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RESUMEN

Varias lineas de investigacion han tratado de determinar las estructuras del sistema
nervioso central que controlan la copula. A la fecha se conoce, entre ellas, un circuito neuronal
llamado sistema de proyeccion vomeronasal. Este circuito neuronal participa en la deteccion y
procesamiento de olores sexualmente relevantes que contribuyen a la motivacion sexual. Las
estructuras que componen dicho circuito incluyen el érgano vomeronasal, el bulbo olfatorio
accesorio, el nacleo de la cama de la estria terminal, la amigdala en su parte medial y la
estructura que comprende al area predptica medial del hipotdlamo anterior (APM). EI APM
tiene conexiones con el tegmento dorsolateral (TDL) y el campo tegmental central (CTC). El
TDL y el CTC se activan con la copula, y se ha visto que la lesion electrolitica del TDL o la
inactivacion con lidocaina del CTC inhiben la conducta sexual masculina, por lo que se ha
sugerido que esas estructuras son fundamentales para el despliegue del apareamiento.

El objetivo de este proyecto fue saber si la lesion neurotoxica bilateral del TDL
(experimento 1) y del CTC (experimento 2) afecta la expresién de la conducta sexual masculina.
También evaluamos la preferencia de pareja, conductas sociosexuales y la ejecucién motora.
Esto para tratar de determinar si estas estructuras controlan la motivacion o la ejecucion de la
copula.

Los resultados del primer experimento demuestran que la lesion del TDL afectd la
conducta sexual Unicamente en la primera sesion post lesién, mientras que en las sesiones dos y
tres post lesion el porcentaje de sujetos que copularon fue similar a los sujetos control. La lesion
no afectd la preferencia de pareja ni la ejecucion motora.

En el segundo experimento encontramos que la lesion del CTC inhibi6 la copula

Unicamente en dos sesiones post lesion regresando a niveles del grupo control en la tercera
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prueba post lesion. No encontramos cambios en la preferencia de pareja pero si observamos
alteraciones en la ejecucion motora.

Los resultados de ambos experimentos sugieren que las neuronas del TDL y del CTC no
son indispensables en la ejecucién de la conducta sexual masculina en la rata, dado que la lesion
neurotdxica bilateral de esas estructuras no inhibe permanentemente la expresion de la copula.
Estos datos sugieren que los axones que cruzan por el TDL y el CTC llevan a estructuras
posteriores la informacion del control de la copula. Ahora es necesario determinar qué
estructuras posteriores al TDL y al CTC y que reciben conexiones del APM estan involucradas

en el control de la conducta sexual masculina.



ABSTRACT

Different lines of evidence have described brain structures involved in control of male sexual
behavior. The vomeronasal projection system is the main neuronal pathway implicated in detection and
processing of sexually relevant olfactory cues. This system includes the vomeronasal organ, the
accessory olfactory bulb, the bed nucleus of the stria terminalis, the medial amygdala and the medial
preoptic area (APM). The APM sends projections to the dorsolateral tegmentum (TDL) and the central
tegmental field (CTC). Both of these structures express the fos protein after the mating suggesting that
they are activated and participate in the control of mating. Indeed, it has been shown that electrolytic
lesions of the TDL or temporal inactivation, with lidocaine, of the CTC abolish male sexual behavior.

The main goal of this project is to determine if bilateral neurotoxic lesions of the TDL
(experiment 1) or CTC (experiment 2) abolish mating. This would let us determine if the neurons
within these regions or the axons passing trough are involved in the control of male sexual behavior.
We also tested sociosexual behaviors, partner preference and motor execution in order to evaluate the
role of these structures in the sexual motivation and motor execution.

The bilateral TDL lesion reduced the percentage of males that mated in the first session post
lesion. However, in the second and third post lesion session these percentages were similar to the
control group. No effects were observed on partner preference and motor execution. The bilateral CTC
lesion reduced the percentage of males that display male sexual behavior in the first and second post
lesion sessions. In the third post lesion session most of the animals displayed sexual behavior in levels
similar to the control group. The lesion did not affect partner preference but produced alterations in
motor execution. That is, the lesioned animals showed severe motor deficits.

Together, these data indicate that neurons within the TDL and CTC are not important in the

control of male sexual behavior but that axons passing through these structures carry on the information



necessary to display sexual behavior. Other brain regions located behind the TDL and CTC should be

evaluated as possible candidates involved in the control of male sexual behavior.
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l. Introduccidén

El dnico mecanismo natural que permite a las especies de vertebrados superiores dejar
descendencia es el apareamiento, copula o conducta sexual (Crews, 1998). A pesar de que la conducta
sexual es indispensable para la supervivencia de las especies, no lo es para la supervivencia del
individuo como lo es la ingesta de comida y agua, porque nadie muere por dejar de copular (Beach y
Jordan, 1956; Pfaus, 1999). La ejecucion de la copula no tiene otra finalidad mas que su propia
ejecucion (Agmo, 1999).

A pesar de que la conducta sexual se ha estudiado de manera experimental por mas de un siglo
(Agmo y Pfaff, 1999), y de que los diferentes enfoques incluyen técnicas de biologia molecular,
fisiologia, neuroanatomia y de conducta, no se ha logrado explicar, desde un punto de vista integral,
como el sistema nervioso central controla el despliegue de la conducta sexual.

A lo largo del estudio de la biologia de la reproduccion se ha analizado la forma en que se
reproducen muchas especies de animales de todos los reinos, pero es en los roedores en donde se ha
generado la gama de conocimientos mas amplia en los diferentes niveles de estudio (Crews, 1998),
siendo la rata el roedor que mas se emplea como sujeto experimental (Agmo y Pfaff, 1999).

El estudio de la conducta sexual en la rata tuvo sus origenes en los primeros afios del siglo
pasado, y fue a mediados de ese siglo en donde se observo un crecimiento exponencial en el estudio
tanto de la conducta sexual masculina como de la conducta sexual femenina. Los trabajos de Larsson
(1956) y de Beach (1956) marcaron el inicio del estudio del control neural y de los factores hormonales
que controlan la copula y la motivacion sexual (Agmo y Vega Matuszczyk, 2003; Pfaus, 1999).

La conducta sexual en ratas macho y hembras ha sido ampliamente descrita, sin embargo, las
redes neuronales que comandan dicha conducta son mejor conocidas en la rata macho y como haré
notar posteriormente, en este trabajo pretendemos conocer si un par de estructuras mesencefalicas (el

tegmento dorsolateral y el campo tegmental central) son estructuras de salida de la informacién



procesada por el sistema de proyeccion vomeronasal, que es imprescindible para el despliegue de la

copula en la rata macho.



1. Antecedentes

1. Conducta sexual masculina

1.1 Generalidades de la conducta sexual masculina

Para su estudio la conducta sexual de la rata se ha dividido en tres categorias: 1) las que se
ejecutan durante el reconocimiento de pareja conocidas como precopulatorias; 2) las que involucran el
contacto de los genitales llamadas copulatorias; y 3) conductas postcopulatorias en donde se incluye
vocalizaciones ultrasénicas, el descanso y el acicalamiento de los genitales por tiempo prolongado
(Hlinack, 1990). Esta categorizacion ha permitido estudiar la conducta sexual masculina en dos
componentes, como lo son la ejecucion de la copula per se y la motivacion sexual (Agmo, 1999; Pfaus,

1999).

1.2 Conductas precopulatorias

Las conductas precopulatorias son aquellas que un macho realiza con el fin de reconocer a una
hembra sexualmente receptiva con la cual pueda copular. Se involucran por lo tanto conductas de
exploracién como son la olfacién, el apoyo en las patas posteriores o erguido, las persecuciones que el
macho realiza para alcanzar a la hembra y copular, el aseo del cuerpo, el autoaseo de genitales y el aseo
realizado sobre la hembra. Estas conductas precopulatorias son determinantes en la interaccion sexual

de la pareja (Dvorska y cols., 1986).

1.3 Ejecucidn de la copula
Para que se despliegue el patrdn motor que caracteriza la conducta sexual masculina se requiere
de que el animal cuente con tres elementos: 1) un componente motor que involucra los masculos que

pueden hacerlo llegar a la hembra con la que copula; 2) un componente genital externo para poder



llevar a cabo la intromision; y 3) un componente genital interno conformado por el sistema nervioso
auténomo que controla la emision seminal y la eyaculacion (Morali y cols., 2003).

En el despliegue de la conducta sexual masculina de la rata se pueden observar tres
componentes motores: la monta, la intromisién y la eyaculacion (Larsson, 1956; Meisel y Sachs, 1994;
Sachs y Barfield, 1976). Estos patrones motores son desplegados por machos adultos en respuesta a
estimulos olfatorios sexualmente relevantes (feromonas), estimulos visuales y estimulos auditivos de
una hembra receptiva presente (Meisel y Sachs, 1994). La consumacion o ejecucion de la copula esta
dada por la realizacion recurrente de montas e intromisiones hasta que el animal eyacula, y en conjunto
esos eventos son denominados serie eyaculatoria (Larsson, 1956; Sachs y Barfield, 1976). A la serie
eyaculatoria mas la primera intromisidn posterior a una eyaculacion se le nombra serie copulatoria
(Meisel y Sachs, 1994).

A pesar de que la monta, intromision y la eyaculacion requieren que el macho trepe sobre la
hembra, palpe con sus patas delanteras los flancos de la hembra y el contacto de sus genitales, cada uno
de esos patrones motores tiene caracteristicas propias, principalmente en la forma en que desmontan de
la hembra. Mientras que la desmonta es lenta si no hubo penetracion del pene, en el caso de que el
animal logre intrometer la desmonta es brusca, y en el caso de la eyaculacion la desmonta es lenta pero
precedida por una flexion que el macho hace sobre la hembra al momento de eyacular (Larsson, 1956;
Meisel y Sachs, 1994; Sachs y Barfield, 1976).

La monta e intromision se ejecutan con intervalos de entre 30 y 120 segundos, y después de que
el animal logra intrometer entre 7 y 13 veces se produce el reflejo eyaculatorio (Larsson, 1956; Meisel

y Sachs, 1994; Sachs y Barfield, 1976), tal como se representa en la figura 1.
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Figura 1. Etograma hipotético de la ejecucion temporal de la conducta sexual de la rata macho.
Una serie eyaculatoria incluye las latencias de monta, intromision y eyaculacion, mientras que en una
serie copulatoria se anexa el intervalo post eyaculatorio. Los pardmetros para evaluar la ejecucion estan
dados por el numero de montas e intromisiones pre eyaculatorias (Modificado de Retana-Marquez y

Veldzquez-Moctezuma, 1995).

1.4 Conductas post copulatorias

Las conductas post copulatorias son aquellos eventos que se realizan después de la eyaculacion,
destacandose entre estas el aseo genital y el descanso. Dado que el aseo post eyaculacion no parece
tener ninguna funcion mas que de limpieza, no se ha estudiado como evento importante. Junto con las
conductas post copulatorias se presenta un periodo en el que se emiten vocalizaciones ultrasénicas de
alrededor de 22 Khz (Karen y Barfield, 1975), el cual es conocido como periodo refractario absoluto
(Mos y cols., 1991). Estas vocalizaciones son emitidas inmediatamente después de la eyaculacion.

Posterior al periodo refractario absoluto sigue una fase de inactividad vocal conocida como periodo
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refractario relativo que termina cuando el animal reinicia la copula. El periodo refractario absoluto es
inmodificable, porque ninguna manipulacion empleada con el fin de reducirlo ha funcionado, mientras
que el periodo refractario relativo puede ser reducido si se aplica un estimulo doloroso de bajo umbral,
se cambia a la hembra receptiva por otra 0 administrando drogas como las dopaminérgicas (Cagiano y
cols., 1989), lo que se refleja en el reinicio mas rapido de la cdpula (Meisel y Sachs, 1994). Dado que el

periodo refractario relativo es modificable se le ha asociado directamente con la motivacion sexual.

1.5 Motivacion sexual masculina

Se han propuesto dos teorias para tratar de explicar la motivacion sexual. Una sugiere que las
ratas macho tienen la capacidad de reconocer el estado de receptividad de una hembra de manera
innata, lo que implica que los machos nacen con un mecanismo neuronal capaz de responder a
informacion sensorial sexualmente relevante para la copula (Agmo, 1999; Agmo, 2002). Este fue
sugerido inicialmente por Beach (1942; citado en Lopez y cols., 1999), quien demostré que tanto
machos sexualmente inexpertos como machos sexualmente expertos prefieren a una hembra receptiva
gue a una no receptiva, lo que sugiere que esta motivacion por la hembra receptiva es innata. Apoyan a
esta hipotesis datos obtenidos en machos sexualmente inexpertos quienes muestran erecciones del pene
cuando se les pone a oler secreciones vaginales de hembra receptiva, tal cual sucede con machos
sexualmente expertos (Sachs, 1997). Por otra parte, empleando una camara de dos niveles se demostro
gue tanto los sujetos sexualmente inexpertos como los expertos incrementan de manera similar el
namero de visitas a cada nivel cuando previo a la prueba se puso una hembra sexualmente receptiva
(Van Furth y Van Ree, 1996), sugiriendo que existen sefiales olfatorias precopulatorias que de manera
incondicional activan los sistemas apetitivos para promover la ejecucion de la conducta sexual (Lopez y
cols., 1999).

Una segunda propuesta para entender la motivacion sexual sostiene que los machos no nacen

con un mecanismo que promueve la motivacion sexual, sino que con la experiencia sexual un macho
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asocia los olores de la hembra con el bienestar que le produce la copula, y por lo tanto aprende que un
olor en particular est4 asociado con un estado de bienestar (Pfaus, 1996). Por otra parte, diversos grupos
de investigacién han sugerido que las ratas macho sexualmente inexpertas no muestran preferencia por
olores de una hembra en estro (Carr y cols., 1965; Carr y cols., 1966; Carr y cols., 1962; Lydell y Doty,
1972; Stern, 1970).

A la fecha no existe una definicion clara de motivacion sexual (Paredes, 2003). Las
aseveraciones sobre lo que es motivacion van desde las mas generales hasta aquellas que tratan de
definir de una manera mas precisa lo que significa motivacién. La definicién de motivacion mas amplia
que se ha dado se refiere a la fuerza interna que lleva a un organismo a ejecutar una determinada
respuesta (Escobar-Briones, 2002). En el caso de la conducta sexual se han dado varias alternativas, asi
por ejemplo, desde mediados del siglo pasado se propuso que la motivacion sexual es la excitacion
fisioldgica y psicologica del organismo en presencia de un incentivo sexual hasta que se alcanza un
umbral copulatorio, y es generado por un sistema de despertar sexual (Beach y Jordan, 1956). Otros
sugieren que es una energia interna que se crea con la tension sexual y se libera con el orgasmo, por lo
tanto esta en relacion directa con la cantidad de placer (Reich, 1978; citado en Pfaus, 1999). Por otra
parte, también se ha comparado la motivacion sexual con la motivacion apetitiva o como ahora se le
conoce “motivacion incentiva”, en donde se tiene como principal argumento el que la estimulacion
genital y el orgasmo son de manera innata placenteros, por lo que estimulos asociados con esos eventos
producen propiedades afectivas positivas y subsecuentemente pueden ser capaces de producir la
motivacion sexual (Hardy, 1964). En términos generales, dentro de las definiciones que se han dado
para motivacion sexual se hace referencia al proceso que conduce a un animal a tener contacto sexual
con otro (Agmo, 1999)

En el estudio de la conducta sexual masculina se ha tomado de manera clésica la latencia de
monta, intromision y eyaculacion para la evaluacion de la motivacion sexual (Larsson, 1956), aunque

también se ha incluido la duracion del intervalo post-eyaculatorio (Meisel y Sachs, 1994). La
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evaluacién de la motivacion sexual con esos parametros ha sido tema de ardua discusion dado que estas
variables estan directamente relacionadas con la capacidad motriz de los animales y alguna alteracion
de ésta puede incrementar esos valores lo que puede confundirse al evaluar la motivacion sexual
(Paredes y Agmo, 2004).

