, se ha descrito que las conductas proceptivas, como
conductas de solicitud, se reducen como resultado de la lesiéon del area
predptica medial (Hoshina et al 1994), a pesar de que en estos estudios se
evalua a la conducta sexual como tal y no al efecto fisiologico inducido por
esta. Los datos de este trabajo podrian sugerir que las hembras presentan un
estado motivacional disminuido. Los resultados obtenidos de los experimentos
del presente trabajo de tesis, proponen que para que el apareamiento regulado
resulte placentero es necesaria la accion opioidérgica en el APM. Nuestros
resultados concuerdan con las observaciones obtenidas en las ratas macho en
donde infusiones de naloxona en esta misma area, bloqueé el CPL que
produce la eyaculaciéon (Agmo & Gomez 1993). Incluso, la administracion de
encefalinas en esta area también induce un cambio de preferencia (Agmo &
Gomez 1991), lo que sugiere que la activaciéon de los receptores a opioides en
el APM contribuye a que la coOpula resulte placentera. Los resultados del
presente trabajo apoyan nuestra hipotesis de que la liberacion de opioides
durante la copula contribuye al estado afectivo positivo tanto en machos como
en hembras.

Otra estructura que se ha considerado esencial para la conducta sexual
femenina es el HVM (Blaustein & Erskine 2002; Devidze et al 2008; Pfaff 1980;
Pfaff 1999; Pfaff & Sakuma 1979). Los estrégenos y la progesterona modulan
la expresion del RNA mensajero del receptor de proencefalinas en este nucleo
(Kow & Pfaff 1998; Romano et al 1989; Sinchak & Micevych 2003), asi como
la modulacion del reflejo de lordosis y posiblemente el control de otras



conductas proceptivas. En este estudio se especula que la accion de los
opioides en el HVM podrian igualmente mediar los aspectos placenteros de la
coépula en la rata hembra. Esta area recibe importantes aferencias tanto de la
Amigdala como de otras areas cerebrales que responden a los estimulos
recibidos durante el apareamiento. Se ha reportado que los estimulos vagino
cervicales en hembras ovariectomizadas y tratadas con vehiculo producen una
mayor respuesta a Fos en diferentes areas del HVM, que en las hembras
tratadas hormonalmente con estradiol y progesterona (Pfaus et al 1996; Tetel
et al 1994). La progesterona podria estar actuando, es a través de segundos
mensajeros como el oxido nitrico estimulando la produccion de GMP vy
modulando los sitios de unidn a GABAa, y su interaccidn con otros
neurotrasmisores y coactivadores para inducir la conducta de estro (Gonzalez-
Flores & Etgen 2004). O bien, por otro lado, la reduccién en la actividad de Fos
en hembras hormonalmente tratadas, podria ser el resultado de la actividad
opioidérgica ya que éstos receptores modulan la actividad nerviosa en este
nucleo, reduciendo los potenciales excitatorios postsinapticos aparentemente a
través de la accion en los receptores opioides p pre-sinapticos (Devidze et al
2008). Ello permitiria explicar que una infusién de naloxona en este nucleo
podria revertir la accion de los estrégenos, haciendo que el nucleo ventro
medial del hipotalamo tenga una respuesta similar a la observada en hembras
no receptivas. Podria ser probable que la estimulacion vagino-cervical en estas
hembras no fuere placentera. De hecho se ha reportado que una sobre
estimulacion vaginal es aversiva y esta respuesta afectivamente negativa es
disminuida por la accion de las hormonas ovaricas (Berkley et al 1995;
Bradshaw et al 1999). Basandose en estos experimentos, seria dificil saber si
la cantidad de estimulacion vagino cervical es o no reforzante, ya que no se
observd una reduccién significativa en el numero de intromisiones durante la
copula regulada. Hasta ahora no se conoce si la estimulacion de los receptores
a opioides en el HVM produce una respuesta placentera o induce un
condicionamiento de cambio de preferencia. Cabe destacar que existe un
importante numero de proyecciones ecefalinérgicas del HVM al APM (Hoffman
et al 1996), y como ya se mencioné la administracion de encefalinas
directamente en esta area induce un cambio de preferencia (Agmo & Gomez
1991). Ademas se ha propuesto que las terminaciones axodnicas de estas



proyecciones encefalinérgicas inervan neuronas GABAérgicas (Commons et al
1999). Si la administracion de naloxona bloqueara los receptores a opioides de
estas neuronas se produciria un incremento de la inhibicidon de las mismas
células, esta inhibicion podria ser suficiente para evitar o reducir la informacion
encefalinérgica proveniente del HVM hacia el APM bloqueando asi el efecto
positivo producido por la conducta sexual. Desde luego que esta aseveracion
tendria que ser puesta a prueba en futuros experimentos.

