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Resumen

Se ha demostrado que la informacién olfatoria en la mayoria de las especies de vertebrados
es importante para comunicar el sexo, la edad, el estado hormonal, entre otras cosas a sus
conespecificos. Las lesiones en diversas estructuras de la via olfatoria afectan de diferente
manera el desempefio de los machos en la conducta sexual. La lesion en el area preoptica
medial del hipotdlamo anterior (APM/HA) produce la inhibicién permanente de la copula
en los machos de todas las especies hasta hoy estudiadas. Se ha propuesto que el APM/HA
se encarga de discriminar los olores sexualmente relevantes y que la lesion bilateral de esta
region impide el reconocimiento de hembras sexualmente receptivas.

En el presente trabajo evaluamos la posible participacion del sistema olfatorio principal en
la percepcion de sefiales quimiosensoriales sexualmente relevantes y si el APM procesa
este tipo de informacion. Los resultados demostraron que los machos intactos pueden
reconocer sefales sexualmente relevantes de indole volatil de la orina de sus
conespecificos. Esto se determind utilizando una prueba de discriminacion olfatoria de
habituacion deshabituacion. La lesion bilateral del APM/HA en los machos interfirié con
la discriminacion de los olores de sus conespecificos, pero no alterd la discriminacion de
olores no sexualmente relevantes. Estos resultados apoyan la hipotesis de que el APM es
una estructura involucrada en la discriminacion de olores sexualmente relevantes en las
ratas macho.



Abstract

It has been demonstrated that olfactory information is an important element to
communicate sex, age, hormonal status, amongst other aspects, to their conspecifics.
Olfaction is also important for a proper development of sexual behavior. Lesions of
different structures of the olfactory pathway temporarily affect the expression of male
sexual behavior. The medial preoptic area of the anterior hypothalamus (MPOA/AH) is an
important structure of the olfactory system. The bilateral lesion of the MPOA/AH produces
a permanent inhibition of sexual behavior in males of all the species studied to date. It has
been suggested that this brain region is important in the processing of sexually relevant
olfactory cues.

The aim of the present study was to determine the possible role of the main olfactory
system (MOS) in the perception of olfactory signals, as well as to explore the role of the
MPOA/AH in the processing of sexually relevant olfactory cues. The results indicate that
males are able to recognize volatile sexually relevant olfactory cues from their conspecifics.
This was determined using an olfactory discriminating test. The bilateral lesion of the
MPOA/AH eliminates the male's ability to discriminate odors from conspecifics but not
control odors. Together, these results suggests that the MPOA/AH is a very specialized
structure involved in discriminating sexually relevant olfactory cues.
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CAPITULO 1.

“Bartleboom tiene treinta y ocho afios. El cree que en alguna
parte, por el mundo, encontrara algun dia a una mujer que,
desde siempre, es su mujer. De vez en cuando lamenta que el
destino se obstine en hacerle esperar con obstinacion tan
descortés, pero con el tiempo ha aprendido a pensar en el
asunto con gran serenidad. Casi cada dia, desde hace ya afios,
toma la pluma y le escribe. No tiene nombre y no tiene sefias
para poner en los sobres, pero tiene una vida que contar. Y ¢;a
quién sino a ella? El cree que cuando se encuentren seré
hermoso depositar en su regazo una caja de caoba repleta de
cartas y decirle

-Te esperaba.

Ella abriria la caja y lentamente, cuando quiera, leera las cartas
una a una y retrocediendo por un kilométrico hilo de tinta azul
recobrara los afios —los dias, los instantes- que ese hombre,
incluso antes de conocerla, ya le habia regalado. O tal vez, mas
sencillamente, volcara la caja y, atonita ante aquella divertida
nevada de cartas, sonreira diciéndole a ese hombre

-Tu estas loco.

Y lo amara por siempre”.



Fragmento de Océano mar
Alessandro Baricco

1 Introduccion:

El sistema olfatorio es importante para regular funciones neuroendocrinas,
reproductoras, maternas y de agresion. También participa en el reconocimiento de
individuos de la misma especie, predadores y presas. La olfaccién también es
necesaria para seleccionar correctamente los alimentos, asi como en la
determinacién de su sabor ya que estos resultan de la integracién de senales
olfatorias y gustativas. Se acepta que las sefales olfatorias juegan un papel
decisivo en el control de la conducta y en algunos procesos de memoria, pero los
mecanismos neurales involucrados en la percepciéon de los olores todavia no
estan bien comprendidos (Paxinos, 2004). Las sefiales que procesa el sistema
olfatorio y que regulan la conducta se llaman feromonas y pueden tener distintos
origenes: los olores tipicos de la especie, del sexo e individuales resultan de la
expresion de ciertos genes, mientras que la informacion correspondiente al estatus
social, la fase estral y la maternidad dependen del estado hormonal del individuo
(Johnston, 1998). En los mamiferos, la correcta secrecion, deteccion e
interpretacion de la informacion dada por estas sefales quimicas esta involucrada
en el desarrollo de una gran variedad de conductas, como son: la atraccion de la
pareja, el bloqueo de la pubertad, el estado estral y la prefiez. También controlan
el reconocimiento individual, relaciones madre-cria y el despliegue de conductas
de agresion. Los mamiferos utilizan la orina como la mayor fuente de secrecion de
sustancias quimicas para el inicio de conductas mediadas por feromonas
(Paxinos, 2004).
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El sistema olfatorio de los mamiferos consta de dos vias neurales, la via
principal y la accesoria (fig. 1), estas vias difieren en sus elementos. Los
elementos periféricos del sistema olfatorio principal (SOP) incluyen al epitelio
olfatorio y al bulbo olfatorio principal (BOP), mientras que los constituyentes
periféricos del sistema olfatorio accesorio (SOA) son el bulbo olfatorio accesorio
(BOA) y el érgano vomeronasal (OVN) que actua como una bomba de aire,
dilatandose y contrayéndose de manera voluntaria (Las vias se pueden observar
en la fig 1). Esta caracteristica del OVN hizo pensar que habia evolucionado para
detectar y procesar olores no volatiles, donde el sistema de bombeo facilita la
entrada a estos compuestos olfatorios pesados, o de naturaleza no volatii a la via
accesoria. Hasta hace pocos afios se aceptaba que el SOP podia procesar
sefales olfatorias volatiles dadas por el medio ambiente y que el SOA estaba
limitado a procesar sefiales quimicas no volatiles producidas por conespecificos,
entre ellas las feromonas (Scalia y Winans, 1975 ; Meredith, 2001 ; Xu y cols.,
2005 ). Sin embargo nueva evidencia ha cuestionado si las feromonas son
unicamente de indole no volatil, y si su detecciéon es exclusiva del SOA. Por
ejemplo, Sachs (Sachs y cols., 1994) reporté que olores volatiles provenientes de
hembras en estro pueden provocar erecciones sin contacto en ratas con y sin
experiencia sexual. Ademas report6 mayor activacion de c-Fos, un gen de
estimulacion temprana frecuentemente utilizado como indicador de activacion
neuronal en pruebas conductuales
(Hoffman y cols., 1993), en el Area
Preodptica Medial / Hipotalamo anterior
(APM/HA) y en el BOP sin embargo no
hubo expresion en el BtOA, por lo que

interpretd que ciertas feromonas pueden
ser procesadas por el SOP y después
continuar la via neural del SOA. En este

sentido también se han hecho estudios.
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Fig 1. Vias de proyeccion de ambos sistemas olfatorios en un cerebro de roedor. A
la izquierda observamos la via accesoria y en la derecha la via principal. EI bulbo
olfatorio accesorio (2) recibe proyecciones del 6rgano vomeronasal (1) este manda
aferencias a la amigdala (4 y 5) y al nucleo lecho de la estria terminal (NLET) (7).
Los nucleos de la amigdala medial anterior y posterior proyectan al NLET y por
ultimo este proyecta al area predptica (8). El BOP (B) recibe proyecciones del
epitelio olfatorio (A) y proyecta al nucleo cortical anterior (F) y posterolateral de la
amigdala (G). EI BOP tiene numerosas proyecciones corticales como la taenia
tacta (C), el nucleo olfatorio anterior (D), el tubérculo olfatorio (E), la corteza
periforme (H) y entorinal (I). Adaptado de (Winans y Powers, 1977)

con hembras en donde se mostré que las hembras expuestas a olores volatiles
mostraban preferencia por los olores de machos seualmente expertos y no por los
olores de machos castrados (Scott Pfaff 1970, Jemiolo Alberts 1985). También se
conoce que los genes de histocompatibilidad, que son moléculas secretadas por el
sistema inume de los individuos a partir de su genoma y que brindan informacion
sobre la salud genética y divergencia haplotipica de los individuos, son
reconocidas por receptores en el BOP (Yamazaki 1976). Es importante recalcar
que la colaboracion de los dos sistemas olfatorios todavia no es totalmente clara,

pero hay estudios que demuestran una comunicacion a nivel del BOP/BOA (36).

Uno de los propositos de este trabajo, es responder a la pregunta de si las sefales
volatiles y el SOP participan en el procesamiento de claves quimiosensoriales

sexualmente relevantes para el reconocimiento de pareja.

2 Senales Olfatorias Sexualmente Relevantes

Uno de los principales problemas en el estudio de la olfaccion y como regula la
conducta es el uso indiscriminado del término “feromona”. En la definicidén clasica
dada por Karlson y Luscher (1959) el nombre de feromona se da a “una sustancia
quimica que lleva informacién sobre el estado fisiolégico o conductual del individuo
a un conespecifico, resultando en una reaccion especifica y preprogramada del

receptor”. No es claro si las feromonas son compuestos simples y/o un mosaico
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de compuestos que activan una determinada conducta. Se ha tratado de clasificar
a estas senales quimicas de acuerdo a su complejidad y el tipo de conducta que
desencadenan. Por su complejidad molecular se dividen en; 1) feromonas simples
o clasicas, que son compuestos moleculares sencillos identificados por primera
vez en insectos; 2) feromonas compuestas, que son mezclas de un numero de
pequefios compuestos quimicos que solo son efectivos en ciertas concentraciones
especificas para cada uno; 3) sefiales olfatorias de calidad (del inglés: odor-quality
signs), que son grandes complejos de compuestos quimicos cuya importancia y
significado dependen de las concentraciones de los mismos y del estado
fisiolégico del receptor. Por los efectos conductuales que originan se dividen en; 1)
feromonas iniciadoras (del inglés: primming), que tienen un efecto inmediato en la
conducta como la atraccion de la pareja o el inicio de la agresion; y en 2)
feromonas liberadoras (del inglés: releasing), que tienen efectos a largo plazo,
como el inicio prematuro de la madurez sexual de las hembras juveniles en
presencia de machos activos, o el bloqueo de la prefiez en presencia de un macho

extrano.