Durante la década de los 80s del siglo pasado se sugirid otra alternativa para estudiar la
motivacion sexual, la que se basa en el andlisis de las conductas sociosexuales como lo son la
frecuencia de persecucion hacia la hembra, la exploracion de los genitales, el acicalamiento sobre la
hembra, husmeo, erguidos y el tiempo de reposo como indice de motivacién (Dvorska y cols., 1986;
Hlinak, 1986; Hlinak, 1990a; Hlinak, 1990b), siendo mas sensible al estado motivacional la duracion y
frecuencia de persecucion, ya que es ahi en donde se notan diferencias al comparar la conducta
sociosexual de un animal sexualmente inexperto y un animal sexualmente experto en una prueba de
copula (Agmo, 1999). Este método permite disociar alteraciones motoras de efectos motivacionales y
ha sido ampliamente utilizado por diversos grupos de investigacion (ver revision Paredes, 2003).

Otro método para evaluar la motivacion sexual es la prueba de preferencia de pareja. En esta
prueba la motivacion sexual se determina cuantificando el tiempo que un macho interactia con una
hembra receptiva y con una hembra no receptiva. Esta prueba fue validada cuando se demostré que el
tiempo de permanencia de un macho castrado con una hembra receptiva y con una no receptiva es
igual, lo que coincide con la ausencia de actividad copulatoria. Con estos datos se asumio una extincion

de conducta sexual asociada a una reduccion de la motivacion sexual (Edwards y Einhorn, 1986).



2. Circuitos neuronales que controlan la conducta sexual masculina

2.1 Métodos de investigacion de circuitos neuronales

Para identificar las estructuras que controlan la conducta sexual se han utilizado diferentes
métodos entre ellos las lesiones electroliticas, lesiones cortando vias axonales con navajas (Paxinos,
1973; Paxinos y Bindra, 1973), lesiones con radiofrecuencia (Van De Poll y Van Dis, 1979), o a través
de la inyeccion de substancias neurotdxicas (Bjorklund y cols., 1986). También se ha empleado el
registro electrofisiologico para evaluar la participacion de ndcleos neuronales en el control de la
conducta sexual. Se ha registrado actividad eléctrica de campo en diversas estructuras cerebrales,
principalmente en el sistema limbico (Jiang y Behbehani, 2001; Merari y Ginton, 1975; Okada y cols.,
1991), o en estructuras mesencefalicas cuando la rata macho esta copulando (Hernandez-Gonzalez y
cols., 1997; Shimura y Shimokochi, 1990; Shimura y cols., 1994).

El uso de trazadores neuronales como la peroxidasa de rabano, la leucoaglutinina de Phaseollus
vulgaris, la subunidad B de la toxina de cOlera o el dextrano amino biotinilado (Lanciego y
Wouterlood, 2000), que combinados con la técnica de inmunocitoquimica, principalmente para detectar
receptores a testosterona y estradiol o a proteinas asociadas a actividad neuronal (fos, jun, erg), han
permitido conocer si un grupo de neuronas en particular se activan durante la cépula y si sus
proyecciones activan a las neuronas con las que hacen sinapsis durante el despliegue de la conducta
sexual. Todo esto en conjunto ha permitido sugerir el acoplamiento de un grupo de estructuras que
forman una red neuronal involucrada en el control de la copula conocida como circuito o sistema de

proyeccion vomeronasal.

2.2 Ventajas del acido quinolinico como herramienta para lesiones neurotoxicas
La practica de lesiones neurotdxicas para tratar de indagar a cerca del papel de una estructura en
particular es de vital importancia dado que se dafia en menor proporcién a los axones de paso

comparado con las lesiones electroliticas 6 de radio frecuencia (Winn, 1991). Se han empleado diversas
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substancias que inhiben temporalmente la actividad eléctrica de una neurona, tal como lo hace la
lidocaina, a través del bloqueo de canales de sodio impide la funcionalidad de la neurona (Sandkuhler y
Gebhart, 1991). Otras drogas producen dafio neuronal permanente entre las que se tienen: la 6-
hidroxidopamina y la i6n 1-metil-4-fenilpirinidion que dafian s6lo neuronas catecolaminérgicas
(dopaminérgicas y noradrenérgicas); la 5,7-dihidroxitriptamina que solo afecta a las neuronas
serotoninérgicas; la L-aspartato y la L-glutamato que en dosis muy elevadas que junto con el &cido
quiscualico, el &cido kainico (dosis <3 nmol, 0.5 ml), el &cido iboténico, el N-metil-Daspartato y el
acido quinolinico produce la muerte de neronas glutamatérgicas (Sirinathsinghji, 1991; Winn, 1991).

El neurotdxico acido quinolinico es sintetizado a partir de L-triptofano por la via de sintesis de
las kinureninas, las que son un metabolito del triptofano y las cuales bloguean con una alta afinidad el
sitio de union a glicina (Nemeth y cols., 2005). El acido quinolinico es un neurotdxico enddgeno que se
encuentra en muy bajas concentraciones en el cerebro, aproximadamente 50-100 pmoles/g (Cooper y
cols., 2003). La toxicidad del &cido quinolinico es mediada a través de los receptores NMDA, el que es
un canal ionico activado por ligando. Estos receptores son ampliamente distribuidos en el cerebro y
médula espinal, aunque la mayor concentracion se encuentra en la corteza cerebral e hipocampo
(Cooper y cols., 2003).

La neurotoxicidad del acido quinolinico es debida a una hiperactivacion de los receptores
NMDA, lo que trae como consecuencia la produccion de radicales libres y un aumento en los niveles de
estrés oxidativo y en la peroxidacion lipidica (Rios y Santamaria, 1991). También, parece producir una
sobre activacion de los receptores NMDA que trae como consecuencia un incremento de iones de
calcio intracelular de las neuronas, produciendo una hiperactivacion de proteasas y fosfolipasas
desencadenando la apoptosis (Nemeth y cols., 2005; Winn, 1991).

El &cido quinolinico produce muerte de neuronas que tienen receptores NMDA pero no dafia los
axones que pasan por el sitio de lesion (Bjorklund y cols., 1986), ademas, sus efectos no parece

restringirse al sitio de inyeccion. Estas dos caracteristicas no las tienen otras neurotoxinas como el
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acido kainico, cuya inyeccién generalmente afecta otras estructuras asociadas con el sitio de inyeccion.
Por ejemplo, la inyeccién de acido kainico en el hipotdlamo lateral también afecto a la amigdala, nicleo
subtalamico y al nucleo talamico ventral (ver Winn, 1991). Por otra parte, la inyeccion de &cido
iboténico en el septum medial ademas de producir muerte neuronal produce dafio en los axones de paso
(ver Winn, 1992). Con todo lo anteriormente expuesto se puede advertir que el uso del &acido
quinolinico es una buena alternativa para producir la muerte de cuerpos neuronales sin afectar los

axones de paso.

2.3 Sistema de proyeccion vomeronasal

El sistema de proyeccién vomeronasal esta conformado por el 6rgano vomeronasal u érgano de
Jacobson (OVN), el bulbo olfatorio accesorio (BOA) , el nucleo lecho de la estria terminal (NLET), la
amigdala medial (AME) (Sequeira y cols., 2000) y el area predptica medial (APM) (Meredith, 1986;
Scalia y Winans, 1975; Sequeira y cols., 2000). En la figura 2 se muestra la organizacion del sistema o
circuito de proyeccién vomeronasal. EI 6rgano vomeronasal es una estructura cilindrica bilateral
localizada en el cartilago por debajo de la cavidad nasal. EIl OVN capta sefiales quimicas sexualmente
relevantes y las transduce a informacion eléctrica para activar en cascada al BOA, el que a su vez activa
la porcién medial de la amigdala y al NLET (Boehm, 2006). Estas dos ultimas estructuras mandan la
sefial al APM que es la Gltima estructura del circuito o sistema de proyeccion vomeronasal (Baum y
Everitt, 1992b; Swann y cols., 2003), quien integra la informacién olfatoria sexualmente relevante
captada por el 6rgano vomeronasal para desencadenar los diferentes componentes de la copula (Agmo,
1999; Paredes, 2003; Swann, 2003).

A principios de la década pasada empleando la técnica de inmunocitoquimica para detectar la
proteina fos (producto del gen de expresion temprana c-fos) se demostré que el BOA, el NLET, la
AME y el APM expresan dicha proteina cuando los animales son expuestos a olores provenientes de

una cama de aserrin de hembra receptiva (Baum y Everitt, 1992b), mientras que otros estimulos
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olfativos como el olor de manzana, menta ¢ platano no producen la activacion de dichas estructuras.
Estos datos en conjunto con los estudios de neuroanatomia y lesion del BOA, NLET, AME y APM
permitieron proponer que estas estructuras forman un circuito que sirve para detectar olores asociados
con la receptividad de las hembras (Scalia y Winans, 1975), y a dicho sistema se le ha nombrado
sistema de proyeccion vomeronasal (para revision ver Boehm, 2006).

El sistema de proyeccion vomeronasal ha sido estudiado en diversas especies siendo los

modelos mas estudiados los ratones, hdmsteres y ratas (Beynon y Hurst, 2004).
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Figura 2. Sistemas de proyeccion vomeronasal y olfatorio principal en roedores. Todas las
estructuras que conforman el sistema de proyeccion vomeronasal se activan cuando los animales son
expuestos a olores de hembras en estro. Todos los componentes del sistema vomeronasal tienen en sus
neuronas un gran namero de receptores a estrégenos y androgenos, aunque también se han encontrado
en el sistema olfatorio principal. Abreviaturas: BOP= bulbo olfatorio principal; BOA= bulbo olfatorio
accesorio; NLET= Nucleo lecho de la estria terminal; APM = area preoptica medial (Modificado de
Baum, 1992a).

A continuacion se hace una revision de la importancia de cada uno de los componentes del
sistema de proyeccion vomeronasal en los roedores haciendo énfasis en como se involucra cada una de

las estructuras en la mediacién de la conducta sexual masculina.
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Organo vomeronasal

Los olores y las feromonas son substancias quimicas que permiten reconocer objetos en el
medio ambiente O transmitir mensajes a otros organismos de la misma especie respectivamente.
Inicialmente se pensd que las feromonas y los olores eran detectados por sistemas neuronales
independientes, las feromonas por el drgano vomeronasal mientras que los olores por el epitelio
olfatorio, hoy existe controversia sobre esa aseveracion (para revision ver Keverne, 2005; Boehm,
2006), por lo que se considera parcialmente al sistema olfatorio principal.

El OVN lo han dividido en dos regiones, la apical y la basal. Cada una de ellas tiene un tipo de
receptores. La region apical tiene receptores de la familia V1 que son de tipo Giy, Y la region basal
expresan receptores de la familia denominada V2 y son del tipo Go,, (Vver revision Rodriguez, 2004).

La importancia del érgano vomeronasal para el despliegue de la copula fue evidenciada entre
otros por Winans y Power (1977). Estos investigadores empleando al hémster como sujeto
experimental demostraron que la deaferentacion mediante cortes con navaja del tracto vomeronasal
produce la abolicién de la expresion de la conducta sexual masculina en el 40 % de los machos. En ese
mismo trabajo se reporto que la destruccion de la mucosa olfatoria con sulfato de zinc no impide la
ejecucion de la conducta sexual. Sin embargo, la lesién del OVN seguida por la lesién de la mucosa
olfatoria inhibid la conducta sexual en el 100 % de los hdmsteres. Lo que sugirié una coparticipacion
del érgano vomeronasal y la mucosa olfatoria en el reconocimiento de sefiales sexualmente relevantes
(Winans y Powers, 1977). Por otra parte, la lesidn mediante cortes con navaja del tracto olfatorio lateral
gue conecta al 6rgano vomeronasal y al bulbo olfatorio accesorio en animales sexualmente expertos
inhibe la conducta sexual solamente en el 50 % de los animales lesionados, mientras que lesiones del
mismo tipo que incluyen al los tractos olfatorio lateral y olfatorio medial inhiben la copula en el 100 %

de los sujetos (Marques y cols., 1982).

13



Contrario a lo descrito en el parrafo anterior, se ha demostrado que la extirpaciéon del 6rgano
vomeronasal en animales sexualmente expertos no produce ninguna alteracién en el despliegue
copulatorio (Meredith y cols., 1980), efecto que fue corroborado posteriormente por el grupo de Kondo
(2003). Estos resultados se contraponen a los datos obtenidos por Marques y colaboradores (1982) y
por Winans y Powers (1977). Cabe sefialar que el procedimiento para lesionar fue distinto, el grupo de
Meredith (1980) asi como el de Kondo (2003) realizaron extirpacién del OVN, mientras que Marquez y
colaboradores (1982) y Winans y Powers (1977) realizaron un corte en el tracto olfatorio. Los distintos
procedimientos pueden ser el factor que explique las diferencias encontradas.

De manera interesante, se ha demostrado que los efectos de la lesion del 6rgano vomeronasal
dependen de la experiencia sexual. Es decir, si se lesiona a una rata macho sexualmente inexperta se le
imposibilita de sus capacidades para ejecutar la copula, mientras que el mismo tipo de lesion en sujetos
con experiencia sexual no interfiere con la conducta sexual. Con esos resultados Meredith (1986)
sugirio que se requiere de la integridad del drgano vomeronasal para que un individuo pueda ejecutar su
primera experiencia sexual después de la cual el 6rgano vomeronasal se hace dispensable.

Por ultimo, la lesion del 6rgano vomeronasal en ratas macho sexualmente expertas interfiere con
la capacidad de reconocer a una hembra receptiva pero no afecta la discriminacion de olores. Ademas,
cuando los animales lesionados fueron expuestos a olores de hembra sexualmente receptiva no se
expreso la proteina fos, lo que demuestra que la activacion del circuito de proyeccion vomeronasal es
dependiente del 6rgano vomeronasal y no de la mucosa olfatoria (Pankevich y cols., 2004). Por otra
parte, empleando al ratbn como modelo experimental se ha demostrado que la lesion de la mucosa
olfatoria con sulfato de zinc en machos sexualmente expertos e inexpertos producen la inhibicion total
de la copula (Keller y cols., 2006).

En resumen, la dicotomia funcional del érgano vomeronasal y del sistema olfatorio principal se
ha puesto en duda y existen cada ves mas evidencias (aunque aun no determinantes) que sugieren la

participacion de ambas estructuras en el procesamiento de los estimulos olfativos y de las feromonas
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(Halpern y Martinez-Marcos, 2003; Johnston, 1998; Keverne, 2005; Marques y cols., 1982; Winans y
Powers, 1977; Yoon y cols., 2005). A pesar de todo, la red neuronal mejor conocida como determinante

para el control de la conducta sexual sigue siendo las proyecciones del 6rgano vomeronasal.

Bulbo olfatorio accesorio

El BOA en su porcion anterior recibe conexiones eferentes provenientes del OVN que expresa la
familia de receptores V1, mientras que la region posterior del BOA recibe las conexiones de la porcion
basal del OVN, la que expresa receptores de la familia V2. Los axones de las neuronas sensoriales del
OVN hacen sinapsis dendrodendriticas con entre 6 y 30 glomérulos del BOA, y a su ves, una célula
mitral del BOA puede hacer sinapsis con varios glomerulos (ver revision Boehm, 2006).

Empleando como sujeto experimental a los ratones se ha observado la activacion de la region
rostral del BOA cuando se les da a oler aserrin proveniente de una hembra sexualmente receptiva
(Matsuoka y cols., 1999). Por otra parte, en la rata la eliminacion de las entradas sensoriales al BOA
mediante la lesion de OVN produce una disminucién del nimero de neuronas inmunorreactivas a la
proteina fos en el BOA cuando los animales son expuestos a olores de una hembra sexualmente
receptiva (Meredith, 1998a). Un anélisis mas detallado ha permitido saber que en la capa granular, pero
no en la capa de células mitrales, se activa el gen c-fos cuando se expone a un hamster a olores
provenientes de una hembra en estro (Kondo y cols., 2003), lo que ha permitido sugerir una
participacion diferencial entre las dos regiones del BOA en la integracion de estimulos activados por
feromonas (Matsuoka y cols., 1999). La activacion de las neuronas del BOA no parece depender de la
experiencia sexual dado que tanto en los animales con experiencia sexual como en los animales
sexualmente inexpertos se observé el mismo nimero de neuronas inmunorreactivas a la proteina fos

(Meredith, 1998a).
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La lesion del BOA disminuye el nimero de células inmunorreactivas a la proteina fos en el
BOA pero no afecta de manera determinante la conducta sexual (Kondo y cols., 2003). Los efectos
fueron Gnicamente incrementos del nimero de montas y en la latencia de eyaculacion.