Se ha planteado también que la Amigdala parece tener una accion
moduladora de la conducta sexual femenina al censar la cantidad de
estimulacion que la hembra recibe durante el apareamiento (Guarraci et al
2004; Kondo & Sakuma 2005; Masco & Carrer 1980; Polston & Erskine 2001;
Romero et al 1990). La Amigdala es un importante relevo de la informacion
sensorial recibida por la estimulaciéon vaginocervical (Coopersmith et al 1996), y
el bloqueo de los receptores a opioides en esta area inhibe la liberacidon de
prolactina en respuesta a la conducta sexual (Sirinathsinghji & Audsley 1985;
Yang et al 2000). Los péptidos opioides colocalizan con muchos otros
neurotransmisores por lo que es extremadamente dificil definirr con precision el
mecanismo exacto por el cual los aspectos afectivos positivos de la copula
regulada tienen su efecto, y cual es el papel de la Amigdala en este aspecto.
Es posible que de alguna manera la naloxona disminuya el efecto de los
estimulos sensoriales que la hembra requiere durante la copula regulada para
que esta induzca un estado afectivo positivo. Es importante destacar que la
AMG medial muestra una respuesta selectiva a FOS de acuerdo a los
intervalos de estimulacion que recibe, sugiriendo que esta estructura es capaz
de procesar la cantidad de estimulacion y el periodo inter intromisidon
integrando asi la estimulacién que la hembra recibe durante el apareamiento
(Erskine & Hanrahan 1997).

El nucleo Accumbens se ha asociado al procesamiento de conductas
mediadas por opioides enddgenos como los son la auto administracion de
alimentos palatables y los efectos heddnicos de la administracién de
psicoestimulantes que producen adiccién (Ward et al 2006). Se ha reportado
también que lesiones bilaterales, en ratas hembras, con acido quinolinico o
iboténico disminuyen las interacciones sexuales con machos expertos

(Guarraci et al 2002; Jenkins & Becker 2001). Inclusive, se ha propuesto que



este nucleo es importante para el procesamiento de la copula regulada
modulada por dopamina (Jenkins & Becker 2001; Xiao & Becker 1997). Sin
embargo, los resultados de los estudios aqui mencionados son poco claros y
en algunos casos son inconsistentes ya que diferentes parametros parecen
modificarse en los diferentes experimentos. Ademas es dificil concebir que una
estructura modifique solamente un parametro de la cépula dejando intactos a
los demas. Mientras que un estudio reportd un incremento en el numero de
salidas después de una monta (Guarraci et al 2002), otro encontré un
incremento en el numero de respuestas de rechazo hacia el macho después de
un intento de monta (Rivas & Mir 1990), y el tercero encontrd, en la mitad de
los animales lesionados, un incremento en la latencia para cruzar al
compartimiento del macho antes del inicio del apareamiento (Jenkins & Becker
2001). La inconsistencia del efecto de lesiones del ACB pone en duda su
participacion directa en la conducta sexual regulada por la hembra (Paredes &
Agmo 2004). Por otro lado, se ha especulado que el nucleo ACB podria
participar en los aspectos apetitivos o0 motivacionales de la copula. Sin
embargo, no existe evidencia de ello. En nuestros experimentos, no se observo
ningun cambio significativo en los parametros de la conducta sexual como
resultado de la infusidn de la naloxona en el ACB, lo que concuerda con los
hallazgos obtenidos por el grupo de Agmo que propone que este nucleo no
tiene una participacion especifica en la conducta sexual (Paredes & Agmo
2004). Aun cuando este nucleo pudiera estar mediando algunos de los
aspectos de la conducta sexual femenina, los resultados de los experimentos
realizados en este trabajo proponen que, al menos si asi fuere éstos no son
mediados por opioides. Esto concuerda con los resultados obtenidos en
machos, en los que se reporta que infusiones de naloxona en este nucleo no
bloquea el efecto afectivo positivo de la eyaculacion (Agmo & Gomez 1993).
Los resultados de este estudio muestran que la naloxona, un anatagonista
opioide, administrado en el APM bloquea el efecto afectivo positivo inducido por
la cépula regulada. Esto podria sugerir que la liberacion de opioides en el APM
como respuesta a los diferentes estimulos que la hembra recibe durante la
coépula regulada, es necesaria para inducir un estado placentero en la rata
hembra. De igual manera, el bloqueo de los receptores a opioides en la AMG y
en el HVYM como resultado de la infusién de naloxona, parece interferir con los



impulsos sensoriales, que llegan al APM, y por consiguiente e indirectamente
bloquear el condicionamiento de preferencia de lugar. La hipdtesis de que el
APM es una estructura crucial para el procesamiento de la informacion
sensorial que la hembra recibe durante el apareamiento esta sustentada en los
datos que muestran que las lesiones en esta area desorganizan la secuencia
temporal de la copula regulada (Yang & Clements 2000).