Johnston (2000) sefala cinco puntos importantes a considerar cuando se trabaja
con comunicacion quimica: 1) Existen una gran variedad de tipos de senales,
desde las feromonas clasicas descritas hasta una variedad de moléculas que
también son importantes para la comunicacién quimica. 2) EI SOA es, en gran
medida, responsable del procesamiento y deteccion de la mayoria de las
feromonas. 3) El SOP puede responder a algunas feromonas. 4) El SOA responde
a algunas sefales olfatorias volatiles provenientes del medio ambiente. 5) La
mayoria de las ocasiones, el SOA y el SOP interactuan para mediar respuestas a
estimulos olfatorios, como ya dijimos, se sabe que hay comunicacién al menos a
nivel de los BOA y BOP.

Con base en lo anterior podemos decir que la gran diversidad de senales
relacionadas con la comunicacion quimica de los vertebrados no esta dada solo
por feromonas clasicas. El procesamiento de estas sefiales debe estar regulado

por uno o los dos sistemas olfatorios. Ademas, no podemos descartar otros
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factores del receptor, como el estado hormonal, el estrés y la experiencia sexual

entre otros para el desencadenamiento de ciertas conductas. Justo, uno de los

propdsitos de este trabajo es tratar de dar luz a los tipos de sefales que pueden procesar los

diferentes sistemas olfatorios y el tipo de conductas que pueden desencadenar.

3 Experiencia Sexual

La experiencia sexual parece ser un factor importante en la respuesta conductual
a las feromonas. Machos sexualmente inexpertos con lesion en el OVN no logran
iniciar la copula en presencia de una hembra receptiva, mientras que los machos
sexualmente expertos, con la misma lesion, no muestran déficit en sus patrones
de conducta sexual. Las lesiones en el SOP no provocan ninguna disminucion en
la conducta en machos expertos o inexpertos, o que sugiere que la integridad de
cualquiera de los dos sistemas olfatorios es suficiente para ejecutar la conducta
después de haber adquirido experiencia sexual (Meredith, 1986). Hembras con y
sin experiencia sexual resultan atraidas hacia moléculas no volatiles inmersas en
el aserrin donde se alojaron machos expertos, pero solo las hembras con
experiencia resultan atraidas por compuestos volatiles de la orina de machos
sexualmente activos. Esto sugiere que, al igual que los machos, es necesaria la

experiencia sexual para asociar olores volatiles sexualmente relevantes.

Se ha postulado que la amigdala (AMG), que forma parte de ambas vias
olfatorias, puede agregar un valor negativo o positivo a un estimulo olfatorio, lo
que resulta en conductas de aversién o atraccion. Con base en lo anterior, se sabe
que algunos estimulos detectados por el OVN tienen un valor emotivo intrinseco,
como las feromonas o sefales quimicas secretadas por presas o predadores,
mientras que los olores volatiles asociados a individuos del sexo opuesto son
adquiridas con la experiencia sexual. Esto dultimo puede ser debido al
reforzamiento y aumento entre las conexiones neurales de la AMG y el continuo
del area predptica medial/hipotalamo anterior (APM/HA), que también forma parte

de ambos sistemas olfatorios y ademas es conocida por su importancia en la
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regulacion de la motivacién sexual masculina (Meredith, 2002 ; Moncho-Bogani y
cols., 2002 ; Moncho-Bogani y cols., 2005). A continuacion se hara una breve

descripcion del SOA y de sus estructuras.

4 Sistema Olfatorio Accesorio (SOA)

El SOA o sistema de proyeccion vomeronasal (fig. 2) es el principal mediador de
feromonas que desencadenan cambios fisiolégicos y hormonales preprogramados
y estereotipados como la liberacion de hormona luteinizante que acelera la
pubertad de las hembras cuando estan en contacto con sefales olfatorias de
machos sexualmente activos (efecto Whitten), o la liberacién de testosterona en
los machos cuando entran en contacto con hembras receptivas. También procesa
la informacién necesaria para la aceleraciéon de la madurez sexual de hembras
joévenes en presencia de machos y el efecto Bruce (que es la pérdida de la prefiez
en ratones hembras que acaban de copular con un macho ante el olor de la orina
de un segundo macho) entre otros (Dulac, 2000 ; Meredith, 2001). Se ha
demostrado que sustancias quimicas a concentraciones picomolares activan los
receptores del OVN (Zufall y Leinders-Zufall, 2000). Estos receptores son capaces
de responder de manera especifica a ciertas moléculas olfatorias Uunicamente.
Estas caracteristicas hacen al SOA capaz de detectar feromonas simples o
mezclas de ellas, dentro de un contexto quimico complejo (olores corporales y
ambientales). Se cree que los cambios fisiologicos y hormonales dados por la
estimulacion del SOA estan mediados por proyecciones de este sistema a zonas
limbicas, como la amigdala medial y posteromedial, el nucleo lecho de la estria
terminal, asi como al area preoptica medial, una de las areas criticas para la
conducta sexual masculina (Johnston, 1998 ; Meredith, 1998). A continuacion
describiremos las estructuras del SOA y algunas evidencias que demuestran que

son importantes en el control de la conducta sexual.
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TERMINALIS

S, NUCLEO NUCLEO REGULACION DE LA
CORTICAL MEDIAL ACTIVIDAD MOTORA

ORGANO VOMERONASAL

1 : : AMIGDALA
IDENTIFICACION DE LAS SENALES INTEGRACION DE LOS ESTIMULOS
OLFATORIAS SEXUALMENTE RELEVANTES OLFATORIOS ¥ SENSORIALES

F———————=t SISTEMA VOMERONASAL (SVN)

Fig 2. Vista sagital del sistema vomeronasal (Modificado de Baum, 1992)s

4.1 Organo Vomeronasal (OVN)

El OVN Es una estructura quimioreceptora fusiforme que se encuentra
bilateralmente localizado en la parte mas rostral del septum nasal. Es regulado
desde el nacimiento por esteroides gonadales y el mantenimiento de su morfologia
depende de la secrecibn de hormonas durante la edad adulta (Segovia y
Guillamon, 1982). La interaccion de ciertas moléculas olfatorias en el epitelio
vomeronasal modifica la secrecion de hormonas esteroides y desencadena
cambios fisioldgicos y conductuales. (Fleming, 1979 ; Saito y Mennella, 1986 ;
Romero y cols., 1990). La importancia del OVN para el inicio y mantenimiento de
la conducta sexual masculina se ha estudiado mediante diversas técnicas de
lesion. La remociéon del OVN en ratas macho sexualmente expertas solo
incrementa la latencia de la primera intromision y disminuye el numero de

intromisiones, pero todos los animales son capaces de eyacular. En machos

16



inexpertos, si hay disminucion en el porcentaje de machos que eyaculan (Saito y
Moltz, 1986 ; Kondo y cols., 2003 ). No se observan cambios en las erecciones
espontaneas inducidas por los olores de hembras sexualmente receptivas, aunque
se propone que la percepcion de estas sefales es procesada por el SOP (Kondo y
cols., 1999). La lesion del OVN modifica la actividad de las otras estructuras que
componen la via del SOA, se ha demostrado que, al extraer el OVN integramente,
disminuye el numero de neuronas que responden, evaluado por c-Fos, inducido
por la copula en la capa granular del BOA asi como en la amigdala medial (Kondo
y cols., 2003).

4.2 Bulbo Olfatorio Accesorio (BOA)

El BOA es una estructura que se localiza en la porcion dorsal del bulbo olfatorio
principal, en sentido dorsocaudal (Paxinos y Watson, 1997) El nervio del érgano
vomeronasal transmite informacion desde el OVN hasta el glomérulo del BOA. El
BOA proyecta directamente al nucleo del tracto olfatorio accesorio y a la amigdala
medial. Las neuronas del BOA expresan receptores a esteroides (Shughrue y
cols., 1997a ; Shughrue y cols., 1997b), los cuales pueden ser modulados
directamente por las hormonas circulantes. El desarrollo de esta estructura se
encuentra influenciado por esteroides gonadales (Roos y cols., 1988), y se ha
observado que es mas grande en la rata macho que en la hembra. El BOA se ha
relacionado con la inhibicion de la conducta sexual, en la participacion de ciertas
respuestas endocrinas como la agresion y la habituacion, entre otras (Edwards,
1974). La lesion en esta estructura genera cambios mas drasticos en la conducta
copulatoria, ya que al extraer el BOA se observa una disminucion del numero de
animales que eyacula. Esta alteracion es debida a la dificultad de los machos para
iniciar la copula (Larsson, 1969 ; 1975), y para mantenerla una vez iniciada
(Meisel, 1980). Las lesiones en esta estructura tienen una mayor influencia en la
conducta sexual en machos inexpertos que en expertos (Bermant, 1969). Un
resultado mas dramatico se obtiene al hacer una bulbectomia, ya que esto
produce una peérdida completa de la conducta sexual en los machos inexpertos

(Winans y Powers, 1977). Edwards y cols. (1990) demostraron que la bulbectomia

17



ademas de inhibir la conducta sexual, disminuye la preferencia de pareja debido a
un deterioro en la capacidad para percibir sefiales quimio-sensoriales sexualmente
relevantes que impiden al macho discriminar el olor de sus conespecificos como
posibles parejas sexuales. Ademas se postula que la memoria olfatoria se
encuentra contenida en los circuitos reverberantes entre las neuronas de las
capas mitrales y granulares de esta estructura, dado que las la administracion de
farmacos que inhiben temporalmente a esta estructura logran evitar el efecto

Bruce (Binns y Brennan, 2005).

4.3 Amigdala (AMG)

La amigdala esta relacionada con una gran variedad de conductas y funciones
reguladoras, como las emociones, la memoria, la modulacion de los sistemas
auténomos y neuroendocrinos, la reproduccion y la agresién (Barros y cols., 2003;
Dominguez y cols., 2001; Wintink y cols., 2003) Esta estructura también presenta
diferencias sexualmente dimdérficas, siendo mas grande en los machos que en las
hembras (Segovia y Guillamon, 1996). Se ha demostrado que el tamafio de este
nucleo depende de las hormonas gonadales ya que la gonadectomia disminuye el
tamafno de la amigdala en los machos. Esta disminucion se revierte mediante el
reemplazo hormonal con testosterona o con sus metabolitos (Cooke y cols., 1999
;  Cooke y cols., 2003). La amigdala recibe informacion, entre muchas otras
estructuras, de los bulbos olfatorios y del OVN. La informacién es procesada en
esta estructura antes de proyectar al area predptica medial. La amigdala medial es
el blanco de la via del SOA, y presenta receptores tanto para los androgenos
como para los estrégenos (Stumpf y cols., 1982 ; Simerly y cols., 1990). Las
lesiones en la amigdala cortico-medial alteran los patrones de copula, aumentando
la latencia de monta y de eyaculacion, asi como los intervalos inter-intromisiones.
Los machos también realizan un mayor numero de intromisiones antes de
eyacular (Kondo y Sachs, 2002). Por el contrario, las lesiones en la amigdala
basolateral no tienen efectos sobre la conducta sexual masculina (Harris y Sachs,
1975).
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Nucleo del lecho de la estria terminal (NLET)

El nucleo del lecho de la estria terminal (NLET) es una estructura sexualmente
dimorfica, siendo mas grande en los machos (Segovia y Guillamon, 1996).
Establece conexiones reciprocas con la amigdala medial y el area predptica
medial. La lesion de este nucleo incrementa el numero de montas e intromisiones
necesarias para la eyaculacion, asi como el intervalo inter-intromisién y la latencia
de eyaculacion (Emery, 1976 ; Claro y cols., 1995 ; Liu y cols., 1997). Es
importante destacar que las lesiones del NLET y de la amigdala corticomedial
tienen efectos conductuales muy parecidos, lo que sugiere que es un relevo de
informacion desde la amigdala a otras areas, como el area predptica medial
(Benjamin, 1982). Otros autores sugieren que el NLET es una extension de la
amigdala (Allison, 1953). EI NLET y la amigdala corticomedial estan
principalmente involurados en el mantenimiento de la conducta copulatoria y de la
eyaculacion. Aparentemente, también integran las vias neuronales que controlan
parcialmente el inicio de la conducta copulatoria y su reinicio después de una

eyaculacion (Emery, 1976).