Los datos en conjunto demuestran que el BOA, a pesar de ser una de las estructuras que recibe
una gran cantidad de aferentes del OVN, no es indispensable para la ejecucion de la conducta sexual
(Winans y Powers, 1977). El procesamiento de las sefiales sexualmente relevantes es también
controlado por otras estructuras que reciben aferentes del OVN, tales como la amigdala y el NLET, las
gue como se menciona a continuacion, al ser lesionadas se afecta significativamente la ejecucion de la

conducta sexual.

Amigdala medial

Empleando la técnica de autorradiografia después de la inyeccion de aminoécidos tritiados
Lehman y Winans (1982) demostraron que el BOA mantiene una conexion anatomica y funcional con
la amigdala corticomedial.

La participacion de la AME en el control neural de la conducta sexual masculina es aun
controversial. Estudios de lesion para evaluar la participacion de la AME en el control de la conducta
sexual masculina han mostrado que la lesion electroliticas de la amigdala corticomedial elimina todos
los componentes de la cdpula tanto en animales sexualmente expertos como en animales sin experiencia
sexual (Lehman, 1982; Kondo, 1992). Sin embargo, lesiones con radio frecuencia produjo en el 60 %
de los sujetos inhibicion de la copula, mientras que el porcentaje restante de animales se observo un
incremento en las latencias de monta y eyaculacion (de Jonge y cols., 1992).

Mediante la técnica de inmunocitoquimica detectando el gen de expresién temprana c-fos se ha
demostrado que el olor de una hembra sexualmente receptiva es suficiente para activar las neuronas de
la AME en animales sin experiencia sexual (Hosokawa y Chiba, 2005). EI nimero de neuronas activas

en la AME es mayor cuando el animal eyacula una o dos veces respecto de los animales que solamente
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montan e intrometen (Baum y Everitt, 1992b; Coolen y cols., 1997a; Coolen y cols., 1996; Coolen y
cols., 1997b; Pankevich y cols., 2004; Rizvi y cols., 1998; Rizvi y cols., 1996).

En estudios farmacoldgicos en donde se inyectd dopamina en la AME se observé una
facilitacién de la conducta sexual. Por otra parte, en animales anestesiados y en los que se estimul6
eléctricamente la AME se ha observado un incremento en la liberacion de dopamina en el APM, lo que
hace pensar que la amigdala estimula al &rea predptica medial empleando dopamina como
neurotransmisor durante la copula (Dominguez y Hull, 2001), mas aun, animales que dejaron de
copular después de ser lesionados con &cido iboténico en la AME se reestablece el despliegue de la
conducta sexual masculina cuando se les inyecta apomorfina en el APM (Dominguez y cols., 2001;
Dominguez y Hull, 2001). Esto demuestra la participacion del AME en la cépula y su relacién con el

APM.

Ndcleo lecho de la estria terminal

Otras conexiones del BOA importantes para la cdpula son las que mantiene con el NLET
(Sequeira, 2000; Scalia y Winans, 1975), otro componente del sistema de proyeccion vomeronasal
(Baum y Everitt, 1992b). De la misma manera, el AME mantiene proyecciones hacia el NLET (véase la
figura 2). Las fibras que conectan a la AME con el NLET viajan por la estria terminal (Kevetter y
Winans, 1981a; Kevetter y Winans, 1981b).

Detectando la expresion de la proteina fos como indicador de actividad neuronal se ha
demostrado que el NLET en el hamster sexualmente inexperto se activa cuando los animales son
expuestos Unicamente a olores de hembra receptiva, tal como se observa en animales sexualmente
expertos (Murphy y cols., 1999). De manera similar sucede en la rata, donde la exposicion de olores de
hembra receptiva a un macho sexualmente experto produce la activacion del NLET (Coolen y cols.,
1997b). Dicha activacion se observd también cuando se les permitié montar, intrometer o eyacular

(Coolen y cols., 1997a; Coolen y cols., 1996). Sin embargo, y a diferencia del hamster, en la rata la
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activacion del NLET puede estar dependiendo de la experiencia sexual, ya que los machos sexualmente
inexpertos que son expuestos a olores de hembra receptiva no tienen activas las neuronas de este nicleo
(Hosokawa y Chiba, 2005).

Estudios encaminados a determinar el papel funcional del NLET en la conducta sexual han
demostrado que al lesionar esta estructura se afecta la copula solamente de manera parcial. Lesiones
neurotdxicas con acido quinolinico incrementan el intervalo inter intromision y la latencia de
eyaculacion (Liu y cols., 1997), mientras que lesiones electroliticas del NLET en ratas macho
sexualmente expertas incrementaron la latencia de eyaculacion debido al incremento del numero de
montas y de intromisiones pre eyaculatorias (Claro y cols., 1995). En la misma publicacion Claro y
colaboradores (1995) reportaron un incremento en las latencias de monta, de intromision y de
eyaculacion en animales que no tuvieron experiencia sexual previa a la lesion. En este caso los
aumentos de las latencias estuvieron asociados a un incremento del intervalo inter intromisién mas que
al nimero de intromisiones.

Como se explico en el parrafo anterior la lesion del NLET no altera de manera determinante la
expresion de la conducta sexual, sin embargo, en esos mismos animales se ha observado que las
erecciones sin contacto se abaten (Liu y cols., 1997). Ademas reportaron que la lesién del NLET no
afecta los acercamientos que el macho realiza sobre la hembra, lo que sugiere que el la ausencia de
erecciones sin contacto no son debidas a una disminucién en la atencion de la hembra (Liu y cols.,
1997), sin embargo, el trabajo de Powers y colaboradores (1987) reporta que la lesion del NLET afecta
la deteccidon de los olores de hembras en estro. Los datos en conjunto sugieren un mecanismo neuronal
diferente en el control de las erecciones in copula y las sin contacto. Asi también sugieren que las
erecciones sin contacto abatidas por la lesién del NLET pueden ser debidas a una alteracion en el
procesamiento de las sefiales olfatorias (Liu y cols., 1997). Esto ha hecho suponer que el NLET no es
solamente un sitio de relevo de la informacion que va hacia el APM sino que es un sitio importante en

funciones integrativas (ver Hull y cols., 2002). EI NLET envian axones a la AME vy al area predptica
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media, la que es el ultimo componente del sistema de proyeccion vomeronasal, y de la que se describen

diversos aspectos en el siguiente apartado.

Area predptica medial

El continuo area predptica medial-hipotdlamo anterior o APM es la Unica estructura que al ser
daflada produce la interrupcion completa y permanente de la expresion de la coépula
independientemente del tipo de lesion que se realice (Paredes y Baum, 1997). La inhibicién de la
conducta no produce atrofia gonadal o modificaciones en drganos accesorios (Heimer, 1966/1967). Asi
por ejemplo, lesiones electroliticas (Edwards y Einhorn, 1986; Edwards y cols., 1996; Heimer,
1966/1967; Meisel y Sachs, 1994; Paredes y cols., 1998), neurotdxicas (Hansen y cols., 1982c; Paredes
y Baum, 1995), corte con navaja (Szechtman y cols., 1978), o de cualquier otro tipo y en cualquier
especie hasta hoy estudiada producen la inhibicidn total de la conducta sexual masculina (ver revision
Paredes, 2003).

Diversos grupos de investigacion sugieren que el APM juega un papel fundamental en el control
de la motivacion sexual, por ejemplo, ratas macho a las que se les permitié oler aserrin proveniente de
una cama de hembra en estro muestran que las neuronas del APM son inmunorreactivas a la proteina
fos. De manera contraria, cuando a los sujetos solamente se les permitié oler aserrin limpio no se noto
un incremento en la expresiéon de la proteina fos en el APM (Baum y Everitt, 1992b; Dominguez-
Salazar y cols., 2002; Fewell y Meredith, 2002; Greco y cols., 1998; Paredes y cols., 1998; Portillo y
Paredes, 2004; Veening y Coolen, 1998), esto indica que las neuronas del APM solamente se activan
cuando el animal percibe olores sexualmente relevantes, ademas, esto sugiere que cuando los animales
perciben las feromonas se activa su sistema de proyeccidén vomeronasal y en la estructura final de dicho
sistema, el APM, es en donde se sugiere se da el incremento de su motivacion sexual (Agmo, 1999;

Kovacs, 1998).
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Otras evidencias que apoyan la participacion del APM en la motivacion sexual son estudios en
donde se ha registrado actividad eléctrica de neuronas individuales. Estos registros muestran que en el
APM el 67 % de 74 neuronas registradas incrementd su tasa de disparo cuando el animal copuld,
mientras que el 16 % se activaron cuando el sujeto experimental husme6 o persigui6é a la hembra
(Shimura y cols., 1994). En monos se ha asociado la actividad de algunas neuronas del APM con el
procesamiento de olores de una hembra a la que puede ver pero con la cual no tiene interaccion sexual
(Aou y cols., 1984). Por otra parte, se ha demostrado que la estimulacion eléctrica del APM en la rata
macho produce una exagerada actividad copulatoria, ademas disminuye algunos parametros
motivacionales (intervalo post eyaculatorio) y algunos de ejecucion (el nimero de intromisiones
preeyaculatorias, latencia de intromision y de la eyaculacion), lo que demuestra que el APM participa
en la regulacion de la motivacion sexual (Merari y Ginton, 1975; Paredes y Agmo, 1992). Estudios de
lesion han demostrado que el dafio del APM reduce el tiempo que el macho pasa con una hembra
sexualmente receptiva. Esta preferencia no se reestablece por la administracion de testosterona lo que
sugiere la pérdida de la motivacion por copular (Edwards y Einhorn, 1986).

En contraposicion a lo anteriormente expuesto, se ha sugerido que el APM controla los aspectos
ejecutorios (monta, intromision y eyaculacion) y no la motivacién sexual (Everitt y Stacey, 1987). Esta
hipbtesis se planted a partir de que en animales entrenados sobre un esquema de segundo orden a
presionar una palanca que les permitia acceder a una hembra sexualmente receptiva. La lesién bilateral
del APM no afectd la incidencia del palanqueo, aunque cuando tuvieron a la hembra y pudieron copular
con ella no lo hicieron. Una posicion diferente tienen Paredes y Baum (1995) quienes demostraron que
la lesion del APM en el hurdn inhibe la expresion de la copula, y en una prueba de laberinto en T esos
mismos machos pierden la preferencia por una hembra sexualmente receptiva y pasan mas tiempo con
un macho sexualmente activo después de la lesidn. Por otra parte, se ha demostrado que ratas macho
con lesion bilateral del APM realizan menos persecuciones sobre la hembra receptiva en pruebas de

copula, lo que sugiere una motivacion sexual disminuida (Paredes y cols., 1993a). Con los datos
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anteriormente expuestos parece controversial la participacion del APM en la motivacion y ejecucién
sexual, sin embargo, Paredes (2003) sugiere que la hipdtesis sugerida por Everitt y Stacey (1987) no
demuestran contundentemente que el APM no participa en el control de la motivacion sexual, dado que
el protocolo experimental se siguié pudo condicionarlo a apretar la palanca por la presencia de un
conespecifico (ver revision Paredes, 2003). Mas aun, Paredes (2003) argumento que si los animales con
lesion del APM estdn motivados como sugirieron Everitt y Stracy (1987) el nimero de montas se
incrementaria después de la lesion, tal como se ha observado en animales que se les afecto la
sensibilidad perigenital por la inyeccion de lidocaina en el prepucio, en los que se produce un
incremento en el nimero de montas y una reduccion en el niamero de intromisiones (Oboh vy cols.,
1995). Esto no se observa al lesionar el APM, por tal motivo los datos mas claros siguen apuntando a
que el APM participa en el control de la motivacién sexual (Paredes, 2003).

Se ha empleado otro modelo experimental que permite sugerir la participacién del APM en la
motivacion sexual. En ese sentido, utilizando ratas macho que no copularon en varias pruebas de
conducta sexual y que fueron catalogados como “no copuladores” cuando se les estimuld
eléctricamente (estimulacion eléctrica tipo kindling) en el APM ejecutaron la copula de manera similar
a un sujeto copulador (Dominguez-Salazar y cols., 2003; Paredes, 1990a; Portillo y cols., 2003). En los
animales copuladores estimulados eléctricamente no se notd ninguna alteracion en la expresion de la
copula. Esto sugiere que la estimulacion eléctrica tipo kindling facilita la motivacion sexual pero no la
ejecucion de la copula (Paredes, 1990a).

Otras lineas de investigacion sugieren que el APM participa en la motivacion sexual. Por
ejemplo, farmacoldgicamente se ha demostrado que el reforzamiento positivo producido por la
eyaculacion puede afectarse cuando se inyectan drogas en el APM y no en otras estructuras. Agmo y
Gomez (Agmo y Gomez, 1993) demostraron que la inyeccion bilateral de naloxona en el APM pero no

en el nacleo acumbens bloquea el efecto reforzante de la eyaculacidn en pruebas de preferencia de lugar
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condicionado, por lo que estos autores asumieron que las neuronas del APM juegan un papel en el
control de la motivacion sexual.

La cuantificacion de niveles de neurotransmisores con la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion ha permitido determinar que los niveles de dopamina en el APM se incrementan antes de
que la rata muestre la primera intromision, mas aun, los niveles de dopamina en animales que
mostraron eyaculacion fue mayor que en los animales que tuvieron sélo una intromision. Esto se ha
interpretado como incremento en la motivacion sexual (Hull y cols., 1999; Mas y cols., 1987; Putnam y
cols., 2001).

Sobre la base de diversos estudios Agmo (1999) propuso un modelo para explicar cbmo puede
generarse la motivacion sexual incentiva (Figura 3), donde asume que un grupo de neuronas sensibles a
hormonas esteroides y andrégenos (posiblemente en el APM) promueve acciones dirigidas hacia una
meta que depende de uno o mas estimulos especificos relacionados con un hembra en estro. Con esto
sugiere que el nacleo de motivacion es sensible Unicamente al estimulo sexual. La accién combinada de
esos estimulos produce reacciones viscerosomaticas que conducen al macho a aproximarse a la hembra.
Finalmente, cuando se establece contacto con la pareja sexual, las conductas de aproximacion pueden

ser seguidas por la ejecucion de los reflejos copulatorios.
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Figura 3. Modelo propuesto para explicar la motivacion sexual incentiva. a) Interaccion funcional
facilitadora reciproca entre un estado de motivacion central y un estimulo sexual. Si se percibe el
estimulo sexual el sistema sensorial excita el estado de motivacion central, el que a su vez a traves de
una retroalimentacion positiva sensibiliza al sistema sensorial. b) Cuando se alcanza el umbral de
excitacion en el estado de motivacién central, éste activa al sistema visceral preparando al organismo
para la interaccion sexual. ¢) Un estimulo ambiental apropiado activa al sistema motor y lleva a
interactuar sexualmente al sujeto. Esto puede ser representado centralmente y aumentar el estado de
motivacién central. ) Cuando las conductas de aproximacion han sucedido y se han realizado las
reacciones viscerales apropiadas el sujeto inicia la ejecucién de reflejos sexuales. Estos reflejos en
sujetos sexualmente inexpertos se activan por la estimulaciéon tactil accidental de la region perineal. Si
no se tiene estimulacion perineal no se pasa de la aproximacion a la ejecucion de los reflejos
copulatorios y el proceso se detiene. f) el estado afectivo positivo que se logra con la eyaculacion puede
retroalimentar al estado de motivacion central y activar un sistema inhibitorio de corta duracion, a la
vez que, g) los efectos positivos y procesos asociados al reforzamiento pueden potenciar el aprendizaje
asociativo. Estos ultimos pueden adquirir propiedades incentivas en un futuro dependiendo de la

intensidad del efecto positivo que se obtuvo (Tomado de Agmo, 1999).
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Otras estructuras implicadas en el control de la copula

Ademas del sistema de proyeccion vomeronasal anteriormente descrito se han estudiado otras
estructuras con el fin de conocer el circuito neuroanatémico que puede estas controlando la conducta
sexual masculina. A continuacién se menciona de manera breve algunas estructuras cerebrales que se
han estudiado.