Es importante senalar por otro lado, que de acuerdo al modelo de
motivacién hacia un incentivo sexual, una hembra receptiva es atraida por el
macho a través de diversas claves sensoriales con propiedades incentivas
(Agmo 1999). Las hembras en estro prefieren la cercania de un macho experto
a la de un macho gonadectomizado (Agmo 1999; 2003), y esta preferencia es
dependiente de hormonas ya que las hembras ovariectomizadas no muestran
esta preferencia (Agmo 2008). Los resultados de los presentes experimentos
de motivacion hacia un incentivo sexual muestran que la naloxona, no tiene
ningun efecto sobre la preferencia de las hembras por un macho experto.
Tampoco se encontraron diferencias entre las hembras que recibieron una
infusidén de Nacl o de naloxona en ninguna de las areas evaluadas. Esto apoya
la hipdtesis de que los mecanismos neurales que controlan las conductas de
aproximacion o motivacion hacia un incentivo no parecen ser los mismos a los
responsables del efecto afectivo positivos como resultado de la conducta
copulatoria (Agmo 2003). La infusién de naloxona en el APM, en el HVYM y en la
AMG puede bloquear el CPL inducido por la cépula regulada, pero no parece
tener ningun efecto sobre la preferencia entre un macho experto y uno

gonadectomizado.



De acuerdo a los resultados de los experimentos aqui presentados el
APM, el HVM y la AMG son estructuras fundamentales del circuito de
reforzamiento de la conducta sexual regulada en la rata hembra (Figura 17). En
esta figura se muestran las estructuras que conforman la via de entrada de la
estimulacion proveniente del area vagino-cervical, de los flancos asi como de la
informacion olfatoria que recibe durante el apareamiento. Se ha postulado,
utilizando trazadores virales, que estas estructuras forman parte importante del
sustrato neural que se encarga del procesamiento de la informacién sensorial
proveniente de regiones vaginales que la hembra recibe durante la cépula y de
la conducta reproductiva (Flanagan-Cato 2000; Marson & Murphy 2006). Como
resultado de este trabajo postulamos que el APM el HVM y la AMG son
estructuras que podrian ser parte clave del circuito que integra la informacion

durante la copula y la traduce posteriormente en placentera.

Figura 17. El hipotalamo ventro medial (HVM), el area preoptica medial
(APM) y la amigdala (AMG) son estructuras fundamentales del circuito que
procesa los estimulos afectivo positivos como resultado de la copula regulada.
Estas esctructuras reciben conexiones de otras regiones cerebrales que
procesan informacién sensorial durante la copula y que influyen en los estados
afectivos de la copula. Como lo son: el hipotalamo anterior y el hipotalamo
lateral (H A y L), nucleo paraventricular dorsolateral (NPVdl), nucleo lecho de la
estria terminal (NLET), accumbens (ACB), sustancia gris periacueductal (GPA),
formacion reticular (FR), nucleo del tracto solitario (NTS), paragigantocelularis
(PGI) y la medula espinal (ME).



Futuros estudios deberan evaluar si otras estructuras cerebrales
participan en los estados afectivos positivos inducidos por la copula. También
es necesario determinar si algun tipo de receptor a opioide modula
especificamente los estados placenteros asociados a la copula. Es claro, que
las hormonas ovaricas junto con diversos péptidos interactuan para ejercer su
accion y modificar el comportamiento sexual femenino. Sin embargo, aun
permanece sin respuesta cuales son los mecanismos celulares por lo que esto
ocurre. Este trabajo de tesis colabora de manera importante agregando valiosa
informacion al marco tedrico que permite entender como el cerebro integra
diversas funciones.

Por ultimo, el conocimiento que se obtiene del estudio de la fisiologia de
la conducta sexual femenina a través del uso de modelos animales proporciona
una herramienta invaluable para desarrollar nuevas estrategias que puedan
explicar como el cerebro integra los aspectos neuroendocrinos con el

comportamiento.
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