4.4 Area predptica medial (APM/HA)

El APM/HA se localiza entre la porcion caudal del quiasma Optico y la comisura
anterior, tiene como borde rostral y caudal a la lamina terminal y la division media
del NLET respectivamente. Las neuronas del APM/HA concentran receptores para
androgenos y estrégenos (Pfaff, 1973). Por sus diversas conexiones a diferentes
partes del cerebro se le atribuyen diversas funciones como la regulacion endocrina
de la gonadotropina pituitaria, liberacion de prolactina, termorregulacion, conducta
materna y sexual (Conrad y Pfaff, 1976 ; Chiba y Murata, 1985 ; Simerly y
Swanson, 1986 ; Singer y cols., 1987 ). La importancia de esta region en el

control de la conducta sexual se describira con detalle mas adelante.
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5 Sistema Olfatorio Principal (SOP)

En el sistema olfatorio principal (fig. 3), las moléculas volatiles son transducidas
por neuronas receptoras olfatorias de primer orden inmersas en el epitelio olfatorio
localizado dentro de la cavidad nasal. Estas neuronas proyectan sus axones por el
nervio olfatorio hacia el BOP donde hay retroalimentacién antes de seguir la ruta
neural. Las moléculas volatiles deben entrar en la cavidad nasal para que se
estimulen las neuronas receptoras, las cuales estan sujetas a corrientes de aire
relativamente turbulentas dentro de la narina. La duracion, y la velocidad del
olfateo son factores importantes para la eficiencia de la estimulacion olfativa (para
una revision ver Paxinos 2004). Una vez que se lleva a cabo la transduccion de la
sefal quimica a eléctrica, ésta llega al BOP por el nervio olfatorio. En general se
sabe que una region del BOP recibe eferencias de neuronas receptoras de
cualquier parte del epitelio, sin embargo existe una tendencia de organizacion

somatotopica. (Astic y Saucier, 1986).

El BOP tiene una organizacién laminar, la capa mas superficial es la del nervio
olfatorio, que contiene las fibras sin mielina de las neuronas receptoras y células
gliales. Inmediatamente después se encuentra la capa glomerular. Los glomérulos
son estructuras esféricas cubiertas por una capa de neuronas pequenfias y glia, en
esta capa se da la sinapsis entre los axones de las neuronas receptoras y las
dendritas de las neuronas mitrales. Después de la glomerular se encuentra la
plexiforme externa, que tiene poca densidad de somas, y una gran cantidad de
glia y de dendritas de neuronas mitrales y en penacho. Le sigue en profundidad la
capa mitral; es muy delgada y tiene los somas de las neuronas mitrales que
proyectan sus axones, junto con las de penacho, a las demas estructuras de la via
después de que el estimulo fue regulado en las capas anteriores. La capa mas
interna del BOP es la plexiforme interna, donde se localiza una gran cantidad de

fibras que conectan con la corteza olfatoria y la amigdala.
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Fig.3 Via de proyeccion del sistema olfatorio principal.
El compuesto quimico entra a través de las narinas y
encuentra a su receptor en el epitelio olfatorio donde se
transluce la senial y se proyecta al BOP, este proyecta
a nucleos corticales como la taenia tacta, el nucleo
olfatorio anterior, el tubérculo olfatorio, la corteza
periforme y entorinal, y proyecta axones al nucleo
cortical y medial de la AMG donde comparte sus
proyecciones con la via accesoria. La estria terminalis
transfiere la informacion de la AMG al nucleo del lecho
de la estria terminalis, finalmente el NLET proyecta sus
axones al area preoptica medial (APM/HA). (Modificado
de Baum 1992)

El BOP proyecta a una serie de estructuras que se conocen colectivamente como
corteza olfatoria primaria (de Olmos y cols., 1978), que se subdividen en tres
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grupos: a) el nucleo olfatorio anterior; b) la corteza olfatoria medial que comprende
el indusium griseum, la continuacion hipocampal anterior, la taenia tacta, la
corteza infralimbica y el tubérculo olfatorio; c) la corteza olfatoria lateral que
comprende a la corteza piriforme, la periamigdaloide, la transicional y la entorrinal
(Paxinos, 2004). A continuacion se describe brevemente la anatomia de estos
nucleos:

a) El ndcleo olfatorio anterior se encuentra interpuesto entre el BOP y la
corteza piriforme, es una estructura compuesta de una capa plexiforme y una capa
de células empaquetadas muy homogénea, excepto por la zona central (Haberly y
Price, 1978a ; b ). Esta estructura recibe aferencias de la capa mitral del BOP,
también tiene aferencias moduladoras provenientes del raphe (McLean y Shipley,
1987) y del locus coeruleus (McLean y cols., 1993). Tiene eferencias al BOP, pero
la mayoria de ellas van a la corteza piriforme, al tubérculo olfatorio y a la porcién
temporal de la capa CA1 del hipocampo (Luskin y Price, 1983a, b).

b) Como ya mencionamos, la corteza olfatoria medial esta compuesta por
varias estructuras de gran complejidad celular, por lo que han sido poco
estudiadas, a continuacion mencionaremos algunas de las aferencias y eferencias
principales de cada una de ellas: el Indusium Griseum (IG) tiene aferencias del
BOP y de la corteza entorrinal y tiene eferencias hacia el giro dentado. La
continuacion hipocampal anterior tiene las mismas aferencias y eferencias que el
IG, con la diferencia que este nucleo si proyecta al BOP, ademas proyecta a los
cuerpos mamilares y al nucleo talamico (de Olmos y cols., 1978 ; Adamek y cols.,
1984 ). La taenia tacta proyecta principalmente al BOP (de Olmos y cols., 1978 ;
Shipley y Adamek, 1984). La corteza infralimbica se ha relacionado como un
vinculo entre el sistema autonomo y el olfatorio, debido a sus conexiones con
diversos nucleos del sistema auténomo. El tubérculo olfatorio recibe aferencias de
las células mitrales y en penacho del BOP.

c) Esencialmente la corteza olfatoria lateral estd compuesta por cuatro
estructuras corticales: La piriforme, la periamigdaloide, la transicional y la
entorrinal, todas ellas reciben aferencias del BOP y todas ellas estan

interconectadas entre si. Estas areas estan implicadas en procesos cognitivos,
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conductuales, emocionales y de memoria (Johnston y Peng, 2000 ; Paxinos,
2004).

23



CAPITULO I1I.

“Solo, en medio de la playa, Bartleboom miraba... Estudiaba el
punto exacto en el que la ola, después de haber roto una decena de
metros mas atras, se extendia subiendo por la delicada pendiente
de la playa y al final se detenia... En el circulo imperfecto de su
universo Optico, la perfeccion de aquel movimiento oscilatorio
formulaba promesas que la irrepetible unicidad de cada ola en si
condenaba a no ser mantenidas. Sus ojos buscaban la verdad
descriptible y reglamentada de una imagen segura y completa; y
acababan, por el contrario, corriendo detras de Ila movil
indeterminacion de aquel ir y venir que a cualquier mirada cientifica
adormecia y burlaba.

Resultaba molesto. Era necesario hacer algo. Detuvo los ojos. Los
fij6 delante de los pies, encuadrando un trozo de playa mudo e
inmovil. Y decidié esperar. Antes o después entraria —en el marco
de aquella mirada que él suponia memorable en su cientifica
frialdad- el perfil exacto, pespunteando espuma, de la ola que
esperaba. Y alli se quedaria fijada, como una huella en su mente. Y
él la entenderia. Se sumergié en una inmovilidad sin sentimientos,
transformandose, por asi decirlo, en neutral e infalible instrumento
Optico. Casi no respiraba. Sobre el circulo fijo recortado por su
mirada cayé un silencio irreal, de laboratorio...

- Y qué es lo que hay que estudiar?

-Bueno, es un punto importante..., a veces no se le presta atencion,
pero pensandolo bien ahi sucede algo extraordinario, algo...
extraordinario.

-¢,De verdad?

-Bartleboom se acercd ligeramente a la mujer. Se hubiera dicho que
tenia un secreto que decir cuando dijo

-Ahi acaba el mar...”

Fragmento de Océano mar
Alessandro Baricco
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6 Conducta Sexual

La reproduccion de las especies sexuadas necesita una serie de interacciones
entre diversos sistemas fisiologicos y de un repertorio conductual especifico,
llamado comportamiento sexual (Larsson, 1979). Este comportamiento opera bajo
dos mecanismos: uno motivacional que lleva al individuo a la busqueda y al inicio
de la interaccion con la pareja sexual y otro consumatorio o ejecutorio que permite
llevar a cabo la copula (ver figura 4). El mecanismo de busqueda de un incentivo
sexual es el interés que muestra el sujeto para encontrarse con una potencial
pareja sexual y aunque no es facil definirlo ni medirlo, puede inferirse a través de
diversas conductas. Por ejemplo, cuantificando la activacion de una palanca, el
tiempo que pasa cerca del estimulo sexual en una arena, la velocidad en la que se
recorre un laberinto para llegar con un macho o una hembra sexualmente activa,
entre otros. Por otro lado, el componente consumatorio o ejecutorio es altamente
estereotipado. Agmo (2002) sugiere que ambos mecanismos pueden llevarse a
cabo de manera independiente y que son gobernados por distintos mecanismos
neurales y conductuales. Para que la fase consumatoria se lleve a cabo es
necesario que exista una conducta de aproximacién (busqueda del incentivo
sexual), sin embargo, estas conductas de aproximacion no necesariamente

culminan con la fase ejecutoria.