Dada la importancia de la corteza cerebral en el procesamiento de la informacion que percibe un
organismo, ésta fue de las primeras estructuras de las cuales se investigd su participacion en la conducta
sexual. Franck Beach (1940) report6 trabajos hechos en rata macho, en los que observo que lesiones
que incluyeron el 20 % de la corteza cerebral no afectaron la cépula, mientras que lesiones que
incluyeron méas del 60 % de la corteza si la eliminaron. Este resultado fue consistente y se repitio
independientemente de la localizacion de la lesion. Estudios mas recientes en donde Gnicamente se ha
lesionado la corteza frontal demuestran que la lesion electrolitica de dicha estructura reduce en el 60 %
de los machos el despliegue de la copula de manera permanente. Ademas, en los animales que
eyacularon la lesion increment6 la latencia de monta y de intromisidn, mientras que redujo el nimero
de intromisiones pre eyaculatorias (Agmo y cols., 1995).

Otra estructura que también se ha observado que puede estar participando en el control de la
copula es el nacleo acumbens. Lopez y cols. (2002) demostraron que la exposicién de olor de una
hembra en estro a ratas macho sexualmente expertas activa neuronas en el nicleo acumbens, y de
manera contraria, en las ratas macho sexualmente inexpertas que se expusieron al mismo olor no se
notaron neuronas activas en el mismo ntcleo. Este hallazgo fue corroborado por Kippin y van der Kooy
(2003), quienes sugieren que el incremento de neuronas activas en el nucleo acumbens es debido a una
asociacion de los olores de la hembra receptiva con la actividad copulatoria. Es decir, la actividad
neuronal provocada por los olores de la hembra receptiva en machos sexualmente expertos depende de
la experiencia sexual. En ese mismo experimento a un grupo de ratas receptivas se les impregno aceite

de almendra y sirvieron como estimulo sexual de machos sexualmente inexpertos. Los machos
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copularon con hembras en las mismas condiciones hasta que fueron sexualmente expertos.
Posteriormente, en una prueba de olfaccion se empled como estimulo aceite de almendra y se evalué la
activacion neuronal en el nacleo acumbens. Los resultados mostraron una activacion de las neuronas
del nacleo acumbens. Contrariamente, sujetos que adquirieron la experiencia sexual con hembras que
no fueron impregnadas con olor de almendra no hubo activacion en el acumbens cuando los sujetos
fueron expuestos Unicamente al aceite de almendra. Esto sugiere que la activacion de neuronas del
nucleo acumbens puede generarse por la experiencia sexual.

Diversas estructuras hipotalamicas han sido lesionadas con el fin de saber si participan o no en
el control de la cdpula, entre ellas el nicleo paraventricular que al ser lesionado Unicamente se ve
alterado el tamafio del tapdn seminal, pero ningun cambio en el despliegue de la copula (Ackerman y
cols., 1997).

Otras estructuras localizadas en el tallo cerebral como el nlcleo paragigantocelular parecen tener
un papel relevante, dado que la lesion con radio frecuencia de dicha estructura facilita la copula. Las
ratas lesionadas realizaron menos montas e intromisiones antes de eyacular. Se report6 también que el
intervalo post eyaculatorio se redujo mientras que el nimero de eyaculaciones para llegar a la saciedad
sexual se incremento después de la lesion del nucleo paragigantocelular (Yells y cols., 1992).

Por otra parte, el tegmento dorsolateral del mesencéfalo (Brackett y Edwards, 1984; Brackett y
cols., 1986; Edwards y Einhorn, 1986; Edwards y Isaacs, 1991; Edwards y Maillard, 1988; Giordano y
cols., 1998), y el campo tegmental central (Baum y Everitt, 1992b; Giordano y cols., 2001; Veening y
Coolen, 1998), participan también en el control neuronal de la conducta sexual en la rata macho. La
participacion de dichas estructuras en la copula son evaluadas en este proyecto y los antecedentes

directos se describiran con més detalle en las siguientes paginas.
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2.4 Participacion del tegmento dorsolateral (TDL) en el control de la conducta sexual masculina

El &rea predptica medial, como se explicé anteriormente, es la Gltima estructura del circuito de
proyeccién vomeronasal. Sin embargo, las estructuras cerebrales que forman parte del circuito de salida
de la informacion procesada en el APM durante la cdpula no se han identificado. Se ha propuesto que
las neuronas del APM, a través de sus proyecciones hacia la sustancia gris periacueductal, hacia el
nucleo paragigantocelular, al TDL y al CTC pueden estar controlando la conducta sexual masculina.

Conrad y Pfaff (1976) y posteriormente Swanson y colaboradores (1978) empleando la técnica
de autorradiografia describieron las conexiones entre el APM y el mesencéfalo. Esos hallazgos han sido
ampliamente corroborados a través de la inyeccion del trazador de vias neuronales leucoaglutinina de
Phaseolus vulgaris en el APM (Simerly y Swanson, 1988). Por otra parte, la inyeccion del trazador
retrogrado fluorogold en células transplantadas en el tegmento dorsolateral marco neuronas del APM,
lo que sugiere una conexion anatdmica entre ambas estructuras (Paredes y cols., 1993b).

El tegmento dorsolateral fue descrito por Brackett y Edwards (1984). Esa descripcién hace
referencia a que dicha estructura es dorsal a la region medial de la substancia nigra, e incluye
principalmente a los nucleos mesencefalicos profundos. En general, las estructuras mesencefalicas
mencionadas anteriormente en conjunto con el resto del mesencéfalo estan involucradas con la
iniciacion de la ejecucién motora (Swanson, 2003).

Estudios encaminados a determinar la importancia de las conexiones entre el APM y el TDL en
el control de la conducta sexual masculina han mostrado que lesiones electroliticas bilaterales del TDL
inhiben por completo la copula (Brackett y Edwards, 1984; Giordano y cols., 1998), de la misma
manera que las lesiones electroliticas del APM (Heimer y Larsson, 1966/1967). Sin embargo, el trabajo
que al parecer dej6 més convencidos a los investigadores sobre las conexiones estructurales y
funcionales entre el APM y el TDL fue realizado por Brackett y colaboradores (1984). En él se

describio que la lesion electrolitica unilateral del APM seguida de la lesion electrolitica contralateral del
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TDL inhibe por completo la expresion de la conducta sexual en la rata macho. De esa fecha en adelante
se dio por hecho que la informacién procesada en el APM tiene como nucleo de salida al TDL.

La abolicion de la copula en animales lesionados electroliticamente en el TDL se ha atribuido a
la reduccién de la motivacion en la conducta sexual (Edwards y Einhorn, 1986). Sin embargo, estos
mismos autores ponen de manifiesto que la motivacion sexual no fue completamente reducida. Esto lo
argumentaron con pruebas de preferencia en donde los machos podian interactuar con una hembra
receptiva y una no receptiva. En esos experimentos notaron que los animales lesionados prefirieron
siempre a la hembra receptiva. Datos contrarios fueron reportados por Giordano y colaboradores
(1998), quienes demostraron que conductas asociadas a la motivacion sexual como son la persecucion y
la exploracién de los genitales de una hembra sexualmente receptiva con la que puede copular se
reducen completamente después de la lesion del TDL.

El primer experimento del presente trabajo fue hecho para tratar de determinar si las lesiones
neurotoxicas del TDL que solamente destruyen cuerpos celulares y no axones afectan la motivacion

sexual o el despliegue de la conducta sexual en la rata macho.

2.5 Participacion del campo tegmental central (CTC) en el control de la conducta sexual

masculina

El campo tegmental central se ubica en el talamo posterior (Coolen y cols., 1996; Greco y cols.,
1998). Se ha demostrado una interconexion entre el CTC y el APM con técnicas de autorradiografia
(Conrad y Pfaff, 1976; Swanson y cols., 1978) o inyectando trazadores neuronales (Coolen y cols.,
1998; Simerly y Swanson, 1988).

Existen diversas evidencias que sugieren la participacion del CTC en el despliegue de la conducta

sexual masculina. Una de las primeras evidencias fue reportada por Baum y Everitt (1992), quienes
demostraron que el CTC expresa la proteina fos, la que es producto del gen de activacién temprana c-

fos, si y solo si el sujeto experimental ejecuta intromisiones, siendo este incremento mayor en los
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sujetos que eyaculan. Este hallazgo fue corroborado por otros grupos de investigacion (Coolen y cols.,
1996; Greco y cols., 1998). La relacion funcional entre el CTC y el APM parece estar bien
determinada. En este sentido, se ha sugerido que el CTC funciona como estructura de relevo de la
informacion sensorial generada en los genitales. Al lesionar el CTC con &cido quinolinico se reduce la
expresion de fos en el APM, aunque para ver este efecto es necesario producir ipsilateralmente una
lesion de la amigdala medial. Esto sugiere que el CTC provee al APM informacidn sensorial perigenital
y la amigdala medial provee informacion olfatoria (Baum y Everitt, 1992b).

Datos obtenidos en nuestro laboratorio han demostrado que la inactivacion temporal del CTC,
mediante la inyeccién de lidocaina, disminuye considerablemente el porcentaje de sujetos que ejecutan
la cdpula. Los datos muestran que la lidocaina inyectada en el CTC inhibi6 en el 80 % de los sujetos el
despliegue de montas e intromisiones, mientras que en el 100 % de los animales no se observo el patrén
de eyaculacion en pruebas que duraron 30 min (Hurtazo, comunicacion personal).

Una subdivisién anatémica del CTC que incluye una pequefia columna horizontal de neuronas
dorsal al lemnisco medial conocida como nucleo talamico subparafascicular parvocelular (SPFp) parece
ser importante en el control de la eyaculacion a nivel central (Veening y Coolen, 1998). EI SPFp se
extiende lateral al fasciculo retroflexus, dorsal al lemnisco medial, mientras que en su porcién mas
caudal estd localizado lateral al lemnisco medio y extendido sobre el nucleo peripeduncular (Coolen y
cols., 1996; Coolen y cols., 2003a). Se ha sugerido que el SPFp se activa Unicamente cuando los
animales copulan pero no cuando sélo se les pone olores de una hembra sexualmente receptiva (Coolen
y cols., 1997b), lo que también sugiere que el nacleo en cuestién participa en la sensibilidad genital.

Una de las caracteristicas del nucleo SPFp es que expresa receptores a galanina y a la proteina
relacionada al gen de calcitonina (CGRP). Las neuronas galaninérgicas ocupan la parte medial del
SPFp mientras que las neuronas CGRPérgicas son localizadas en la porcion lateral (Coolen y cols.,

2003a). También de manera diferencial se ha localizado la expresién de fos en el SPFp. Se ha
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observado que en la parte medial del nlcleo se expresa fos Unicamente cuando se pone a copular a los
animales.

Resulta interesante el hecho de que lesiones neurotoxicas en la medula espinal en los nucleos IX 'y
X (neuronas galaninérgicas) y que envian aferentes al SPFp inhiben el reflejo eyaculatorio, sin afectar
la expresién de las montas o intromisiones. Esto llevd ha sugerir que la porcion del SPFp que recibe
eferentes de neuronas localizadas en los segmentos lumbares estan controlando la eyaculacion pero no
los aspectos generales sensoriales a nivel genital (Coolen, 2005; Truitt y Coolen, 2002).

A pesar de que los antecedentes previos sugieren una participacion del CTC en el control de la
conducta sexual masculina, no se ha disefiado ningn experimento para determinar de qué manera
participa el CTC en el control de la copula, por lo que en este trabajo exploramos los efectos que

produce la lesion neurotoxica bilateral del CTC en la conducta sexual en la rata macho.

29



I11. Planteamiento del problema

Para la identificacion de redes neuronales que controlan una conducta determinante en la
sobrevivencia de las especies como lo es la conducta sexual se han utilizado diferentes metodologias,
entre las cuales podemos mencionar la inyeccion de trazadores neuronales, la deteccion de la actividad
neuronal a través de la proteina fos producto del gen de activacion temprana c-fos, el registro
electrofisiologico in vivo, la inyeccion de drogas agonistas y antagonistas de los diferentes sistemas de
neurotransmision, la inactivacion temporal del nacleo estudiado mediante la inyeccion de lidocaina, las
lesiones neurotdxicas, las lesiones por radiofrecuencia y las lesiones electroliticas. De los tipos de
lesion conocidos la neurotdxica parece ser la mejor alternativa dado que dafia inicamente a los cuerpos
neuronales dejando intactos a los axones que pasan por las estructuras lesionadas. Se han lesionado
diversas areas del cerebro para determinar si controlan la cépula. E1 APM es la tnica estructura que al
ser lesionada con cualquier procedimiento produce la pérdida total del apareamiento en todas las
especies hasta hoy estudiadas (Paredes y Baum, 1997). Varias lineas de investigacion sugieren que las
lesiones del APM inhiben la cépula por alteraciones en la motivacion sexual por una hembra receptiva
(Paredes y Baum, 1997; Paredes, 2003), por otra parte, se ha propuesto que las neuronas del APM
mediante las proyecciones hacia el TDL y al CTC estan controlando la conducta sexual. Existen
relativamente pocos estudios que han tratado de determinar si la lesion de cada una de esas estructuras
participa en el control de la copula. Se ha reportado que la lesion electrolitica del TDL produce un
abatimiento total de las conductas coitales en la rata macho (Bracket y Edwards, 1984; Giordano y
cols., 1998). No se sabe si la extincion de la copula generada por la lesion electrolitica del TDL se
produce por alterar aspectos motivacionales y/o motores relacionados con la conducta sexual. En el
caso del CTC, unicamente se ha sugerido que controla la conducta sexual porque se activa fos después
de que los animales copulan y porque la lesion unilateral del CTC afecta la expresion de fos en el APM

ipsilateral (Baum y Everitt, 1992b; Coolen y cols., 1996).
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En este trabajo tratamos de discernir si la lesion de los cuerpos neuronales en el TDL
(experimento 1) o del CTC (experimento 2) altera el despliegue de la conducta sexual masculina. En
cada experimento ademas de evaluar la copula también analizamos el despliegue de las conductas
sociosexuales, preferencia de pareja y ejecucion motora con el fin de determinar, en caso de encontrar
alteraciones, si la inhibicion de la copula se produce por alteraciones en la motivacion sexual o si existe

algun dafio motor que impida a los animales desplegar la conducta sexual.
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IV. Hipdtesis generales

1. Lalesion neurotéxica del TDL inhiben la expresion de la conducta sexual masculina.

2. Lalesion neurotoxica del CTC inhiben la expresion de la conducta sexual masculina.
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V. Objetivos generales

1. Evaluar si la lesion neurotoxica bilateral del TDL inhibe la conducta sexual masculina.

2. Determinar los efectos de la lesion bilateral del CTC sobre la conducta sexual masculina.
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V1. Métodos generales

1. Sujetos

Utilizamos ratas macho de la cepa Wistar (300+£50 gr.) que fueron mantenidas en un bioterio
con ciclo de 12 hrs luz- 12 hrs oscuridad (la luz se encendi6 a las 22:00 hrs) con acceso libre a agua y
alimento para roedores (Lab Diet Feed PMI, USA. No. 5008). Para los experimentos se usaron
unicamente sujetos que eyacularon con hembras receptivas en tres pruebas consecutivas pero separadas
por 4 dias entre ellas. Como estimulo sexual se utilizaron hembras ovariectomizadas de la misma cepa
tratadas con 25 pg/rata de benzoato de estradiol (48 h) y 1 mg/rata de progesterona (4 h) antes de la
prueba (Sigma Chemical Company St. Louis, MO, USA). Las hormonas se administraron por via
subcutanea utilizando como vehiculo aceite vegetal en un volumen de 0.2 ml/rata. Este tratamiento

indujo un alto indice de receptividad en las hembras.

2. Cirugia

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico i.p (35 mg/kg) y colocados en un
aparato estereotaxico. No empleamos mezcla de ketamina-xilacina para anestesiar porque la ketamina
protege a las neuronas de los efectos toxicos del acido quinolinico. Se produjo una lesion neurotdxica
inyectando acido quinolinico (0.12M in PBS; pH 7.4), un agonista de receptores NMDA. El
neurotoxico se prepard el mismo dia que se administré y antes de ser inyectado se mantuvo en
refrigeracion. Para intentar lesionar bajamos una jeringa Hamilton de 1 pl sobre el TDL o el CTC e
inyectamos a presion 0.75 ul de acido quinolinico por lado. Toda la infusion del neurotoxico fue
realizada en 7 min y la jeringa fue dejada en el sitio de lesion por 5 minutos adicionales. El
procedimiento para lesionar la regién contralateral fue el mismo. Después de la lesion se dejaron
transcurrir 8 dias antes de la evaluacion conductual. El esquema de observacion conductual post lesion

fue el mismo que se siguio en la fase pre lesion.
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3. Conducta sexual

Los animales fueron probados con hembras receptivas en una caja de observacion (40 x 60 x 40
cm) que tuvo una cama de aserrin Beta-chip. Después de colocar a los sujetos se registraron los
siguientes parametros: latencias a la primera monta, intromision y eyaculacion, asi como la duracion del
intervalo posteyaculatorio. Se registré también el nimero de montas y de intromisiones realizadas en
una serie eyaculatoria. La prueba dur6 hasta que el macho hizo una intromisién después de la primera

eyaculacion, o si el animal no eyacul6 la prueba finalizé después de una hora.

4. Conducta sociosexual

Se registraron los siguientes parametros: erguido (cuando el animal se levanta sobre sus patas
posteriores), husmeo (movimientos rapidos de la cabeza y de las vibrisas mientras el animal explora),
auto aseo (lamido o mordisqueo de sus miembros o region genital), aseo de pareja (lamido o
mordisqueo de la pareja), exploracion genital (husmeo o mordisqueo de los genitales de la hembra),
persecucion (el macho corretea a la hembra para tener contacto con ella), y descanso. Estas variables
fueron registradas empleando el programa "The observer, version 2 para Windows (Noldus)" durante
los primeros 10 minutos de la prueba de conducta sexual. La conducta sociosexual unicamente se

evalud en la tercera sesion pre y post lesion.

5. Preferencia de pareja

Se empleod una caja de 90 cm de largo x 30 de ancho, la cual estd dividida en 3 compartimentos
de 30 cm por lado. El compartimento central estd comunicado con dos compartimentos laterales a
través de una ventana deslizable (10 X 10 cm). Para la prueba se coloc6 en un compartimento lateral un
macho estimulo sexualmente activo mientras que en el compartimento del lado opuesto se colocd una

hembra sexualmente receptiva. Los sujetos estimulo fueron mantenidos en sus respectivos
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compartimentos con chalecos colocados sobre sus espaldas atadas a un resorte colocado en cada
compartimento. De esta manera los animales estimulo se pueden mover libremente y desplegar
conducta sexual pero no pueden salir de su compartimento. Se determiné la preferencia de los sujetos
experimentales cuantificando el tiempo que permanecian en los compartimentos de los sujetos estimulo
en pruebas de 10 min. Se realizaron dos pruebas pre lesion y dos pruebas post lesion. Se dejé pasar
como minimo ocho dias entre cada prueba. El indice de preferencia se calculod dividiendo el tiempo
total que estuvo en el compartimento de la hembra receptiva entre el tiempo que permanecioé con la
hembra mas el tiempo con el macho. Un indice de preferencia de 0.5 indica que no existe preferencia,
un indice de preferencia mayor indica preferencia por una hembra sexualmente receptiva y un indice

menor a 0.5 indica preferencia por el macho.

6. Ejecucion motora

Estudios previos han mostrado una correlacion significativa entre las alteraciones en la
gjecucion motora y alteraciones en la conducta sexual masculina. Esto es, si un tratamiento
farmacoldgico inhibe la ejecucion motora evaluada en el rota rod la conducta sexual se inhibe (Agmo y
cols., 1987). Para descartar posibles efectos de la lesion sobre funciones motoras que pueden afectar de
manera indirecta la conducta sexual evaluamos la ejecucion motora de la rata en la prueba de rota rod
(Accuscan Electronics, Columbus, OH mod. 7548). Este aparato consiste de un cilindro (3.5 pulgadas
de didmetro) que gira a diferentes velocidades. Antes de la prueba los sujetos fueron entrenados al rota
rod girando a 30-rpm durante 180 seg una vez en la mafana y otra vez en la tarde por 4 dias
consecutivos. Durante la prueba los sujetos fueron puestos sobre el cilindro rotando a 35-rpm. Se

cuantifico el nimero de caidas durante un periodo de 180 seg.
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7. Inmunocitoquimica

Al final del experimento los animales fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital
sodico i.p. y por via intracardiaca se les prefundié con 200 ml de solucion salina (al 0.9 %) seguido de
200 ml de paraformaldehido al 4 % preparado en PBS .1M. Posteriormente extrajimos los cerebros y
los colocamos en paraformaldehido por 1 hr. Finalmente se les coloco en sacarosa diluida al 30 % en
agua desionizada para crioproteccion.

El cerebro fue cortado en rebanadas coronales de 30 um con un microtomo de congelaciéon a
nivel del TDL o del CTC. Se hizo una recoleccion de tres series de rebanadas alternadas. Una serie fue
tefiida con violeta de cresilo, para tener un orden de las secuencias histologicas. La segunda serie fue
utilizada para realizar una inmunocitoquimica para la deteccion de la proteina glial acidico fibrilar
(GFAP) utilizando como anticuerpo anti-GFAP, y la que est4 localizada solamente en la células gliales
astrociticas, células que se incrementan en nimero si se produce alguna lesion neurotoxica (Bjorklund y
cols., 1986). Finalmente, la tercera serie de rebanadas se empled para realizar inmunocitoquimica
contra la proteina neuronal (Neu-N) localizada principalmente en el nucleo. De esa manera evaluamos
el nimero de neuronas e indirectamente determinamos la proporcion de muerte neuronal, tal como lo
realizaron previamente Truitt y Coolen (2002).

El protocolo para realizar la inmunocitoquimica para GFAP fue el mismo llevado a cabo por
Bjorklund y colaboradores (Bjorklund y cols., 1986), mientras que el realizado para Neu-N fue el
mismo empleado por (Mullen y cols., 1992). De manera resumida los procedimientos se llevaron a
cabo de la siguiente manera: empleamos el método de flotacion libre en donde lavamos las rebanadas
de cerebro en buffer de fosfatos (PBS, pH 7.4) 3 veces. Las rebanadas fueron secuencialmente pre
tratadas con borohidrato de sodio al 0.5% en PBS por 15 min, Triton X-100 al 1% en PBS con 1%
peroxido de hidrogeno por 30 min, dimetil sulfoxido en PBS por 10 min, y 20 % de suero de cabra con
0.3 % de Tx en PBS por 15 min. Incubamos el tejido en el anticuerpo monoclonal anti-GFAP (Santa

Cruz Biotechnology; 1:1,000) por 16 h a temperatura ambiente. Después de la incubacion las rebanadas
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fueron lavadas con PBS conteniendo 0.01 % de Tx e incubadas por 2 h en anticuerpo secundario IgG
biotinilado anti ratén y hecho en cabra (Vector Laboratories). Para la inmunocitoquimica contra Neu-N
el tejido fue incubado por 14 h a temperatura ambiente en anticuerpo monoclonal biotinilado Anti-Neu-
N (Chemicon; 1:10,000). Después de lavar las rebanadas se les incubo en el reactivo ABC por 2 h. La

inmunocitoquimica para GFAP fue visualizada con DAB mientras que Neu-N con niquel DAB.

8. Anélisis estadistico

Comparamos el porcentaje de machos que realizaron montas, intromisiones y eyaculaciones con
una 2 seguida por la prueba de probabilidad exacta de Fisher. El numero de montas, intromisiones,
latencia de eyaculacion y la duracion del intervalo post eyaculatorio fue analizado con una ANOVA de
dos vias para medidas repetidas (4 grupos x 4 sesiones en el experimento 1 y de 3 grupos x 4 sesiones
en el experimento 2) y como prueba post hoc empleamos la prueba Fisher LSD. Los datos de latencia
de monta y de intromision fueron analizados con una prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba U
de Mann-Whitney debido a que no tuvieron una distribucion normal. La ejecucion motora, la
preferencia de pareja, las conductas sociosexuales y la motivacidon sexual incentiva fueron evaluadas
con un ANOVA de dos vias (grupo x sesion) para medidas repetidas en el factor sesion seguida de la
prueba Fisher LSD para comparaciones multiples. Consideramos una p<0.05 como estadisticamente

significativa.
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VII. Experimento 1

1. Hipdtesis particular

La lesion neurotdxica del tegmento dorsolateral afecta la conducta sexual masculina por

alteraciones en la ejecucion motora.

2. Objetivos particulares

Determinar si el tegmento dorsolateral esta involucrado en la motivacion sexual masculina.

Evaluar si la lesion del tegmento dorsolareral afecta la ejecucion motora.
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3. Meétodos especificos

3.1 Sitio de la lesion

Se intentd realizar una lesion neurotdxica en 25 sujetos experimentales. A otros 10 sujetos se les
inyect6 solucion vehiculo. Las coordenadas usadas para lesionar el TDL fueron tomadas teniendo como
referencia estudios previos (Giordano y cols., 1998) y fueron: -5.5 posterior a bregma; 2.0 mm lateral
de la linea media; y -6.5 ventral con respecto a la dura madre de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson

(1936).

3.2 Histologia

Con un microscopio Olympus B X 60 que tiene adaptada una camara digital Hitachi conectada a
un sistema de analisis de imagenes computarizado (Image-pro, Media Cybernetics, Silver Spring, MD)
observamos rebanadas coronales. Localizamos la region correspondiente al TDL y capturamos
imagenes empleando un objetivo 2X.

Determinamos que una rata inyectada con acido quinolinico en el TDL tuvo lesién cuando
observamos un incremento de ceélulas gliales en mayor proporcion respecto a una inyectada con
solucion salina (Figura 4). También evaluamos el nimero de neuronas en el TDL y en los animales en
los que se observé un incremento de GFAP notamos regularmente un menor nimero de neuronas
marcadas con Neu-n (Figura 5). Para determinar la proporcion de la lesion en las imagenes capturadas
trazamos un circulo de 650 um de radio dorsal a la sustancia negra y comparamos el tejido proveniente
de un sujeto inyectado con el neurotoxico contra uno inyectado con solucién vehiculo. Consideramos
que hubo lesion cuando la inmunorreactividad a GFAP fue visualmente mayor de la mostrada por los
sujetos control y cuando el nimero de neuronas detectadas con la inmunorreactividad a Neu-N fue al
menos 40 % menor con respecto al grupo control. EI nimero de neuronas fue cuantificado con el

software image-pro para Windows.
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La determinacion de la lesion con GFAP y la cuantificacion del namero de neuronas en el TDL se
realiz6 en 4 rebanadas de cerebro correspondientes a las placas 37, 38, 39 y 41 del atlas de Paxinos y

Watson (1986).

4. Resultados histologicos

Desconociendo los datos conductuales de cada sujeto procedimos a la evaluacion de la lesién para
ubicarlos en los diferentes grupos antes de analizar sus datos conductuales. Al final del anélisis
determinamos que Unicamente 10 sujetos tuvieron lesién bilateral, ya que en ellos observamos
inmunorreactividad a GFAP y un nimero menor de neuronas en el TDL. El &rea lesionada incluyo6 de
manera regular a la zona incerta y a los nucleos del campo de Forel en el borde rostral, mientras que en
la parte posterior de la lesion se incluy6 a los ndcleos mesencefalicos profundos y parcialmente al
nucleo rojo.

Un esquema que representa el area lesionada en estos animales se muestra en la figura 6. El
porcentaje de neuronas cuantificado en este grupo oscil6 entre el 40 % y el 60 % menos que en los
sujetos control (Tabla 1). En un subgrupo de 8 animales observamos inmunorreactividad a GFAP y un
menor nimero de neuronas en la parte correspondiente al TDL Unicamente en un lado del cerebro por
lo que se les agrupo como animales con lesion unilateral o parcial. Otro subgrupo de 7 sujetos que
denominamos con lesion fuera del area de interés fue conformado por 4 animales que tuvieron la lesion
fuera del TDL y por 3 animales que fueron inyectados con acido quinolinico pero que no se detecto en

ellos inmunorreactividad a GFAP ni un decremento del nimero de neuronas.
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Figura 4. Fotomicrografias de cortes coronales del cerebro de un animal inyectado con solucion
vehiculo (A 'y C) y uno inyectado con acido quinolinico y catalogado como lesionado
bilateralmente del TDL (B y D). La fotografia del panel C es un acercamiento del corte mostrado en
A mientras que D es un acercamiento del B. La comparacion de los cortes completos permite notar la
lesion del TDL en B por manchas de color mas oscuro en el tejido. La ampliacion de B mostrada en D
confirma la lesion por presencia de astrocitos inmunoreactivos a GFAP en el TDL. Abreviaturas: ag=

acueducto cerebral; Im=lemnisco medial.
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Figura 5. Fotografias que muestran |

inyectado con solucién vehiculo (A y C) y uno con lesion bilateral del TDL por la inyeccion de
acido quinolinico (B y D). La fotografia del panel C es un acercamiento del corte mostrado en A
mientras que D es un acercamiento del B. Los cuadros en A 'y B muestran la region en donde se llevé a
cabo las inyecciones, aunque los cuadros estan unilateralmente en cada corte la inyeccion fue bilateral.
La ampliacién de A mostrada en C y su comparacion con la ampliacién de B mostrada en D permiten
notar en el animal lesionado menos neuronas (D). Abreviaturas: ag= acueducto cerebral; Im=lemnisco

medial.
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Figura 6. Representacion esquematica del area comun lesionada en animales inyectados en el
TDL con acido quinolinico. El esquema fue elaborado sobrelapando en orden descendente las figuras
37-39 y 41 de atlas del cerebro de rata de Paxinos y Watson (1986). Los numeros de la derecha

corresponden a la distancia en milimetros con respecto a Bregma.
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Tabla 1. Numero de neuronas detectadas con inmunocitoquimica para nucleos neuronales
(Neu-N) en sujetos a los que se les inyect6 vehiculo, sujetos con lesion bilateral, parcial 6 en los

gue la inyeccion del neurotdxico quedoé fuera del TDL (mediaxEE).

res':g’cet'o 2 | Lado Vehiculo Bilateral Parcial Fuera
Bregma (10) (10) (8) (7)
5.2 1zq 884 441 963 627
‘ Der 1180 523 874 609
5.3 ‘ Izq 859 447 771 517
| Der 1032 437 828 594
5.8 ‘ 1zq 801 470 967 958
‘ Der 756 309 1016 675
-6.3 ‘ Izq 763 401 900 667
Der 757 326 937 655

Se indica el nivel en el cual las neuronas fueron contadas en ambos lados. Entre paréntesis de indica el

namero de sujetos.

5. Resultados conductuales
5.1 Porcentajes de monta, intromision y eyaculacion

El porcentaje de machos que montaron, intrometieron y eyacularon se muestra en la figura 7. Se
puede observar en el panel A una disminucion en el porcentaje de sujetos que montaron después de que
se practico la lesion neurotdxica. El grupo inyectado con solucion vehiculo no se vio afectado y si
vimos un decremento en el porcentaje de machos que montaron en los grupos inyectados con acido

quinolinico. El grupo en el que se notaron los mayores efectos fue en el grupo con lesion bilateral del
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TDL, en donde el 50 % de los animales no mostr6 ninguna monta durante la primera sesién post lesion,
mientras que en el grupo con lesién parcial el 38 % y en el grupo con lesion fuera el 43 % de machos
no montd (Figura 7A). A pesar de que hubo una disminucion del porcentaje de machos que mont6 en la
primera sesion post lesion en los sujetos con lesion respecto de los controles no hubo diferencias
estadisticas significativas entre los grupos [X2(3)=6.74; p=0.08]. En las sesiones 2 y 3 post lesion el
porcentaje de machos que montaron oscild entre el 75% y 90 % en todos los grupos lesionados,
mientras que el 100 % de los machos control mostraron respuestas de monta.