La motivacién es un constructo hipotético que hace referencia a una fuerza que
impulsa al individuo a realizar una conducta tomando en cuenta no solo factores
internos, sino también externos (Toates, 1981). Esto es, que el individuo se ve
impulsado a la consecucion de una meta. Las estructuras cerebrales mas
relacionadas con los procesos motivacionales y emocionales son aquellas
pertenecientes al sistema limbico, entre ellas la amigdala, que forma parte del
sistema de proyeccion vomeronasal y del sistema olfatorio principal. La motivacion

sexual es diferente a otro tipo de motivaciones como la de ingesta, sed o de
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respuesta al peligro, todas ellas responden a una necesidad de supervivencia del
organismo, pero la abstinencia sexual de un organismo no tiene repercusiones a
corto plazo. A diferencia de las motivaciones primarias, como la ingesta o la sed
que, para saciarlas no necesitan la presencia de un comparero sexual, en el caso
de la motivacion sexual, la necesidad de iniciar el patron de la copula, es activado
por la presencia de una pareja adecuada y si esta no se encuentra no habra

repercusiones acumulativas en el organismo (Agmo, 2003).

En la conducta sexual de la rata macho se observan tres fases: las conductas
precopulatorias, las copulatorias y las postcopulatorias. Las conductas
precopulatorias consisten basicamente en el olfateo y exploracion anogenital y en
el aseo de la pareja (Hlinak, 1986, 1987, 1990). Durante este periodo los roedores
de ambos sexos suelen emitir vocalizaciones ultrasonicas que tienden a aumentar
la excitacién de la pareja (Pomerantz y Clemens, 1981 ; Knutson y cols., 2002 ).
También se ha demostrado que si la estimulacion precopulatoria producida no es
la adecuada es muy probable que la cépula no se lleve a cabo (Paredes y Agmo,
1989). En la fase copulatoria la rata despliega una serie de patrones de montas e
intromisiones (ver figura 4) que culminan con la eyaculacién (Meisel y Sachs,
1994). En la monta, el macho abraza con sus miembros anteriores el flanco de la
hembra, presenta movimientos pélvicos y finaliza desmontando lentamente. La
intromisién es una monta con movimientos pélvicos mas prolongados y profundos
seguida de una desmonta rapida y brusca donde se presupone que hay
penetraciéon vaginal. La eyaculacion es una intromision que termina con un
movimiento pélvico brusco, mantenido por algunos segundos finalizando cuando el
macho desmonta lentamente con un movimiento lateral de los miembros

anteriores (Meisel y Sachs, 1994).
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Fig.4 Patrones de conducta sexual en la rata macho.
Primero existe un acercamiento hacia la pareja, luego
hay una investigacion y reconocimiento por medio del
olfateo anogenital. Después se realizan varias montas
e intromisiones antes de llegar a la eyaculacion.
(Modificado de(Slob, 1997 #784)

La fase postcopulatoria es el intervalo que se presenta entre la eyaculacién del y
la primera intromision del siguiente ciclo copulatorio. Tiene dos fases; el intervalo
posteyaculatorio absoluto caracterizado porque el macho no tiene actividad sexual
y emite vocalizaciones caracteristicas; y el intervalo posteyaculatorio relativo en el
que el macho realiza una serie de montas sin lograr la intromision (Pollak y Sachs,
1975).

Son varias las estructuras cerebrales involucradas en el control de la conducta
sexual, entre ellas algunas de las previamente descritas que procesan los
estimulos olfatorios. Una descripcidén detallada de las evidencias que involucran a
estas estructuras en el control de la conducta sexual puede encontrarse en
revisiones especializadas en el tema (Paredes 2003; Paredes y Baum 1997). Un

analisis detallado de esta literatura demuestra que dentro de todas las estructuras
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cerebrales estudiadas, la que parece ser fundamental para la expresion de la
consucta sexual es el APM/HA. En el siguiente inciso describiré las evidencias,
algunas de ellas realizadas en nuestro laboratorio, que demuestran que esta

region cerebral es crucial en el control de la conducta sexual masculina.

7 APM/HA y Conducta Sexual

Desde los primeros estudios realizados en 1941 (Brookhart y Dey, 1941), se
demostrdé que las lesiones en el APM/HA producian la pérdida total de la conducta
sexual masculina en conejillos de indias. Resultados similares se describieron en
1954 (Hillarp y cols., 1954) y en 1956 (Soulariac y Soulariac, 1956) donde se
demostré la pérdida de la conducta sexual masculina por lesiones bilaterales
extensas en el APM/HA. Por otro lado, lesiones mas pequefas o unilaterales no
tienen el mismo efecto, ya que las alteraciones en la conducta sexual son leves y
temporales y los machos recuperan la conducta (Lisk, 1968). La pérdida de la
conducta sexual se obtiene con diferentes tipos de lesion en el APM/HA, ya sean
lesiones quimicas reversibles como el uso de lidocaina o irreversibles como el
acido iboténico, eléctroliticas, mecanicas y con radiofrecuencia. Los estudios
hechos con lesiones quimiotdéxicas han demostrado que son las neuronas
contenidas en el APM/HA las responsables de la pérdida de la conducta sexual
masculina dado que este tipo de lesién solo afecta a los somas de la region donde
se aplican y dejan intactos los axones de paso (Szechtman y cols., 1978 ; Hansen
y cols., 1982 ; Lupo y cols., 1983 ; Hurtazo y cols., 2004). Ademas, esta
estructura es filogenéticamente muy importante, ya que los efectos de las lesiones
del APM/HA se han descrito en varias especies de vertebrados incluyendo: ratas,
ratones, hurones, conejillos de indias y borregos entre otros. (Heimer y Larsson,
1966/1967 ; Meisel y Sachs, 1994). Sin embargo, los estudios enddcrinos y

conductuales mas detallados estan hechos en ratas.

Para un adecuado despliegue de la conducta sexual masculina el papel del

APM/HA es fundamental, ya hemos dicho que las lesiones del APM/HA inhiben
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por completo la conducta sexual, cabria esperar que la estimulacion directa de
esta area facilite el inicio de esta conducta, esto es asi. De hecho 3 horas después
de lesiones pequefas del APM se observa una facilitacion de la conducta sexual
(Paredes y Agmo, 1992). En animales intactos, la estimulacioén eléctrica de esta
region también facilita la conducta sexual (Paredes y cols., 1990a ; Paredes y
cols., 1992). Por otro lado machos que han dejado de copular debido a una lesion
en el APM/HA han recuperado la conducta con implantes de tejido cerebral fetal
(Paredes y cols., 1990b). También se sabe que la conducta sexual masculina en
ratas castradas se ve reestablecida con implantes de testosterona en esta area,
pero no se reestablece si estos se implantan en cualquier otra region adyacente
(Balthazart y cols., 1990 ; Balthazart y Surlemont, 1990). Algunas de las
conductas socio-sexuales, como la persecucién de la hembra, se ven alteradas

significativamente cuando se lesiona esta region (Paredes y Baum, 1997).

Nuestro grupo de trabajo ha estudiado detalladamente a las ratas macho “no
copuladoras” considerando que si logramos entender por qué animales
aparentemente normales no despliegan la conducta podriamos explicar como se
genera la conducta en condiciones normales.. Estas ratas, aparentemente
normales, no logran llevar a cabo el patron de conducta sexual aunque sean
probadas en repetidas ocasiones con hembras sexualmente receptivas (Anderson,
1936; Paredes y cols., 1990a). Esta inhibicion de conducta no es dada por una
alteracion endocrina, ya que el tratamiento con testosterona no induce conducta
sexual en los machos no copuladores. Ademas, los niveles de testosterona en el
plasma, asi como las funciones eréctiles y eyaculatorias son similares entre las
ratas normales y estas ratas “no copuladoras” (Portillo y cols., 2006), dado que el
déficit conductual de estos animales no es resultado de un desajuste hormonal ni
fisiolégico, hemos sugerido que estos animales pueden tener algun tipo de
alteracion funcional en el APM/HA. Dado que el kindling (estimulacion eléctrica
repetida aplicada a estructuras del sistema nervioso para provocar crisis

epilépticas) en el APM/HA, y no en ninguna otra estructura cerebral, hace que los
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individuos no copuladores inicien el patron de conducta sexual (Dominguez-

Salazar y cols., 2003).

Se han propuesto tres hipodtesis para explicar el papel del APM/HA en el control de
la conducta sexual. La primera sugiere que las neuronas de esta area controlan
los aspectos consumatorios, la segunda sugiere que esta involucrada en la parte
motivacional de la conducta y la tercera que esta involucrada en ambos aspectos.
Nuestro grupo de trabajo esta interesado en emplear nuevos métodos para
evaluar la motivacion sexual, se han hecho pruebas de motivacion sexual
incentiva, de preferencia de pareja y de preferencia olfatoria (Paredes y cols.,
1993 ; Paredes y cols., 1998 ; Hurtazo, 2000 ; Dominguez-Salazar y cols., 2002 ;
Portillo y Paredes, 2003 ; Portillo y Paredes, 2004). Nuestros resultados sugieren
que el APM/HA esta nvolucrada en aspectos motivacionales. Por ejemplo:
demostramos que las ratas macho tienen una clara preferencia por el olor del
aserrin expuesto a hembras en estro en comparacion con aserrin limpio o de
aserrin expuesto a machos sexualmente activos (Hurtazo, 2000). Después de la
lesion del APM/HA esta preferencia se pierde y los animales pasan el mismo
tiempo en el aserrin expuesto a hembras en estro y anestro. Estos mismos
animales no muestran alteraciones en el procesamiento de claves olfatorias por el
SOA evaluado con c-Fos. Sin embargo no sabemos si los machos con lesiones
pierden la capacidad de discriminar entre los olores sexualmente relevantes. Si se
demuestra que los machos pierden la capacidad de discriminar entre un estimulo
sexualmente relevante de otro entonces podemos proponer que el APM/HA esta
involucrada en discriminacién olfatoria. Si por el contrario no se pierde la
discriminacion olfatoria, el APM/HA podria estar involucrado en el control
motivacional de la conducta. Asi, en el presente trabajo pretendemos evaluar si las
lesiones del APM/HA, que inhiben la conducta sexual, interfieren con la capacidad
de discriminar estimulos olfatorios sexualmente relevantes utilizando una prueba

para evaluar la discriminacién olfatoria, que se describira mas adelante.
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8 Hipétesis:
El APM/HA regula la discriminacion de estimulos olfatorios

sexualmente relevantes.

El APM/HA controla la motivacion hacia un incentivo sexual.

9 Objetivos:

Determinar si la experiencia sexual interviene en la percepcion y
discriminacion de estimulos olfatorios sexualmente relevantes
Determinar si la experiencia sexual interviene en la motivaciéon hacia

un incentivo sexual.