En lo que se refiere al patron motor de intromision notamos que el 60 % de los animales no lo
mostrd en la primera sesion post lesion. En esa misma sesion el 40 % de los animales con lesion fuera
no intrometieron mientras que en el grupo con lesion parcial el 45 % no intrometié (Figura 7B). Todo
esto representd diferencias estadisticas significativas entre grupos [X2(3)=8.41; p=0.03], pero el mayor
efecto se observé en el grupo lesionado en el TDL [p<0.01], mientras que en los grupos con lesién
parcial y fuera también hubo un efecto respecto al grupo control [p<0.05]. El porcentaje de sujetos que
realizaron intromisiones en la segunda y tercera sesion post lesion fue similar al grupo control.

Los porcentajes de sujetos que eyacularon en la primera sesion se redujo en un 60 % en el grupo
con lesion bilateral, aunque notamos también decrementos en los grupos parcial y fuera (Figura 7C;
[p=0.03]), siendo afectado en mayor proporcion el grupo lesionado en el TDL [p<0.01], y en menor
proporcién los grupos con lesién parcial y fuera [probabilidad exacta de Fisher’s p<0.05]. El porcentaje
de sujetos que eyacul6 en la segunda y tercera sesién post lesion fue similar al del grupo control (Figura

7C).
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Figura 7. Porcentaje de ratas que desplegaron monta (A), intromisién (B) o eyaculacion (C) antes
y después de ser lesionados con acido quinolinico. Es evidente la disminucién del porcentaje de
machos que mostraron monta, intromision o eyaculacion en la primera sesion post lesion y su
recuperacion en la segunda y tercera prueba post lesion. La flecha indica el momento de la lesion. El
numero de sujetos que conforman cada grupo se indica en parentesis. * diferente del grupo control
p<0.05; ** p<0.01.
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5.2 NUmero y latencia de monta e intromision

Se compararon los valores obtenidos en la tercera prueba pre lesion y en las 3 pruebas post
lesion. Los datos analizados corresponden a datos obtenidos de sujetos que desplegaron la cépula. No
hubo diferencias estadisticamente significativas en la comparacion entre grupos [F(3;34)=0.46;
p=0.71]. De manera similar, no hubo cambios en el namero de intromisiones [F(3;34)=0.57; p=0.63],
véase la tabla 2. El nimero de intromisiones se redujo de manera significativa con el incremento de las
sesiones [F(3,105)=8.91; p<0.001]. Este efecto se observo en los grupos control, bilateral y parcial
(Tabla 2). Las latencias de monta [F(3;34)=0.66; p=0.58] e intromisibn no se modificaron
[F(3;34)=0.65; p=0.58] en ningln caso. Ni la latencia de eyaculacion [F(3;34)=1.04; p=0.38] ni la

duracién del intervalo post eyaculatorio [F(3;34)=2.38; p=0.9] se afectaron por la lesion.
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Tabla 2. Frecuencias y latencias de monta e intromision en grupos lesionados en el TDL.

) ) Pre lesion Post lesion
Variable | Tratamiento
3 1 2 3
Vehiculo 9.9+2.1 11.8+3.0 14.945.5 7.3+x1.7*
NM Bilateral 12.642.5 8.4+4.0 7.742.2 6.4+1.5
Parcial 10.1+4.1 13.2+6.5 5.6£1.9* 7.7£2.5
Fuera 13.1+4.9 17.0+8.1 7.3x2.4 9.8+3.2
Vehiculo 19.4+2.8 13.8+1.8* 12.4+1.0* 12.4+1.2*
NI Bilateral 19.2.0+£3.0 12.5+1.8 12.5+2.2* 10.1+1.5**
Parcial 16.5+2.6 16.2+6.5 8.8+0.4* 12.8+2.7
Fuera 17.8+2.6 18.2+4.0 11.5+0.9 16.3+5.4
Vehiculo 68+35 179+136 17+27 81+40
LM Bilateral 36112 234+119 46+13 2671149
Parcial 58+34 59+34 155+139 70+25
Fuera 112+98 67+25 52+20 31+15
Vehiculo 139+100 207137 115+34 1974127
Ll Bilateral 42+14 147+27 331+206 369+168
Parcial 60+33 142+115 172+136 160+112
Fuera 118+100 93+34 95+39 59+30
Vehiculo 7324199 589+90 559+79 444+54
LE Bilateral 616+114 589+29 410+80 312+58
Parcial 447481 516+47 345178 390196
Fuera 613+190 784+393 321+98 394+175
Vehiculo 5274127 562+143 401171 357+28"
IPE Bilateral 362+11 34717 371169 342+42
Parcial 33617 343+42 280+19 296+19
Fuera 366+23 343+18 314+24 319+24

Los valores son la media * error estandar. Abreviaturas: NM=NuUmero de montas; NI= Numero de
intromisiones; LM=Latencia de monta; LI=Latencia de intromision; LE=Latencia de eyaculacion;

IPE=Intervalo posteyaculatorio. * Diferente de la tercera sesion antes de la lesion p<0.05; ** p<0.01.

5.3 Conducta sociosexual en sujetos lesionados en el TDL

Se encontrd un incremento en la frecuencia de exploraciones genitales [F(3,90)=12.1; p<0.001]
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en los grupos bilateral y parcial respecto del control (Tabla 3). La frecuencia de husmeo se incremento
en todos los grupos con lesion respecto del control [F(3,90)=9.62; p<0.01], mientras que los aseos a la
pareja se incrementaron Uunicamente en los grupos con lesion bilateral y fuera [F(3,90)=8.46; p<0.01].
Las conductas sociosexuales de persecuciones, autoaseos y erguidos no se afectaron.

En las tres conductas sociosexuales se notd un incremento en la frecuencia (Tabla 3). Ese
aumento represent6 diferencias estadisticas respecto a la sesion prelesion en las tres conductas
sociosexuales.

Tabla 3. Frecuencia de conductas sociosexuales en animales lesionados en el TDL

Tratamiento

Variable  Observacion
Vehiculo (10) Bilateral (10) Parcial (8) Fuera  (7)

Pre lesion 31+4 28+2 27+4 25+2
Persecucion Post lesion 23+2 2243 20+3 2745
Pre lesion 27411 15+0.6 3.5+1.2 25415
Exploracion
Genital Post lesion ~ 5.4+1.7 11.9+45%*  11.0+4.4* 5.7+1.8
Pre lesion 1.640.6 3.240.7 41+1.3 21+1.2
Aseosde pareja oo ocisn  2.0+.0.8 7.6+2.3* 7.1+1.9 6.5+2.5%
Pre lesién 31+2 27+2 30+3 30+3
Auto aseos Post lesién 2741 2343 2842 2644
Pre lesién 2412 18+2 17+6 18+2
Husmeos Postlesion  18+2* 3547* 284G** 3345%
Pre lesién 9+2 1143 11+5 63
Erauidos Post lesion
g 742 1645 9+4 1043

Los datos son la media + error estandar. * Diferente de los valores pre lesion en el mismo grupo

p<0.05; ** p<0.01. Entre paréntesis se muestra el nimero de sujetos.

50



Con respecto a la duracion de las conductas sociosexuales no se detectaron alteraciones

producidas por la lesion (Tabla 4).

Tabla 4. Duracién de conductas socio sexuales en animales lesionados en el TDL

Tratamiento

Variable Observacion
Vehiculo (10)  Bilateral (10) Parcial (8) Fuera (7)
Persecucion Pre Iesi_c')n 113+11 8316 95+24 140+36
Post lesion 78116 57+10 71+12 76+19
Exploracion Pre lesion 17+6 15+7 25+12 14+7
genital Post lesion 11+5 3714 15+6 15+6
Aseos de Pre lesion 3.0+0.8 6.1+1.5 11.6+4.4 8.1+6.3
pareja Post lesion 2.7£1.2 17.5+7.1 9.8+2.8 11.0+4.8
AULO 3SE0S Pre Iesi_o',n 212+19 199+12 191+21 201+24
Post lesién 212+20 143+33 189+26 151+24
HUSMEoS Pre Iesi_én 106+26 73122 54423 41+16
Post lesion 105+22 161+28 103+18 158+58
Erguidos Pre lesion 1746 1548 7+3 6+3
Post lesion 2248 38+16 31+13 12+4

Entre paréntesis se muestra el nimero de sujetos. Los datos son la media + error estandar.

5.4 Preferencia de pareja

En la figura 8 se muestra el indice de preferencia de pareja calculado para cada uno de los

diferentes grupos. Puede notarse en cada sesion y en todos los grupos que el valor del indice de

preferencia es mayor a 0.5, lo que demuestra que siempre hay una preferencia por una hembra

receptiva. En la comparacion entre grupos no se encontrd ningun efecto [F (3,31)=0.06; p=0.97; grupos

por prueba F (9,93)=1.54; p=0.14]. En la ultima sesion post lesién se notd un incremento respecto a la

primera sesion de cada grupo, siendo estadisticamente diferente [F (3,139)=17.65; p=0.01].
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Figura 8. indice de preferencia (media + EEM) en sujetos con lesién neurotdxica del tegmento
dorsolateral. Los valores por arriba de 0.5 indican preferencia por la hembra receptiva. ** Diferente de

la segunda sesion pre lesion p<0.01.

5.5 Coordinacion motora en sujetos lesionados en el tegmento dorsolateral

En el grupo control la frecuencia de caidas fue de alrededor de 1 antes y después de la lesion. Esa
misma frecuencia fue observada en los grupos con lesion bilateral y con lesion parcial, mientras que en
el grupo con lesion fuera se observé un incremento a un promedio de 2 caidas. Sin embargo la
variabilidad en ese grupo denotada por el error estandar fue muy grande (Figura 9). No se encontr6
ningun efecto estadisticamente significativo [grupos F(3;31)=0.61 p=0.61; prueba F(1,69)=0.50,
p=0.48; grupo por prueba F(3,31)=0.66; p=0.57]. Cabe mencionar que en el grupo con lesion fuera en
dos sujetos se observd lesion amplia de la sustancia negra, dichas ratas tuvieron dafios severos en la

ejecucion motriz al tener muchas caidas durante la prueba.
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Figura 9. Numero de caidas (media = EEM) registradas en animales lesionados en el TDL. Solo el
grupo con lesion fuera tendié a tener en promedio mas caidas que el resto de los grupos después de la

lesion.
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6. Discusion

Los resultados del presente estudio indican que la lesién bilateral del TDL por la inyeccion de
acido quinolinico reduce en méas del 50 % el nimero de nucleos neuronales afectando de manera
transitoria el despliegue de la conducta sexual masculina. La lesion en todos los grupos inhibid en la
primera sesion post lesion el porcentaje de machos que intrometieron y eyacularon. En las sesiones
restantes no se encontrd ninguna diferencia entre los animales lesionados y los inyectados con solucion
vehiculo. Las latencias y frecuencias de monta e intromision, asi como la latencia de eyaculacion y la
duracién del intervalo post eyaculatorio no se vieron alteradas por la lesion en ninguno de los grupos.
Por otra parte, las conductas sociosexuales de exploracién genital, de aseo de pareja y de husmeo se
incrementaron en todos los grupos con lesién. Finalmente, la preferencia de pareja y la coordinacion
motora tampoco se vieron afectadas por la lesion.

En el grupo con lesion bilateral del TDL la inmunocitoquimica para GFAP mostr6 que la lesion
por la inyeccién del neurotédxico afect6 principalmente a los nucleos mesencefalicos profundos, aunque
en algunas ratas alcanzo parte de las estructuras adyacentes como la substancia negra y el nucleo rojo.
Por otra parte, la cuantificacion de los nucleos neuronales detectados con inmunocitoquimica para Neu-
N revel6 que la lesién redujo el nimero de neuronas en el TDL entre un 50 % y 70 % sin que se
inhibiera permanente la expresion de la conducta sexual, ya que todos los machos eyacularon en al
menos una de las tres sesiones post lesion. Resultara interesante entonces evaluar si una lesién en donde
se elimine el 100 % de las neuronas inhibe permanente la cépula.

Inicialmente en el proyecto se planteo la hipotesis de que la lesion del TDL inhibiria la expresion
de la conducta sexual, sin embargo los animales volvieron a copular en la tercera sesion post lesion.
Esta recuperacién se puede explicar si consideramos que las neuronas que sobreviven a la inyeccion del
acido quinolinico pueden ser capaces de retomar la funcion de las neuronas lesionadas. Al respecto,
existen evidencias de que el mesencéfalo es un sistema plastico y que es capaz de generar nuevas

conexiones (Vuillon-Cacciuttolo y cols., 1986). Asi, se ha demostrado que el nucleo rojo modifica sus
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conexiones cuando se produce una lesion en el tracto corticospinal favoreciendo el reestablecimiento
del control de la locomocion (Belhaj-Saif y Cheney, 2000; Fanardjian y cols., 2000). Se ha demostrado
que la lesién del tracto corticospinal incrementa la actividad eléctrica del nicleo rojo en méas de un 50
% (Belhaj-Saif y Cheney, 2000). Esos hallazgos se asociaron con la recuperacion de la locomocién
producida por la lesion, ya que a los 20 dias de haberse producido la lesién los animales recuperaron
sus capacidades motrices al 100 %. Los autores adjudicaron sus resultados a una probable reconexién
neuronal. Aunque también se ha demostrado que la lesion del cerebelo produce un incremento de la
descarboxilasa de acido glutdmico en el ndcleo rojo, el sistema enzimatico que sintetiza GABA, lo que
sugiere las neuronas compensan mediante un mecanismo plastico la lesion del cerebelo (Vuillon-
Cacciuttolo y cols., 1986). Desafortunadamente en este experimento no podemos determinar si la
inhibicion de la copula dos semanas post lesion fue debida a una alteracion en las capacidades motrices
de los animales, dado que la conducta motora se evalud alrededor de 20 dias después de la lesion.
Probablemente periodo suficiente para que los animales recuperen sus capacidades motrices, tal como
sucede cuando se lesiona el nacleo rojo (Fanardjian y cols., 2000). Por tal motivo es crucial un
experimento en donde se realice una lesion del 100 % de las neuronas del TDL y una evaluacion de la
gjecucion motora inmediatamente después de la lesidn, con el objetivo de saber si existe una
correlacion entre la inhibicién de la conducta sexual masculina observada en las primeras dos semanas
post lesion y la ejecucion motora.

Estos estudios muestran que la lesion de mas del 50 % de las neuronas del TDL no afecta
permanentemente la cOpula, por lo que es necesario hacer una lesion del 100 % de las neuronas para
saber si se produce una inhibicion permanente de la conducta sexual, lo que implicaria que las neuronas
del TDL son esenciales para el control de la cépula. Por otra parte, si la lesion del 100 % de las
neuronas reproduce los datos observados en este experimento, se ratificara la importancia de los axones
que cruzan al TDL, los que como se explico en la introduccion provienen del APM. Esa sugerencia es

factible ya que las lesiones electroliticas contralaterales que destruyen neuronas y axones del TDL y del
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APM inhibieron de manera permanente el despliegue de la copula (Brackett y Edwards, 1984; Edwards
y Einhorn, 1986; Giordano y cols., 1998), de la misma manera que la lesién bilateral del TDL (Brackett
y Edwards, 1984; Edwards y Einhorn, 1986; Giordano y cols., 1998), lo que explicaria porqué la
conducta sexual no fue afectada de manera permanente por las lesiones neurotoxicas. Nuestros
resultados concuerdan con observaciones previas en donde se lesiond la zona incerta, un lugar
anatémicamente cercano al tegmento dorsolateral que fue incluido en algunas de esas lesiones, y cuyos
efectos no alteraron el despliegue de la conducta sexual (Maillard y Edwards, 1991). Todos estos datos
en conjunto sugieren que son los axones y no las neuronas del TDL los esenciales en el despliegue de la
copula.

El tegmento dorsolateral en conjunto con el resto de las estructuras mesencefélicas estan
controlando la iniciacion de los patrones motores (Swanson, 2003), por tal motivo la hipdtesis
planteada fue en el sentido de que la lesion del tegmento dorsolateral produciria la inhibicion de la
copula por una alteracion en el control motor, sin embargo, como se dijo previamente, en el periodo en
el que se evalud la ejecucion motora (20 dias post lesién) no se observo ningun efecto. Y aunque en
este experimento no se encontraron alteraciones motoras no se descarta la posibilidad de que en las
primeras semanas post lesion no existan dafios motores.