Definir si la lesion del APM/HA afecta la discriminacion de estimulos
olfatorios sexualmente relevantes y sexualmente no relevantes.
Definir si la lesion del APM/HA afecta la motivacion hacia un incentivo

sexual.
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10 Método General.
10.1 Animales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar con pesos entre 350 y 450 grs. y
hembras entre 200-300 grs. de peso. Los animales fueron mantenidos en un ciclo
invertido de luz-oscuridad (12:12), con libre acceso a comida comercial para rata
(LabDiet, 5001 dieta para roedores) y agua. Las hembras fueron ovarectomizadas
bilateralmente y se inyectaron con 25ug de benzoato de estradiol 48 horas antes y
con 1mg de progesterona 4-6 horas antes de las pruebas conductuales para
inducir niveles altos de receptividad y proceptividad. Las hormonas fueron
disueltas en 0.2ml de aceite de maiz comercial, e inyectadas subcutaneamente.
Todos los métodos fueron avalados por el comité de bioética del Instituto de

Neurobiologia.

10.2 Conducta Sexual

Se utilizaron cajas de observacién rectangulares (40x60x40 cm.) de acrilico
transparente donde se colocaron tanto los machos experimentales sexualmente
expertos, como las hembras estimulo en estro. En estas pruebas se registraron el
numero de montas e intromisiones anteriores a la eyaculacion, la latencia de

monta, intromision y eyaculacion asi como el intervalo post-eyaculatorio.

10.3 Grupos

Los machos experimentales fueron clasificados como:
1) Machos sexualmente expertos, aquellos sujetos que montaron, intrometieron
y eyacularon en las tres pruebas de conducta sexual masculina con hembras
en estro inducido.
2) Machos sexualmente inexpertos, aquellos que no fueron expuestos a

hembras sexualmente receptivas.

Los animales estimulo fueron clasificados como:
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1) Machos sexualmente expertos, de acuerdo al criterio de los machos
experimentales sexualmente expertos.

2) Hembras en estro, aquellas hembras con tratamiento hormonal (como se
describi6é anteriormente) que se encontraban en estro conductual a la hora de
la colecta de orina.

3) Hembras en anestro, hembras ovariectomizadas que no fueron tratadas con

hormonas antes de la colecta de orina.

10.4 Estimulos Olfatorios

Para las pruebas de dsicriminacion de estimulos olfatorios sexualmente relevantes
se obtuvo orina de los grupos estimulo de machos sexualmente expertos (n = 6),
de las hembras en estro (n = 10) y de hembras en anestro (n = 10), es decir de
hembras ovariectomizadas y sin tratamiento hormonal. Para obtener la orina se
coloco a los animales estimulo en una plancha de metal previamente desinfectada
dejandolos orinar sobre ella. La orina se recogié con una jeringa directamente de
la superficie donde orinaron. Las ratas estimulo fueron manipuladas previamente
para minimizar el estrés el dia de la colecta de orina. La orina se almacené a -12°c
en alicuotas de 100 ul. Los estimulos olfatorios control (no sexualmente
relevantes) fueron acetato de amilo y extracto de menta marca SURE. Dos ml de
cada compuesto fueron disueltos en 5 ml de glicerol y el estimulo neutro fue agua

desionizada.

10.5 Cirugia

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital (35mg/kg). Posteriormente
fueron colocados en un aparato estereotaxico y la lesion fue producida por la
aplicacién de acido quinolinico, un agonista a los receptores de NMDA (0.12 M en
PBS a un pH de 7.4). Las coordenadas de la lesién a partir de bregma fueron las
siguientes: 0 mm, en el eje anteroposterior; 0.6 mm en el eje lateral y 8 mm en el

eje dorsoventral a partir de la dura madre para llegar al APM/HA. Las lesiones
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fueron bilaterales usando una jeringa Hamilton de 0.1 pl. En cada lado se
inyectaron a presion 0.5 yl de acido quinolinico durante 5 minutos, esperamos
otros 5 minutos sin retirar la jeringa para evitar que se regresara por el canal de la

aguja. Una semana después de la lesion, se realizaron las pruebas post-lesion.

10.6 Inmunohistoquimica

Al final del experimento los animales fueron sacrificados con una sobredosis de
pentobarbital sédico. Por via intracardiaca fueron prefundidos con 200 ml de
solucion salina (9%) seguido de 200 ml de paraformaldehido al 4% preparado en
PBS 1M. Posteriormente se extrajeron los cerebros y se mantuvieron en
paraformaldehido por 2 hrs. Finalmente los cerebros fueron almacenados en
sacarosa al 30% para crioproteccion. El cerebro fue cortado en rebanadas
coronales de 30 um a nivel del APM/HA para la realizacion de una doble
inmunohistoquimica para detectar proteina glial acido fibrilar (GFAP) utilizando
como anticuerpo anti-GFAP y para localizar la proteina neuronal nuclear (NeuN)
utilizando anti-NeuN como anticuerpo. La GFAP se localiza unicamente en células
gliales astrociticas, estas células se incrementan cuando se produce una lesion
neurotoxica La NeuN se localiza principalmente en el nucleo de las neuronas, de
esta manera evaluamos indirectamente la proporcion de muerte neuronal. (Truitt y
Coolen, 2002)

11 Experimento 1.

Estandarizacion de la Prueba de Discriminacion Olfatoria

11.1 Antecedentes

Situaciones novedosas inesperadas generan una respuesta orientadora en el
sujeto que las percibe, se sugiere que esta respuesta juega un papel importante
en algunas formas de memoria y aprendizaje. Esta respuesta orientadora captura

la atencidon del sujeto involuntariamente hasta que se familiariza y se habitua
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(Yamaguchi, 2004). La deteccion de estos estimulos novedosos juega un papel
critico para evadir situaciones peligrosas y para adaptarse a los cambios
ambientales. Un estimulo novedoso provoca una respuesta orientadora que se

rechaza o se integra mientras el estimulo se vuelve familiar (Sokolov, 1963).

Cuando un animal es expuesto a un olor novedoso, se aproxima y lo investiga
activamente. Con presentaciones repetidas del olor, el animal pasa
progresivamente menos tiempo indagandolo (habituacién). Cuando se presenta
otro olor que el animal percibe como diferente al anterior renueva su interés y lo
investiga nuevamente (deshabituacion al estimulo anterior). Este nuevo interés por
parte del animal demuestra que puede diferenciar ambos olores (Woodley y Baum,
2003). Esta prueba se ha utilizado satisfactoriamente en ratones (referencia de
Gregg y thisen), pero no se habia realizado en ratas, asi el primer objeto fue la
estandarizacién de la misma. Antes de realizar las pruebas de discriminacién fue
necesario determinar si los sujetos percibian los diferentes estimulos olfatorios en
nuestras condiciones experimentales. Asi en el primer experimento, en tres
pruebas diferentes, determinamos si percibian los olores de machos sexualmente

expertos, de hembras sexualmente receptivas y de hembras en anestro.

11.2 Sujetos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (350 + 50 gr.) que fueron mantenidos
en un bioterio con ciclo de 12 hrs luz — 12 hrs oscuridad (las luces se encendieron
a las 21:00 hrs) con acceso libre a agua y alimento (Lab Diet Feed PMI, USA. No.
5008). Se hicieron dos grupos experimentales: 1) Grupo de machos sexualmente
expertos (n = 9): machos que eyacularon con hembras receptivas en tres pruebas
consecutivas de coépula separadas por 2 dias entre cada prueba. 2) Grupo de
machos sexualmente inexpertos (n = 8): machos que nunca estuvieron en

contacto con hembras sexualmente receptivas.

11.3 Procedimiento
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Las pruebas de olores sexualmente relevantes se llevaron a cabo en una caja
estandar de acrilico transparente (15 x 33 x 23 cm.) con la rejilla de alimento
cubierta en la superficie posterior con una malla de acero de 2mm de luz. A
continuacion, 10 ul del olor estimulo se vaciaron en un papel filtro colocado en la
porcidn céncava de un plato de plastico para pesar. Este se colocd sobre la malla
de acero de manera que la rata pudiera tener acceso a los olores volatiles de la
orina pero no pudiera tocarla con las narinas ni con las vibrisas. La prueba se llevo
a cabo con luz tenue para que los estimulos visuales no interfirieran con el

experimento (Figura 5).

11.4 Prueba Olfatoria

Se colocd a los sujetos en la caja de prueba (ver figura 5). Se hicieron tres
presentaciones del estimulo neutro seguidas de tres presentaciones del estimulo a
valorar. Cada exposicion del estimulo duré 2 minutos, con un minuto sin estimulo
entre presentacion y presentacion. Durante la presentacion del estimulo se conto
el tiempo en el que el animal experimental olfate6 el area correspondiente a la de
la charola para pesar. Se evaluaron las diferencias dadas por el tiempo de

olfaccion entre la tercera presentacion de agua y la primera del estimulo evaluado.

Fig.5 Se muestra a
un macho
gjecutando la prueba
de habituacion /
discriminaciéon de
olores al momento
de ejecutar la
conducta de olfateo
en el area estimulo.

11.5 Estadistica
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Se realizé un ANOVA de tres factores: Grupos (expertos vs inexpertos) estimulo
(agua vs estimulo) y presentacion (numero de estimulo), para medidas repetidas

en el factor presentacion.

En caso de diferencias significativas, se realizaron pruebas post-hoc de Fisher’s
LSD.
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11.6Resultados.

11.6.1 Prueba 1. Percepcion de orina de machos sexualmente

expertos

Se evaludé si los sujetos experimentales fueron capaces de percibir el olor
producido por la orina de otros machos sexualmente expertos con los parametros
ya descritos. Hubo un efecto significativo entre grupos (F¢16 = 5.463; p =
0.033).También entre los estimulos presentados (F(1,16) = 6.432; p = 0.022) y entre
presentaciones (F216) = 24.364; p < 0.001). Finalmente, también en la interaccion
entre grupos con el factor estimulo (F = 4.891 (116); p = 0.042). Las pruebas post
hoc demostraron que ambos grupos de machos, con experiencia sexual y sin ella,
perciben el olor presentado (p < 0.0001). Ademas el grupo de machos inexpertos
pasa mas tiempo que los expertos olfateando la orina de machos sexualmente
expertos (p < 0.0001) (Figura 6).
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30 Presentacion de orina de macho experto

25 | —m— Expertos (n=9)
—e— Inexpertos (n=8)

20 - *%
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f e\
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Estimulo neutro Orina de macho experto

Segundos investigando el estimulo

Figura 6. Muestra el tiempo que pasaron los dos grupos experimentales
olfateando la orina de machos sexualmente expertos. **Diferencias entre la
tercera presentacion de agua y la primera del estimulo p<0.01. ++Diferencias
entre grupos en la cuarta presentacion p<0.01

11.6.2Prueba 2. Percepcién de orina de hembras en estro.

Usando una ANOVA se encontraron diferencias significativas entre presentaciones
(Fe16y = 18.083; p< 0.001) ambos grupos experimentales percibieron el olor
evaluado ( Figura 7)
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Presentacion de orina de hembra en estro

*k
—m— Expertos (n=9)
25+ —o— Inexpertos (n=8)
e
=
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=
2 10- 1
.
:
0 I\E o

Estimulo neutro Orina de hembras en estro

Figura 7: Tiempo que pasaron los dos grupos experimentales olfateando la orina
de hembras en estro.
**Diferencias entre la tercera presentacion de agua y la primera del estimulo
p<0.01
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11.6.3 Prueba 3. Percepcién de orina de hembras en anestro.