Otro aspecto a discutir es el area de lesion producida. En cuanto a éste tema vale la pena destacar
que las coordenadas empleadas en los trabajos de Brackett y Edwards (1984), Edwards y Einhorn
(1986) y de Giordano y colaboradores (1998) como en el presente fueron las mismas. En este estudio,
la extension de la lesion abarco a los nicleos mesencefalicos profundos, a la porcion dorsal del nucleo
rojo y en algunas ocasiones a una pequefia porcion dorsal de la sustancia nigra. Dichas estructuras
también fueron afectadas cuando se intent6 lesionar electroliticamente el TDL en un trabajo previo
hecho en el laboratorio (Giordano y cols., 1998). Un hecho importante del presente trabajo es que no se

dafaron los axones de paso con la inyeccién de acido quinolinico, tal como Bjorklund y colaboradores
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(1986) demostraron, que la inyeccion de &cido quinolinico produce muerte neuronal sin afectar la
viabilidad de los axones.

Como se menciond en la introduccién, el APM da origen a los axones que hacen sinapsis 0 que
cruzan el TDL (Conrad y Pfaff, 1976; Swanson y cols., 1978). La destruccion electrolitica del TDL
inhibe la expresion de la conducta sexual masculina (Brackett y Edwards, 1984; Giordano y cols.,
1998). Por otra parte, la lesion electrolitica unilateral del APM combinado con la lesion electrolitica
contralateral del TDL produce alteraciones permanentes en la conducta sexual masculina (Brackett y
Edwards, 1984). De manera interesante, el déficit conductual producido por la lesion electrolitica del
TDL es revertido por implantes de tejido hipotalamico fetal en la zona lesionada (Giordano y cols.,
2001), tal y como sucedio en animales lesionados electroliticamente del APM, en los cuales se revirtid
el efecto de la lesién con transplantes del mismo tipo (Paredes y cols., 1990b). Mas aln, la inyeccién
del trazador retrogrado fluorogold en el TDL tifie células hipotalamicas transplantadas en el APM de
los animales lesionados, lo que sugiere un establecimiento de conexiones entre las células
transplantadas y el TDL fundamentales para recuperar la conducta sexual (Paredes y cols., 1993b).
Después de lo anteriormente expuesto es evidente que se requiere un estudio entre las reconexiones del
APM vy estructuras posteriores al TDL que puedan estar involucradas en la cépula.

Por otra parte, la prueba de preferencia de pareja permite determinar alteraciones en la
motivacién sexual (Paredes y cols., 1998b), al igual que las conductas sociosexuales de persecucién de
la hembra y exploracién de los genitales de la hembra durante la copula (Agmo, 1999). Los datos
observados en estas pruebas muestran que no hubo alteraciones en la preferencia de pareja ni en las
conductas sociosexuales asociadas a la motivacion sexual, sugiriendo que no hubo una reduccién en la
motivacidn sexual. Sin embargo, habran de ser evaluados dichos parametros justo después de la lesion,
para saber si la inhibicién de la cOpula observada en la primera sesion post lesion se da por una

reduccion de la motivacion sexual o por una alteracion de las capacidades motrices del animal.
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En resumen, las lesiones neurotdxicas del TDL producen una alteracién transitoria de la
conducta sexual sugiriendo que las neuronas de esta region no son indispensables para el control de la
conducta sexual masculina. Este trabajo es el primero en aportar datos contundentes sobre el porcentaje
de muerte neuronal producida por la inyeccién de acido quinolinico en el TDL y su efecto sobre la

conducta sexual masculina.
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VIII. Experimento 2

1. Hipdtesis particular

La lesion neurotdxica del campo tegmental central afecta la conducta sexual masculina

incrementando la aparicion del patron de monta e inhibiendo el patron de eyaculacion.

2. Objetivos particulares

Determinar si el campo tegmental central esta involucrado en la motivacion sexual

masculina.

Evaluar si la lesion del campo tegmental central afecta la ejecucion motora.
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3. Métodos especificos

Los sujetos se mantuvieron en las condiciones descritas en el método general y las pruebas de
conducta sexual, conducta sociosexual, preferencia de pareja y ejecuciéon motora se realizaron como se

indica en el mismo apartado.

3.1 Motivacion sexual incentiva

El procedimiento que se siguid fue el estandarizado por Agmo y cols (2003). En términos
generales el aparato consta de una caja negra (100 x 50 x 45 cm) con dos compartimentos abiertos (25 x
25 cm) diagonalmente opuestos en sus paredes largas. Dos cajas (25 x 25 x 15 cm) en las cuales se
colocd una hembra sexualmente receptiva o un macho sexualmente activo fueron puestas por fuera de
las arenas, una sobre cada agujero. El frente de las cajas de los incentivos tiene una malla de alambre
(1-mm), que permite a los sujetos experimentales ver, oler y oir a los sujetos estimulo, pero no tocarse.
En la parte contigua de las cajas de los sujetos incentivos y por dentro de la arena se trazd una arena
virtual (30 x 20) que denominamos zona incentiva. La prueba experimental inicio cuando se colocé al
sujeto experimental en la parte central de la arena de prueba. En la prueba que duro 10 min
cuantificamos el tiempo que permanecio el sujeto experimental en cada una de las zonas incentivas y la
distancia recorrida durante la prueba, para lo cual utilizamos un sistema de video (Ethovision Pro,
Noldus, Wageningen, The Netherlands). Antes de la prueba se habitué a los animales a la arena de
motivacion incentiva durante tres sesiones de 10 min cada una y con 24 hrs de separacion entre ellas.

En el periodo de entrenamiento las cajas laterales no tuvieron sujetos estimulo.

3.2 Sitio de lesion
Para este experimento se emplearon 30 animales. A un grupo de 10 sujetos se les inyectd

solucion vehiculo y en 20 sujetos se intentd hacer una lesion neurotoxica bilateral en el CTC. Las
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coordenadas usadas para lesionar el CTC fueron tomadas teniendo como referencia estudios previos
(Baum y Everitt, 1992b) y fueron: -5.0 posterior partiendo de bregma; 2.7 mm lateral a la linea media;
y -6.0 ventral con respecto a la dura madre y de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1986). El
procedimiento seguido para la inyeccion del neurotdxico se especifica en la seccidon correspondiente a
los métodos generales (pag 36). Después de la lesion se dejo transcurrir 8 dias antes de la evaluacion

conductual. Se repitié el mismo esquema de observacion conductual seguido en la fase pre lesion.

3.3 Histologia

Para el andlisis empleamos el mismo equipo descrito en el experimento 1 en la seccion
correspondiente a histologia. Capturamos imagenes del CTC con un objetivo 4X. Dibujamos un cuadro
sobre el CTC (1400 x 700) justo por encima del lemnisco medial con el fin de determinar si la
inyeccion de acido quinolinico produjo un incremento de las células gliales o para cuantificar el nimero
de neuronas sobre dicha area. Consideramos que los animales tuvieron lesion bilateral del CTC cuando
la inmunoreactividad de GFAP fue abundante en comparacion con los sujetos inyectados con solucién
vehiculo (Figura 10). El nimero de ntcleos neuronales detectados con la inmunocitoquimica para Neu-
N (Figura 11) fue cuantificado empleando el software “Image Pro” para Windows. Seleccionamos para
su evaluacion 4 rebanadas de cerebro de cada sujeto que correspondieron a las figuras 36-39 del atlas

de Paxinos y Watson (1986).

4. Resultados histologicos

Sin tener conocimiento de los datos conductuales y dependiendo de la expresion de GFAP y
Neu-N catalogamos a los sujetos en diferentes grupos. En un total de ocho animales se observo un
incremento de células marcadas con GFAP y una disminucion de las inmunorreactivas a Neu-N en
ambos lados del CTC (Figura 10 y 11), a este grupo lo denominamos “bilateral”. El promedio de

neuronas encontradas en el CTC fue de solo 22 % de nucleos neuronales respecto del grupo control
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(Tabla 5), aunque en tres sujetos se encontr6 alrededor de 5 % de nucleos neuronales en el CTC
respecto de los controles. Otro grupo al que llamamos “otros” sitios fue conformado por 12 animales
que tuvieron ya sea lesion unilateral o en los cuales no se detectd lesion. El porcentaje de nucleos

cuantificados en este grupo fue del 90 % respecto del grupo control formado por 10 sujetos.

Figura 10. Fotomicrografias de cortes coronales del mesencéfalo en donde se muestra la

inmunorreactividad a la proteina glial acidico fibrilar en el campo tegmental central en una rata
inyectada con solucion vehiculo (A y B) o acido quinolinico (C y D). Se observa una alta reaccion
glial en el tejido en donde se inyectd acido quinolinico en comparacion con la inyeccidon de solucion
vehiculo. B y D (10X) son acercamientos de A y C (1X), respectivamente. Abreviaturas: cp=comisura

posterior; Im=lemnisco medial.
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Figura 11. Fotomicrografias de cortes coronales del mesencéfalo en donde se muestra la

s Ak

inmunorreactividad a la proteina neuronal nuclear en el campo tegmental central en una rata
inyectada con solucién vehiculo (A 'y B) o acido quinolinico (C y D). Se observa una reduccion del
numero de neuronas luego de la inyeccion de acido quinolinico. B y D (10X) son acercamientos de A 'y

C (1X), respectivamente. Abreviaturas: cp=comisura posterior; Im=lemnisco medial.
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Tabla 5. Cuantificacion y porcentaje de neuronas en animales lesionados del CTC

Nivel respecto a Vehiculo (10) Bilateral (8) Otros sitios(12)

Bregma Lado

-4.52 Izquierdo 579 157 449
Derecho 545 93 461

-4.80 Izquierdo 584 258 592
Derecho 653 112 623

-5.02 Izquierdo 589 268 571
Derecho 686 137 587

-5.03 Izquierdo 602 389 585
Derecho 674 183 598

Promedio 614 199 558
Porcentaje 100 29 90

El nivel con respecto a Bregma corresponde a lo mostrado por Paxinos y Watson (1986), en cuyos
niveles se contd el nimero de nucleos neuronales en el CTC de cada lado del cerebro. Los valores son
la media para cada nivel de todo el grupo. Los porcentajes en los grupos con lesion fueron respecto al

grupo control. En paréntesis se indica el nimero de sujetos que conforman el grupo.

5. Resultados conductuales

5.1 Porcentajes de machos que mostraron conducta sexual

El porcentaje de machos que realizaron monta [X2 (2) =6.58; p=0.03], intromision [X2 (2)
=8.43; p=0.01] y eyaculacion [X2 (2) =8.43; p=0.01] se redujo en la primera sesion post lesion en el
grupo bilateral y otro sitio (Figura 12). Los mayores efectos de la lesion se observaron en el grupo con
lesion bilateral, donde el porcentaje de machos que montaron se redujo 50 %, mientras el 63% de

sujetos no mostrd intromisioén o eyaculacion (Figura 12). En el grupo conformado por los sujetos con
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lesion en otros sitios el porcentaje de animales que montaron, intrometieron o eyacularon se redujo en
el 40 % de los sujetos. En la segunda sesion post lesion unicamente el grupo con lesion bilateral fue
afectado en el porcentaje de sujetos que montaron [X2 (2) =7.08; p=0.02] e intrometieron [X2 (2)
=7.08; p=0.02]. En cada caso el porcentaje fue disminuido en el 50 % de los machos (Figura 12). Por

ultimo, en la tercera sesion post lesion no hubo cambios significativos por la lesion.
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Figura 12. Porcentaje de machos lesionados en el CTC que mostraron monta, intromision y
eyaculacion. Es evidente la disminucion del porcentaje de machos que mostraron monta, intromision o
eyaculacion en la primera y segunda sesion post lesién y su recuperacion en la tercera prueba post
lesion. La flecha indica el momento de la lesion. El nimero en paréntesis indica cuantos sujetos
conforman el grupo. Los datos son la media + error estandar. * p<(0.05 Diferente del grupo control en la

misma sesion; ** p<0.01.

66



5.2 Frecuencia y latencia de monta e intromision

El nimero de montas [F(2;29)=0.04; p=0.9] e intromisiones [F(2; 29)=0.7; p=0.40] no se afectd
significativamente por la lesion. Por otra parte, en el grupo control y el de otros sitios el nimero de
intromisiones disminuy6 de manera significativa en las sesiones post lesion respecto a la tercera sesion
pre lesion (Tabla 6).

Se not6 un incremento en las latencias de monta [F(2;29)=9.40; p=<0.001], de intromision
[F(2;29)=5.65; p=0.008], y de eyaculacion [F(2;29)=3.69; p=0.03] producto de la lesiéon. Aunque en la
segunda sesion post lesion se observaron cambios, las alteraciones se detectaron principalmente en la
tercera sesion post lesion en el grupo con lesion bilateral respecto del grupo control en la misma sesion
(Tabla 6). En el grupo con lesion en otros sitios también se afecto la latencia de monta y de intromision
pero no la latencia de eyaculacion. Finalmente, la duracion del intervalo post eyaculatorio no se afectd

en ninguno de los grupos [F(2;29)=0.75; p=0.47; (Tabla 6)].
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Tabla 6. Conducta sexual en ratas macho lesionadas bilateralmente del CTC

Variable Tratamiento Pre lesion Post lesion
3 1 2 3
Vehiculo 9+2 11+£3 1445 7+1
NM Bilateral 8+1 61 T+1 1443
Otros sitios 9+1 5+1 15+4 9+2
Vehiculo 1942 1341 ** 1241 ** 1241 **
NI Bilateral 18+£2 9+1 14+1 13+1
Otros sitios 13+1 O] ** QL ** 12+1
Vehiculo 68435 179+136 77427 81+40
LM Bilateral 333+137 3374208 371+127 88243 58##
Otros sitios 3524+103## 169+60 558+152## 447£192##
Vehiculo 1394100 207+137 115434 197+127
LI Bilateral 4814218 148429 618+£305*# 9464323 ** 4
Otros sitios 428+120 213473 TOTE2TT**4# 5534203 *#
Vehiculo 732499 589490 559+79 444454*
LE Bilateral 636+51 359+77 661+82 830£160*##
Otros sitios 603+90 392452%# 458481 47771
Vehiculo 5274127 5624143 401+£71 357428
IPE Bilateral 5764224 332427 4324102 371+30
Otros sitios 471+84 476+101 7284263 472+74

Los valores son la media + error estandar. Abreviaturas: NM=Numero de montas; NI= Numero de
intromisiones; LM=Latencia de monta; LI=Latencia de intromision; LE=Latencia de eyaculacion;
IPE=Intervalo posteyaculatorio. ANOVA de medidas repetidas para frecuencia de montas
[F(2;29)=0.04; p=0.9], frecuencia de intromisiones [F(2; 29)=0.7; p=0.4], y latencia de eyaculacion
[F(2;29)=1.56; p=0.22]. Como prueba post hoc practicamos la prueba de Fisher’s LSD, # Diferente del
grupo vehiculo en la misma sesion p<0.05; ## p<0.01. * Diferente de sesion pre lesion del mismo

grupo p<0.05; ** p<0.01.

5.3 Frecuencia de las conductas sociosexuales

La frecuencia de varias de las conductas sociosexuales se afectd en los animales con lesion
bilateral del CTC. El niumero de persecuciones [X2(2)=7.58; p=0.02] y de autoaseos [X2(2)=8.58;
p=0.01] disminuyeron, mientras que en la frecuencia de exploracién de los genitales de la hembra se

registr6 un aumento [X2(2)=11.28; p=0.003]. En cada uno de esos casos las diferencias estadisticas

68



fueron respecto de sus valores prelesion y también de la sesion post lesion con respecto al grupo
control. El nimero de erguidos aumentd pero inicamente con respecto a la sesion post lesion del grupo
control [X2(2)=8.85; p=0.01; (Tabla 7)]. En cuanto al nimero de aseos de pareja [X2(2)=5.28; p=0.07]
y descansos [X2(2)=1.85; p=0.39] no encontramos alteraciones.

En el grupo con lesion en otros sitios notamos un incremento en el nimero de husmeos [X2(2)=10.24;
p=0.006] y de erguidos [X2(2)=8.85; p=0.01], mientras que en los autoaseos notamos una disminucion
[X2(2)=8.58; p=0.01] respecto a la sesion post cirugia del grupo control. En las comparaciones respecto

a la prueba pre lesion tinicamente observamos incrementos en el nimero de exploraciones genitales.