Hubo efectos significativos entre el factor estimulo (F(1,16) = 18.783; p = 0.0006), el
factor presentacion (Fi216) = 17.612; p<0.001) y en la interaccion de los dos
anteriores (F2,16) = 5.489; p = 0.009) (Figura 8).

Presentacion de orina de hembra en anestro

*%
++

251 = Expertos (n=9)
—e— Inexpertos (n=8) e

20+

154

10

Segundos olfateando el estimulo

Estimulo neutro Orina de hembras en anestro

Figura 8. Tiempo que pasaron los dos grupos experimentales olfateando la orina
de hembras en anestro. **Diferencias entre la tercera presentacion de agua y la
primera del estimulo p<0.01. ++Diferencias entre los dos grupos en la cuarta
presentacion p< 0.01

41



11.6.4 Prueba 4. Percepcion de olor control

Hubo diferencias significativas entre el factor estimulo (F1,16) = 26.97; p = 0.0001),
el factor presentacion (F2,16) = 1336.025; p<0.0001) y en la interaccion de los dos
anteriores (F = 21.321 (2,16); P<0.0001). Como se observa en la figura 9, ambos

grupos percibieron el olor de jugo de manzana

Presentacion de jugo de manzana
30 -

N
(&)}
|

—m— Expertos (n=9)
—@— Inexpertos (n=8)

P N
(6] o
| |

Segundos olfateando el estimulo
S
1

()]
|
[
/

Neutro Manzana

Figura 9. Muestra el tiempo que pasaron los dos grupos experimentales
olfateando el olor de manzana.
**Diferencia de con respecto la tercera presentacion de agua y la primera del
estimulop<0.01
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11.7 Discusioén

Como ya mencionamos en los antecedentes, la experiencia juega un papel muy
importante en el procesamiento de las feromonas. Es importante recalcar que hay
pocos trabajos que estudien con mas detalle el papel de la experiencia sexual en
el procesamiento de las feromonas y sus repercusiones fisiologicas. En nuestro
trabajo se demuestra que la percepcion de estimulos sexualmente relevantes no
depende de la experiencia, dado que ambos grupos de machos (expertos e
inexpertos) lograron percibir estas sefiales. Sin embargo, existen diferencias
significativas en el tiempo de olfaccion hacia los estimulos, como en el caso de la
orina de hembras en estro y anestro vs la orina de machos sexualmente expertos.
Moore & Wong (1996) demostraron que los olores secretados por hembras en
estro no son aprendidos a lo largo de la vida de las ratas macho, es decir, que no
dependen de la experiencia, sin embargo nuestros datos parecen contradecir lo
que encontraron en sus experimentos. Para el olor de orina de hembras en
anestro se encontraron diferencias en el tiempo de olfaccion entre ambos grupos,
donde los machos expertos olfatearon el estimulo mas tiempo, esto puede
deberse a que ciertas propiedades de estos olores son semejantes a los de
hembras en estro, pero que hay alguna diferencia en ellos que requiere de una
asociacion con la copula para que sean mas relevantes en los machos con
experiencia. Se sabe que la amigdala medial, el NLET y el APM/HA participan en
este proceso y que segun la experiencia sexual que tenga el sujeto, mayor es la
activaciéon de c-Fos en el APM/HA (Fewell y Meredith, 2002) ; (Hamer y cols.,
1993). De igual manera el olor de orina de ratas macho sexualmente expertos tuvo
una diferencia significativa entre ambos grupos, esto puede deberse a la novedad
del estimulo, dado que los machos expertos estan habituados a la orina de otros
machos sexualmente activos mientras que los inexpertos no. Otra hipdtesis que
surge de estos datos es que, para los machos sexualmente inexpertos, la orina de
otros machos sexualmente expertos es importante para el establecimiento de
relaciones sociosexuales. Asi mismo, ambos grupos fueron expuestos por

primera vez al olor de manzana mostrando un tiempo de olfaccion similar.
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En conjunto los resultados del primer experimento nos indican que en las
condiciones experimentales de nuestro laboratorio los sujetos perciben los

diferentes olores que se usaron en las pruebas de discriminacion.

12 Experimento 2 .
Pruebas de Discriminacion de Olores Sexualmente

Relevantes

12.1 Antecedentes

El creciente desarrollo de técnicas para analizar olores de importancia social en
mamiferos necesita la creacién de nuevas pruebas conductuales donde las

respuestas a estas senales quimicas sean medidas confiablemente.

La mayoria de las pruebas de discriminacion olfatoria se hacian con técnicas de
condicionamiento operante, la ventaja de hacer condicionamientos es que la
discriminacion del animal experimental es clara, pero el proceso de
condicionamiento en si presenta una serie de desventajas, como son: 1) que el
animal puede presentar dificultades para aprender la tarea. 2) es necesario equipo
especializado 3) en la mayoria de los casos se requieren periodos de
entrenamiento largos para obtener resultados consistentes. Por lo anterior, solo
algunos animales son aptos para hacer la tarea de discriminacién aun después del
entrenamiento. Ademas es necesario mantener niveles significativos de
motivacion a lo largo del experimento por medio del acceso controlado al agua y a
los alimentos, o los choques eléctricos que agregan variables no controladas a la
prueba (Gregg y Thiessen, 1981). En el presente trabajo utilizamos una prueba de
habituacion / discriminacién en que el animal responde olfateando mas tiempo a

un olor nuevo. Esta respuesta disminuye a medida que el animal se acostumbra a
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este olor (habituaciéon) y aumenta de nuevo cuando percibe un olor distinto al

primero (deshabituacién) (Gregg y Thiessen, 1981).

Para probar si la experiencia sexual es importante en la discriminaciéon de olores
sexualmente relevantes realizamos el experimento 2 (A). donde, siguiendo el
mismo criterio que en el experimento anterior, se formaron dos grupos
experimentales, uno de machos sexualmente expertos y otro de machos
sexualmente inexpertos, solo que ahora se haran dos presentaciones de estimulos
olfatorios seguidos de la habituacion al estimulo neutro. Mientras que para probar
si el APM/HA es importante para regular la discriminacion de olores sexualmente
relevantes hicimos el experimento 2 (B) en el que, utilizando esta variante para
evaluar la capacidad de discriminacion entre dos olores similares, se formaron dos
grupos: uno de machos sexualmente expertos con lesiones quimiotoxicas en al
APM/HA y otro de machos sexualmente expertos con lesiones fuera del APM/HA.

Mismos que fueron probados antes y después de las lesiones.

12.2 Sujetos

Para este experimento utilizamos ratas macho de la cepa Wistar (350 + 50 gr.)
mantenidos en un bioterio con ciclo de 12 hrs luz — 12 hrs oscuridad (las luces se
encendieron a las 21:00 hrs) con acceso libre a agua y alimento (Lab Diet Feed
PMI, USA. No. 5008). Se hicieron dos grupos experimentales: 1) Grupo de
machos sexualmente expertos (n = 26): machos que eyacularon con hembras
receptivas en tres pruebas consecutivas de coOpula pero separadas por 2 dias
entre ellas. 2) Grupo de machos sexualmente inexpertos (n = 20): machos que

nunca estuvieron en contacto con hembras receptivas.

12.3 Procedimiento:

Las pruebas de habituacidn/discriminacién se llevaron a cabo en la caja descrita
en el experimento 1. La presentacién de los estimulos fue igual que en la prueba

anterior, solo que, en lugar de presentar un estimulo neutro y luego el estimulo
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sexualmente relevante, presentamos el estimulo neutro, luego un estimulo
olfatorio sexualmente relevante y luego un segundo estimulo sexualmente
relevante distinto del primero, esto para determinar si el sujeto era capaz de
discriminar un olor sexualmente relevante de otro. Es importante recalcar que las
presentaciones de los estimulos se dieron de forma contrabalanceada, es decir, a
la mitad de los sujetos se les evalud el tiempo de olfaccion del estimulo A seguido
del estimulo B. A la otra mitad se les presento primero el estimulo B seguido del A,
evitando asi que los datos obtenidos provinieran del orden de presentacién y no
del interés que mostraron hacia los estimulos. Esta prueba tampoco habia sido
realizada con ratas, asi que procedimos a la estandarizacion de la misma. Los
resultados concuerdan con los obtenidos usando este mismo método en ratones

(Baum y Keverne, 2002).

12.4 Resultados.
12.4.1 Prueba 5. Discriminacién de olor de orina de macho

sexualmente experto vs. Orina de hembra en estro.

No encontramos diferencias significativas enel factor grupo (F(125 = 0.004.; p =
.94). Si existieron diferencias significativas en los factores olor (F1 25 = 24.4.; p<
0.0001) presentacion (F125 = 77.7.; p< = 0.0001) y en la interaccion grupo y
presentacion (F(1 25 = 20.44; p< = 0.0001). Como puede observare en la figura???
ambos grupos muestra un aumento en el tiempo oliendo la orina de macho con
respecto a la segunda presentacidon de agua, posteriormente los animales se
habituan y cuando se presente la orina de hembra en estro el tiempo que pasan

oliendo este estimulo aumenta significativamente.
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Discriminacion de orina de macho vs. hembra en estro.
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Figura 10. Se muestra la habituacién de los grupos hacia la orina del machos
expertos, y luego la deshabituacion hacia la orina de hembras en estro. **Diferente
de la presentacion anterior.
p<0.01.
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12.4.2 Prueba 6. Discriminacién de olor de orina de hembra en

anestro vs. hembra en estro.

No hubo diferencias significativas en el factor grupo (F1 25 = 1.12.; p = 0.29) pero
si en los factores olor (F(125 = 17.61.; p 0.0001) presentacion (F(1 25 = 108.79.; p =
0.0001) y en la interacciéon grupo y presentacion (F125 = 6.73; p = 0.0019). Las
pruebas post hoc indican nuevamente que tanto los sujetos sexualmente
inexpertos como los expertos aumentan significativamente el tiempo que pasan
oliendo la orina de hembras en anestro y en estro en comparacién con el estimulo

que los antecede (fig 11).

Discriminacion de orina en anestro vs. orina en estro
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Figura 11. Se muestra la habituacion de los grupos hacia la orina de hembras en
anestro y luego la deshabituacion hacia la orina de hembras en estro. **Diferente

de la presentacion anterior p<0.01.

12.4.3 Prueba 7. Discriminacion de Olores no Sexualmente

Relevantes.

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en el factor grupo
(F1,25y = 1.08.; p = 0.3) pero si en los factores: olor (F 1,25 = 21.03.; p< 0.0001
presentacion (F(125) = 173.52.; p< = 0.0001) y en la interaccion grupo y
presentacion (F125) = 11.44; p< = 0.0001). Nuevamente, como se observa en la
figura????, las pruebas posthoc demuestran que ambos grupos de animales

discriminan claramente los olores de menta y platano.
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Figura 12. Se muestra la habituacion de los grupos hacia el primer olor control
(menta) y luego la deshabituacion hacia el sequndo olor control (acetato de amilo).
**Diferente de la presentacion anterior p<0.01.
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12.5 Discusion.

Nuestros resultados demuestran que ambos grupos lograron discriminar un olor de
otro en todos los casos. Esto porque hubo diferencias significativas entre la ultima
presentacion del primer estimulo y la primera del segundo en los tiempos de
olfaccion. Lo que nos indica que la experiencia sexual no influye en la
discriminacion de olores sexualmente relevantes, sin embargo si influye en la
motivacion hacia la percepcion de estimulos sexualmente relevantes (datos del
experimento anterior). Contrario a lo que esperabamos, en este experimento no

encontramos diferencias significativas entre grupos.
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13 Experimento 2.B.

Para determinar el papel del APM/HA en la discriminacién de olores sexualmente
relevantes utilizamos un grupo de machos sexualmente expertos, mismos a los
que evaluamos su capacidad de discriminaciéon olfatoria utilizando el mismo
procedimiento de habituacién/discriminacion de la prueba anterior, antes y

después de una lesion quimiotoxica.

13.1 Sujetos

20 machos Wistar (350 + 50 gr.) fueron mantenidos en un bioterio con ciclo
invertido de 12 hrs luz — 12 hrs oscuridad (las luces se encendieron a las 21:00
hrs) con acceso libre a agua y alimento (Lab Diet Feed PMI, USA. No. 5008)

fueron utilizados para hacer estas pruebas.

13.2 Cirugia:

Para la cirugia se llevd a cabo el procedimiento ya descrito en los métodos

generales.

13.3 Procedimiento.

Las pruebas olfatorias fueron realizadas en las mismas condiciones descritas para

el experimento 2A antes y después de la lesion.

13.4 Histologia.

Una vez terminadas las pruebas post-lesion, los animales fueron anestesiados
profundamente con pentobarbital y fueron perfundidos con solucion salina al 0.9%
seguida de una solucién de paraformaldehido al 4%. Se hicieron cortes coronales
de 40 ym a la altura del APM/HA y se formaron tres series alternas para hacer

inmunohistoquimica. Para determinar si el acido quinolinico lesion6 el area
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predptica realizamos una doble inmunohistoquimica (ver figura 13) contra GFAP
(un marcador de glia) y Neu-N (un marcador de somas neuronales). Después de
evaluar el sitio de lesion, formamos dos grupos experimentales: 1) Grupo de
machos sexualmente expertos con lesion bilateral del APM/HA (n = 5). 2) Grupo
de machos sexualmente expertos con lesion fuera o unilateral del APM/HA (n = 8).

7 sujetos no sobrevivieron a la cirugia.

13.5 Estadistica.

Procedimos a hacer un ANOVA de tres vias (lesion, grupo y estimulo) y en caso

de encontrar diferencias estadisticamente significativas se realizo una Newman

Kuels como prueba posthoc.

.‘.!"'o.' y ..f_‘f\|. % T.-j- P ,:v &L:»

20x 20x

Figura 13. Cortes coronales donde se muestra una doble inmunohistoquimica
contra GFAP y NeuN en el el APM/HA. En el panel A se muestra una lesion
bilateral donde hay muy pocas células reactivas a NeuN y una gran cantidad de
celulas marcadas con GFAP, lo que nos indica la muerte de las neuronas de la
zona. En el panel B se muestra el corte de una r ata control, donde se ve una gran
cantidad de células reactivas a NeuN y muy pocas reactivas a GFAP.
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13.6 Resultados

13.6.1 Prueba 8: Discriminacion de olor de orina de macho

sexualmente experto vs. hembra en estro.

Encontramos diferencias significativas en todos los factores: grupo (F(1.4) = 7.190.;
p = 0.0279), olor (F¢14) = 4.822.; p 0.0594) presentacion (F¢14) = 10.306.; p =
0.0013) y en la interaccion grupo y presentacion (F(14) = 7.832; p = 0.0042). Como

se observa en las figuras 14 y 15 los animales con lesion en el APM no aumentan

el tiempo olfateando el nuevo estimulo a diferencia de lo que ocurre antes de la

lesion y en el grupo de animales con lesion fuera.
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Figura 14. Se muestra la habituacion de los tres grupos hacia la orina de otros

machos sexualmente expertos y luego la deshabituacion hacia la orina de

hembras en estro. **Diferente de la presentacion anterior

p<0.01. ++ Diferencia en la misma presentacion después de la lesion p<0.01
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Figura 15. Se muestra la habituacion de los grupos hacia la orina de otros machos
sexualmente expertos y luego la deshabituacion hacia la orina de hembras en
estro. En gris se observa el grupo antes de la lesion y en negro los mismos
animales después de la lesion. ** Diferente de la presentacion anterior
p<0.01. ++Diferencia en la misma presentacioén después de la lesion p<0.01
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13.6.2 Prueba 9: Discriminacién de olor de orina de hembra en

anestro vs. hembra en estro.

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en los factores grupo

Hubo diferencias S|gn|f|cat|vas en el factor presentacion (F(14) = 0.; p<0.0001). Los
analisis posthoc demostraron que el grupo con lesion en el APM no aumenta el

tiempo oliendo la orina de hembra en estro como sucede antes de la lesion y en el

grupo con lesion parcial (ver figura 16).
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Figura 16. Se muestra la habituacion de los tres grupos hacia la orina de hembras
en estro y luego la deshabituacion hacia la orina de hembras en estro. ** Diferente
de la presentacion anterior
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p<0.01. ++Diferente de la misma presentacion después de la lesion p<0.
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Figura 18. Se muestra la habituacion de los grupos hacia la orina de hembras en
anestro y luego la deshabituacion hacia la orina de hembras en estro. En gris se
observa el grupo antes de la lesion y en negro los mismos animales después de la
lesion. ** Diferente de la presentacion anterior p<0.01. ++Diferente de la misma

presentacion despues de la lesion p<0.01
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13.6.3 Prueba 10. Discriminacion de Olores no Sexualmente

Relevantes.

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en los factores grupo
(Fa1.4y= 2?2, p=7????7), y olor (F1.4) = ??77?; p= ???7?). Hubo diferencias
significativas entre el factor presentacion (F(14) = 36.963; p<0.0001) y en la
interaccion del factor grupo y el factor de olor (F(1,4) = 4.456; p 0.0678). Los

analisis posthoc demostraron que el grupo de animales con lesién bilateral en el
APM aumenta el tiempo oliendo la menta aunque huele el estimulo menos tiempo
qgue antes de la lesidon y menos que los animales con lesién parcial. Con respecto
al olor de platano los animales lo huelen el mismo tiempo que antes de la lesion y

que los animales con lesion parcial (ver figura 19).
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Figura 19 Se muestra la habituacion de los tres grupos hacia el olor de menta y
luego la deshabituacion hacia el olor de acetato de amilo. ** Diferente de la
presentacion anterior
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p<0.01. ++Diferente de los otros grupos en la misma presentacion p<0.01
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Figura 20. Se muestra la habituacion de los grupos hacia el primer olor control
(menta) y luego la deshabituacion hacia el sequndo olor control (acetato de amilo).
** Diferente de la presentacion anterior p<0.01. ++Diferente de la misma

presentacion despues de la lesion p<0.01
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13.7 Discusion.

Cuando evaluamos los efectos de la lesion quimiotoxica del APM/HA en la
discriminacion de olores sexualmente relevantes los datos nos permiten sugerir
que esta estructura es importante en el procesamiento de olores sexualmente
relevantes. En las figura 14 y 15 se puede observar que la lesion inhibe por
completo el acercamiento a las sefiales sexualmente relevantes (orina de hembra
en estro, anestro y de machos sexualmente expertos), esto porque los animales
que fueron lesionados bilateralmente, no tienen conducta de olfateo hacia los
estimulos, existe una reduccion notable del tiempo de olfaccion. Sin embargo no
parece tener influencia en los estimulos no sexualmente relevantes (fig 8) como la
menta y el acetato de amilo, que son olores que corresponden a estimulos no
relacionados a la motivacién sexual. Esto se puede interpretar de dos maneras: la
primera, que el APM/HA sea una estructura relacionada unicamente con la
deteccion y discriminacién olfatoria de estimulos sexualmente relevantes dado que
forma parte del circuito olfatorio accesorio y por lo tanto, su lesion interfiera con el
correcto procesamiento de feromonas. Se sabe que cuando alguno de los bulbos
olfatorios es removido, los animales con experiencia sexual no dejan de copular,
pero no se han descrito trabajos con la remocion completa de ambos bulbos
olfatorios sin remover una parte de la corteza frontal o sin dejar fibras aferentes y
eferentes de los bulbos (ver introduccién), y que es probable que la remocién de
ambos impida el inicio de la copula tanto en machos expertos como en inexpertos.
Si esto es asi, entonces la abolicion de la conducta sexual masculina, hablando en
términos de “motivacién” estara dada por el correcto procesamiento de las
feromonas en los circuitos olfatorios. La segunda interpretacién es que el APM/HA

regule la motivacién sexual masculina y al estar danada las feromonas pierdan su
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atractividad. Existen muy pocos trabajos que relacionen al APM/HA con la
percepcion y discriminacion de estimulos olfatorios, estos resultados arrojan

nuevos conocimientos que habra que abordar de distintas maneras en futuras
investigaciones.
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14 Experimento 3. Motivacién sexual incentiva.
14.1 Antecedentes

Esta prueba tiene como obijetivo tratar de cuantificar el nivel de motivacion de los
individuos hacia un incentivo sexual. Ademas de tratar con estimulos olfatorios
sexualmente relevantes se afiaden estimulos auditivos y visuales pero, como ya
se dijo anteriormente, se evitan los estimulos tactiles. Estas pruebas fueron

realizadas conforme al procedimiento descrito por Agmo (2003).

14.2 Sujetos

Para el experimento 3.A. utilizamos a los mismos machos que en el experimento
1, y de igual manera, formamos dos grupos: 1) Grupo de machos sexualmente
expertos (n = 9): machos que eyacularon con hembras receptivas en tres pruebas
consecutivas de cépula pero separadas por 2 dias entre ellas. 2) Grupo de
machos sexualmente inexpertos (n = 8): machos que nunca estuvieron en

contacto con hembras receptivas.

14.3 Procedimiento

Realizamos las pruebas en una arena rectangular de acrilico negro (100x50x50).
En las paredes largas de la arena se hicieron aberturas, tapadas con malla de
alambre, a las que se les ensambld una caja (15x25x25) dentro de la cual se
colocd al animal incentivo (una hembra en estro, anestro o macho sexualmente
activo). Este procedimiento tiene la ventaja de que es posible cambiar
aleatoriamente las cajas donde se encuentran los estimulos sin que las sustancias
quimicas secretadas por los animales estimulo se mezclen. Frente a las cajas de
los animales estimulo se delimité un area (20x30 cm.) llamada zona incentiva.
Antes del experimento, los machos experimentales fueron habituados tres veces
dentro de la caja durante diez minutos cada vez. Los animales fueron
monitoreados a través de una camara de video instalada en un programa de

computo (Ethovision), mismo que calcul6 el tiempo que los animales estuvieron
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dentro y fuera de las zonas incentivas. Las pruebas fueron idénticas a la
habituacién con la diferencia de que los animales estimulo estaban dentro de las
cajas intercambiables. Durante las pruebas, los machos experimentales pudieron
oler, escuchar y ver a los animales estimulo, pero no tener contacto fisico con
ellos. Se cuantificé el tiempo que los animales experimentales pasaron en cada

una de las zonas incentivas. (Fig 21.)
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Fig 21. Esquema de la caja de motivacion sexual incentiva (modificada de Agmo
2003)

Para evaluar los efectos de la experiencia sexual en esta prueba de motivacion
incentiva realizamos el experimento 3A, donde evaluamos el tiempo que los
animales de dos grupos, uno de machos sexualmente expertos y otro de machos

sexualmente inexpertos, pasaban en la zona incentiva de los animales estimulos.
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14.4 Resultados.

14.4.1 Prueba 11. Motivacion Sexual Incentiva entre Machos

Sexualmente Expertos vs. Hembras en Estro.

No hubo diferencias en ningun factor. Para el factor estimulo obtuvimos una p =
0.787 (F1,7y = 0.075) y en el factor “experiencia sexual” obtuvimos una probabilidad
de 0.158 (F(1,7) = 2.206).
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Figura 22 Tiempo que pasaron los animales estimulo en las zonas incentivas de
un macho experto y de una hembra en estro.
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14.4.2 Prueba 12: Motivacion Sexual Incentiva entre Hembras

en Anestro vs. Hembras en Estro.

Hubo diferencias en la interaccion de los grupos estimulo y “experiencia sexual”
(F¢1,7y =4.601; p = 0.0487). Pero no hubo diferencias cuando se realiza la prueba

de Fisher LSD o la Newman Keuls.
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Figura 23. Tiempo que pasaron los animales estimulo en las zonas incentivas de
una hembra en anestro y de una hembra en estro.

65



14.5 Discusion.

La experiencia sexual también modifica la motivacion hacia un incentivo sexual, ya
que en la prueba donde se compara la atractividad hacia los incentivos de una
hembra en estro contra los de un macho sexualmente experto, aunque no hubo
diferencias significativas, se observa una clara tendencia de los inexpertos hacia
los incentivos sexuales de otros machos sexualmente expertos, mientras que los
machos sexualmente expertos prefieren los incentivos de las hembras en estro
(grafica 22). Cuando comparamos los incentivos sexuales de una hembra en estro
contra los de una hembra en anestro (grafica 23) se vuelven a observar cambios
en las preferencias debidos a la experiencia sexual, donde los machos
sexualmente expertos pasan igual tiempo con una hembra en estro que con una
en anestro, mientras que los inexpertos prefieren los incentivos sexuales de
hembras en estro sobre los incentivos de una hembra en anestro. Estos resultados
son similares a los obtenidos en las pruebas de percepcion de olores (experimento
1), donde los machos sexualmente expertos olfatean significativamente mas
tiempo los olores de orina de hembras en anestro que los machos sexualmente
inexpertos, mientras que los machos sexualmente inexpertos prefieren los olores

de orina de otros machos sexualmente activos.
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15 Experimento 3.B

Para determinar los efectos de la lesion en el APM/HA en la atractividad hacia los
incentivos sexuales realizamos la misma prueba descrita en el experimento
anterior pero usando los mismos sujetos del experimento 2.B. Como se describio
angteriormente, se obtuvieron dos grupos experimentales 1) Machos con lesion
bilateral del APM/HA (n = 5) 2) Machos con lesién fuera o unilateral del APM/HA (n
= 8). La formacion de grupos se realizé después de llevar a cabo la histologia y

determinar los sitios de la lesion.
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15.1 Prueba 13: Motivacion Sexual Incentiva entre Machos

Sexualmente Expertos vs. Hembras en Estro.

Hubo diferencias significativas en los factores: grupo (F(14) = 12.15271.; p 0.0051),
lesion (F¢1.4) = 17.70107.; p 0.0015) en la interaccion lesion y estimulo (F¢14) =
8.33422; p 0.0148). Como se observa en la figura 24 los animales con lesion
bilateral del APM muestra una reduccion significativa en el tiempo que pasan en la
zona incentiva de la hembra en estro después de la lesibn mientras que los
animales con lesion parcial pasan el mismo tiempos con ambos animales

estimulo.
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Figura 24. Muestra el tiempo que pasaron ambos grupos en las zonas incentivas
de hembras en estro y otros machos, antes y después de la lesion del APM/HA. *
Diferente de estro antes de la lesion bilateral p<0.05.
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Figura 25. Tiempo que pasaron los animales experimentales con lesion bilateral

en las zonas incentivas de un macho experto y de una hembra en estro.
**Diferencias entre el tiempo que pasan los machos antes de la lesién entre

hembras en estro y ofros machos p<0.01. +Diferente de estro antes de la lesion la

lesion bilateral p<0.05
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15.2 Prueba 14: Motivacion Sexual Incentiva entre Hembras en
Anestro vs. Hembras en Estro.

Hubo diferencias unicamente entre el factor lesion (F14) = 51.97173.; p< 0.0001).
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Figura 26: Muestra el tiempo que pasaron ambos grupos en las zonas incentivas
de hembras en estro y en anestro antes y después de la lesion del APM/HA.
*Diferente del grupo con lesion fuera en estro antes de la lesion p <0.05
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Hubo diferencias significativas entre el factor lesion (F(1.4) = 12.59072.; p 0.0075) y

en la interaccion del factor estimulo y el factor lesion (F1.4) = 1.94508; p 0.2006
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Figura 27. Tiempo que pasaron los animales estimulo en las zonas incentivas de
una hembra en anestro y de una hembra en estro. *Diferente de estro antes de la
lesion p<0.05
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15.3 Discusion.

Los efectos de la lesion del APM/HA en la preferencia hacia los incentivos
sexuales son dramaticos. En una prueba de motivacion donde los incentivos son:
un macho sexualmente activo y una hembra en estro, los animales que
presentaban una clara preferencia hacia la hembra antes de la lesion, pierden esta
preferencia al realizar la prueba después de la lesion (grafica 25). De alguna
manera estos resultados se esperaban ya que, como se discutid en el experimento
2.B, el APM/HA puede estar jugando un papel muy importante en la motivacion
sexual, si esto es asi, los incentivos sexuales pierden su atractividad al realizar la
lesion del APM/HA. Como ya se menciono, otra posibilidad es que el APM/HA esté
jugando un papel en el procesamiento de estimulos olfatorios y que al lesionar
esta estructura, los animales no logren discriminar los incentivos sexuales de un

macho y los de una hembra en estro (ver discusiones experimento 2B).

Cuando se prueban los incentivos sexuales de una hembra en estro contra los de
una hembra en anestro (grafica 15) los animales muestran un sesgo hacia los
incentivos de una hembra en estro comparado contra los de una hembra en estro,
este sesgo se invierte después de la lesion, sin embargo no existe una preferencia
por un incentivo ni antes ni después de la lesién. Hay que tomar en cuenta que los
sujetos experimentales tenian experiencia sexual y los datos que se obtienen
antes de la lesion son similares a los de los sujetos con experiencia sexual del

experimento 3.A.
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16 Discusion General.

Los resultados de los experimentos realizados nos hacen sugerir que existe una
participacion de los dos sistemas olfatorios en el procesamiento de sefales
olfatorias sexualmente relevantes, esto porque los estimulos utilizados fueron de
indole volatil, tradicionalmente, esto significaria que el sistema olfatorio accesorio
no se ve involucrado. Sin embargo, el que la sefal provenga de la mucosa
olfatoria, que forma parte del sistema olfatorio principal y que finalmente, por
medio de relevos en el BOP, AMG cortical y NLET, llegue la sefal al APM/HA que
forma parte de ambas vias olfatorias, nos hace sugerir la participacion del sistema

de proyeccion vomeronasal en el procesamiento de estas sefales.

También podemos decir que la experiencia sexual juega un papel muy importante
en la percepcion de estimulos sexualmente relevantes y que, si bien no se sabe el
porqué los machos inexpertos pasan mas tiempo olfateando la orina de machos
sexualmente activos, o que los machos sexualmente expertos prefieran la orina de
hembras en anestro, es claro que afecta la motivacion para olfatear
selectivamente a los estimulos olfatorios sexualmente relevantes. También la
experiencia sexual modula la motivacion hacia los incentivos sexuales, asi pues,
sera importante hacer un seguimiento mas detallado sobre las implicaciones de
esta experiencia en los sistemas olfatorios. Podrian evaluarse cambios plasticos
asociado a la conducta sexual utilizando por inmunohistoquimicas contra GAP 43
y Sinaptofisina. Estas proteinas enddgenas son marcadoras de plasticidad y
podria comparase su expresion en diversos nucleos olfatorios de individuos con y

sin experiencia sexual.

El APM/HA juega un papel muy importante en la discriminacion de olores
sexualmente reelevantes y en la atractividad hacia los incentivos sexuales. Sin
embargo, falta descubrir si la pérdida del interés sexual hacia una potencial pareja

se debe a la pérdida de la motivacién sexual, que tradicionalmente se confiere a
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esta estructura. Pero si esto se debe a la pérdida de discriminacion olfatoria, habra
que reinterpretar los datos acumulados y sugerir nuevas estrategias para abordar

el tema de la motivacion sexual masculina.
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EPILOGO

No sé. Hay gente que se muere y, con todos los
respetos, no se pierde nada. Pero él era de los que,
cuando ya no estan, lo notas. Como si el mundo
entero, de un dia para otro, se hiciera un poco mas
pesado. A lo mejor este planeta, y todo lo que hay en
él, flota en el aire sdlo porque hay muchos Bartlebooms
por ahi, ocupados en mantenerlo en su sitio. Con su
ligereza. No tienen cara de héroe, pero mantienen el
garito en marcha. Son asi. Bartleboom era asi. O sea:
era capaz de cogerte por el brazo, un dia cualquiera,
por la calle, y decirte en gran secreto

-Una vez vi angeles. Estaban en la orilla del mar.

A pesar de que él no creia en Dios, era un cientifico, y
no mostraba gran predisposicion por las cosas de la
iglesia, no sé si me explico. Pero habia visto angeles. Y
te lo decia. Te cogia del brazo, un dia cualquiera, por la
calle, y con la maravilla en los ojos te lo decia.

-Una vez vi angeles.

¢Como no querer a alguien asi?

Fragmento de Océano mar
Alessandro Baricco
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