Tabla 7. Frecuencia de interacciones sociosexuales en animales con lesién bilateral del CTC

Variable  opservacion Grupos —
Vehiculo Bilateral Otros sitios
p ) Pre 31+4 2744 2542
ersecuciones Post 2342 1043 %4 1543
Exploracion Pre 2+1 4+1 4+1
genital Post 5+1 21£2%*4# 1242#
Aseo de Pre 1.6+0.6 3.8+1.3 2.0+0.5
pareja Post 2.0+0.8 7.0£2.0 5.1£1.3
Auto aseo Pre 3242 29+4 2542
Post 26+1# 124£3%%4 17£2%
Husmeo Pre 2643 30+5 37+3
Post 1842 30+4 37£3%*
Ereuid Pre 1243 1942 21+£3
reuco Post 842 2343* 1842%
Descanso Pre 4448 30+6 2843
Post 33+7 28+7 2444

Los valores son la media + error estandar. # Diferente de prueba pre lesién en el mismo grupo

p<0.05. * Diferente de vehiculo en la misma observacion p<0.05; ** p<0.01.
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5.4 Duracion de las conductas sociosexuales

En los grupos con lesion bilateral y otros sitios la duracion de exploracion genital [X2(2)=13.38;
p=0.001], aseo de pareja [X2(2)=7.15; p=0.02], husmeo [X2(2)=10.08; p=0.006] y erguido
[X2(2)=9.52; p=0.008] incrementaron, mientras que en la duracion de autoaseo [X2(2)=6.90; p=0.03] y
descanso [X2(2)=9.99; p=0.006] se notd una disminucion respecto del grupo control en la sesién post
cirugia (Tabla 8).

La duracién de las persecuciones se redujo [X2(2)=7.40; p=0.02] mientras que la exploracion

genital se incrementd en los grupos con lesion bilateral y otros sitios respecto de la prueba pre lesion

(Tabla 8).
Tabla 8. Duracion de interaccion sociosexual en animales lesionados del CTC
Variable . Grupos
Observacion - - —
Vehiculo Bilateral Otros siti0s
) Pre 109+12 84+19 84+10
Persecusiones Post 82+16 24L10**# 43494
Exploracion Pre 16+6 12+4 12+4
genital Post 1245 106+19%*# 53+17%#
) Pre 3.0+0.8 10.3+£3.6 3.8+0.9
Aseo de pareja Post 3.2+1.2 23.3+8.2% 18.2+6.7*
Pre 228+14 192430 167+16
Auto aseo Post 1971224 88L32*# 1274£25%*
Pre 96+£22 150+34 171£14
Husmeo Post 103421 233427%%* 2084+26%*
] Pre 22+9 41+6 46+6
Erguido Post 17+4 50+11% 446%*
Pre 132425 97425 113+18
Descanso Post 203+29 8321 ** 86+16**

Los valores son expresados como la media + error estandar. # Diferente de prueba pre lesion en el

mismo grupo p<0.05. * Diferente de vehiculo en la misma observacion p<0.05; ** p<0.01.
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5.5 Preferencia de pareja

En la figura 13 se muestran los datos obtenidos para la preferencia de pareja. Es evidente que
desde la primera sesion los sujetos prefieren interactuar con las hembras que con los machos, tendencia
que se acentua conforme se avanza en las sesiones, incluso en las sesiones post cirugia tanto en los
animales control como en los grupos con lesion, sin que se alcanzaran diferencias significativas

[F(2;29)=0.56; p=0.57].
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Figura 13. Indice de preferencia de pareja en sujetos lesionados neurotdxicamente del campo
tegmental central. Los valores por arriba de 0.5 indican preferencia por la hembra receptiva. Los datos

graficados son la media = error estandar.

5.6 Motivacion sexual incentiva

No observamos ninguna alteracion en la prueba de motivacion sexual incentiva [grupo
F(2;16)=0.21; p=0.81; prueba F(1;17)=2.24; p=0.15]. En todos los grupos el indice de motivacion
sexual incentiva oscilo alrededor de 0.7 lo que demuestra que los machos con lesiéon neurotdxica

bilateral del CTC siempre tuvieron una preferencia por la hembra sexualmente receptiva (Figura 14).
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Figura 14. indice de motivacion sexual incentiva en animales con lesion bilateral del CTC. Los

datos graficados son media + error estandar.

5.7 Ejecucién motora

Observamos una alteracion en la ejecucion motora producto de la lesion [F(2;29)=6.44;
p=0.005]. Esto es, en el grupo con lesion bilateral el numero de caidas se increment6 hasta 9 veces con
respecto a los valores pre lesion y también con respecto a los valores del grupo control, aunque el

efecto fue inespecifico dado que también se noto6 en el grupo con lesion en otros sitios (Figura 15).
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Figura 15. Numero de caidas (media + error estandar) en animales lesionados bilateralmente del

CTC. Los datos graficados son. ** p<0 .01 respecto de pre lesion.
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6. Discusion

Las inmunocitoquimicas practicadas para GFAP y Neu-N muestran clara evidencia de que la
lesion que se realizo por la inyeccidon de acido quinolinico sobre el CTC fue superior al 70 % en todos
los animales que conformaron al grupo con lesion bilateral. Se not6 un incremento importante en la
inmunorreactividad a GFAP en el CTC aunque en algunos animales también se encontr6 lesiéon en
estructuras dorsolaterales al CTC, principalmente en los nucleos geniculados. Por otro lado, la
inmunocitoquimica para Neu-N permitié determinar que en tres animales tuvieron solamente 5 % de
nucleos neuronales respecto del grupo inyectado con solucion vehiculo. Esto demuestra que a pesar de
que el 95 % de las neuronas fueron lesionadas el despliegue de la conducta sexual no se afecto de
manera permanente. Por otra parte, el grupo con lesion en otros sitios tuvo alrededor del 80 % de las
neuronas respecto al grupo tratado con solucion vehiculo y el efecto inhibitorio de la conducta sexual
también fue transitorio.

La lesion bilateral del CTC caus6 una disminucion en el porcentaje de sujetos que desplegaron los
patrones de monta, intromision y eyaculacion en las dos primeras sesiones post lesion. El grupo con
lesion en otros sitios también se afectd, aunque éste se vio inicamente en la primera sesion post lesion.
También, la lesion bilateral del CTC incrementd las latencias de monta, intromision y eyaculacion.
Mientras que la lesion en otros sitios s6lo incrementd las latencias de monta e intromision. Las
conductas sociosexuales se afectaron respecto de sus valores pre lesion. En el grupo con lesion bilateral
se notd un incremento en la frecuencia y duracion de la exploracion genital, mientras que se notd una
disminucién en el nimero y tiempo de persecucion de la hembra y autoaseo. En el grupo con lesion en
otros sitios se incremento la frecuencia y el tiempo de exploracion de los genitales de la hembra y
disminuyd el tiempo de persecucion hacia la hembra. Las conductas sociosexuales restantes no
sufrieron cambios. La motivacion sexual incentiva y la preferencia de pareja no tuvieron ningun

cambio. Finalmente, el desempefio en la ejecuciéon motora se vio ampliamente afectado, aunque los
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efectos no fueron especificos para el grupo con lesion bilateral, ya que se observaron alteraciones en la
misma proporcion en el grupo con lesiones fuera del CTC.

Simerly y Swanson (1986) demostraron inyectando el trazador anterégrado L-Phaseolus vulgaris
en el APM que esta estructura proyecta al CTC. Posteriormente el grupo de Coolen (1998) inyectando
la subunidad B de la toxina de cdlera (trazador retrogrado) o el dextrano amino biotinilado (trazador
anterogrado) confirmaron las interconexiones entre el APM y el CTC. Por otra parte, Baum y Everitt
(1992) demostraron que se expresa la proteina fos en el APM unicamente si el animal copula. Con esto
sugirieron que la conexion entre el APM y el CTC son importantes porque el CTC provee informacion
sensorial al APM, tal como se explico en el apartado de la introduccion. A pesar de que esas evidencias
sugieren que el CTC participa en el control de la copula, este es el primer estudio en donde se lesiond
neurotdxica y bilateralmente el CTC para evaluar la participacion de esas neuronas en la conducta
sexual. Aunque en nuestro laboratorio se hizo un intento por determinar el papel del CTC en la
conducta sexual masculina (Giordano y cols., 2001). En ese experimento se practicd una lesion del tipo
electrolitica y se encontrd un abatimiento total y permanente de la copula (Giordano y cols., 2001). Sin
embargo, esos datos no nos permiten aseverar si la lesion de las neuronas del CTC afecta la copula, ya
que la lesion fue electrolitica y como se ha explicado ese tipo de lesiones produce dafio a neuronas y a
los axones que viajan por el area lesionada. Por ello, la inhibicion de la copula observada en los
animales lesionados electroliticamente no descarta la posibilidad de que ésta se perdidé debido a la
interrupcion de las conexiones del APM con estructuras caudales al CTC aspecto que se trata en el
apartado correspondiente a la discusion general. Por otra parte, la inactivacion temporal de los somas y
axones que cruzan al CTC mediante la inyeccion de lidocaina produce una inhibicion total de la
conducta sexual en el 80 % de los sujetos, mientras que en el restante 20 % de los animales se
observaron montas e intromisiones pero no eyaculacion (Hurtazo, comunicaciéon personal), lo que

sugieren también una participacion del CTC en el control de la cépula, sin embargo, tampoco se
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descarta el que la inhibicion de la copula se haya debido a la interrupcion de el flujo de informacion
entre el APM y estructuras caudales al CTC.

Dado que en este experimento la lesion neurotdxica bilateral del CTC no inhibi6 de manera
permanente el despliegue de la copula se sugiere que las neuronas de esta area no son determinantes en
el control de la conducta sexual masculina. Aunque los datos muestran que la lesion del CTC
incrementd las latencias de monta y eyaculacion, asi como también redujo la frecuencia de
persecuciones, estos parametros no son contundentes en la evaluacion de la motivacion sexual, dado
que alteraciones motoras y en los sistemas sensoriales pueden incrementar esas variables (Hull y cols.,
2003). Una alteracion en los sistemas sensoriales pudo ser el resultado de la lesion del CTC y por ello
también se redujo en tiempo de exploraciones de los genitales de la hembra asi como el tiempo de
persecucion durante los primeros diez minutos de observacidn, pardmetros que se ha sugerido son una
medida indirecta de la motivacion sexual (Agmo, 1999; Meisel y Sachs, 1994; Paredes y cols., 1993a).
Sugerimos que no existe una reduccion en la motivacion sexual porque los animales siguen prefiriendo
en las pruebas de motivacion sexual incentiva a las hembras sexualmente receptivas y no a los machos
sexualmente activos, de la misma manera que sucede en la prueba de preferencia de pareja, pruebas que
también son una herramienta mas para estudiar la motivacion sexual (Paredes y Agmo, 2004). Por otra
parte.

Por otra parte, los incrementos en las latencias de intromision y eyaculacion sugieren que existe
un efecto en la ejecucion de la copula, ya que esas variables son algunas de las consideradas para
evaluar la ejecucion de la conducta sexual masculina (Meisel y Sachs, 1994), la que puede estar
asociada al dafio motor que observamos en la ejecuciéon motora en la prueba del rota rod.

Resulta interesante saber si los efectos producidos por la lesion bilateral del CTC anteriormente
mencionados son permanentes o si se reducen con el incremento de sesiones copulatorias hasta
alcanzar los valores pre lesion. Los resultados en este trabajo sugieren una recuperacion conforme

pasan los dias, lo que puede ser debido a una fenomeno de plasticidad neuronal, tal como se puso de
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manifiesto en la discusion del primer experimento. Esto también nos permite explicar la recuperacion
mas rapida observada en el grupo con lesion en otros sitios, dado que una lesioén parcial en el CTC
puede requerir de menos tiempo para recuperar su funcion a través de plasticidad neuronal.

De manera generalizada se ha postulado que el CTC participa en el control de la informacion
somatosensorial perigenital porque en esta area se observa un incremento en el nimero de neuronas
inmunoreactivas a la proteina fos cuando los animales tienen intromisiones o eyaculan (Baum y Everitt,
1992b; Boehm, 2006; Coolen, 2005; Coolen y cols., 1997a; Coolen y cols., 1996; Coolen y cols.,
1997b; Coolen y cols., 1998; Coolen y cols., 2003a; Coolen y cols., 2003b; Oboh y cols., 1995;
Pankevich y cols., 2004). Por otra parte, la inyeccion de lidocaina en la region perigenital incrementa el
nimero de montas y reduce el numero de intromisiones, y bajo esas condiciones no se observa
expresion de la proteina fos en el CTC (Baum y Everitt, 1992b; Oboh y cols., 1995). Més aun, la lesion
del nervio pélvico produce un incremento en el nimero de montas pero el animal es incapaz de
intrometer, y asociado con ello no se observa expresion de fos en el CTC (Wersinger y cols., 1993).
Esos datos sugirieron que el CTC esta involucrado en el control sensorial perigenital. Sin embargo, los
resultados obtenidos en este experimento no apoyan dicha hipdtesis, porque la lesion del CTC no
incrementd el nimero de montas como se esperaba, tal como se pudo observar en la tercera sesion post
lesion en donde el 80 % de los animales iniciaron la cépula montando y la continuaron hasta eyacular,
y ademas, el nimero de intromisiones requeridas para eyacular fue muy similar a las realizadas por los

sujetos control.
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I X. Discusion general

Varios estudios de neuroanatomia inyectando trazadores neuronales han mostrado que el APM
da origen a axones que llegan o pasan por el TDL y por el CTC (Coolen y cols., 1998; Coolen cols.,
2003a; Murphy y cols., 1999; Simerly y Swanson, 1988; Swanson y cols., 1978), y que éstos son
importantes en el control de la conducta sexual masculina (Brackett y Edwards, 1984; Paxinos, 1973,;
Paxinos y Bindra, 1973). Los experimentos que realizamos en este trabajo que en esencia fueron
lesiones neurotdxicas bilaterales del TDL y CTC sugieren que las neuronas de estas estructuras son
importantes pero no determinantes en el control de la conducta sexual masculina, mientras que los
axones que pasan por estas estructuras si pueden ser determinantes en el control de la conducta sexual
masculina, por lo que también otras estructuras posteriores al TDL y CTC pueden ser las responsables
del control de la copula. Al respecto existen algunas evidencias que pueden darnos algin indicio. Por
ejemplo, lesiones del nicleo tegmental pedunculopontino (TPP) en ratas sexualmente inexpertas
disminuye el nimero de montas, intromisiones y de eyaculaciones, asi como también disminuye la
preferencia por una hembra sexualmente receptiva (Figura 16). Sin embargo, cuando la lesion se hizo
en machos sexualmente expertos no se encontrd ninguna alteracion en el despliegue de la conducta
sexual. Esos resultados fueron interpretados como que el TPP es crucial solamente para la adquisicion
del aprendizaje de la copula (Kippin y van der Kooy, 2003). Por otra parte, cortes con navaja de la
formacion reticular ventral (FRV; Figura 16), produce alteraciones en la ejecucion de la copula. En esos
trabajos realizados por Paxinos y Bindra se demostré que el nimero de eyaculaciones se redujo de
manera significativa en pruebas que tuvieron una duracion de 40 min (Paxinos, 1973; Paxinos y Bindra,
1973). De manera interesante se observé que los animales con este tipo de lesion se recuperaron
después de la segunda sesion post lesion, por lo que para la tercera sesion nuevamente volvieron a
copular y no se observo ninguna diferencia respecto a los sujetos control (Paxinos, 1973). EI campo
retrorrubral (CRR; Figura 16) puede ser otra region importante en el control de la conducta sexual

masculina. Al respecto, se ha demostrado que las conexiones del APM con el CRR son importantes
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para el despliegue de la conducta sexual masculina en el gerbo (Finn y Yahr, 1994; Finn y Yahr, 2005).
Lesiones bilaterales del CRR (Finn y Yahr, 1994), asi como la destruccion unilateral del APM y
contralateral del CRR (Finn y Yahr, 2005) produce un déficit total de la conducta sexual en el gerbo.
Sin embargo, en la rata la lesion neurotoxica del CRR solamente tuvo efectos inhibitorios temporales
sobre la conducta sexual masculina (Finn y Yahr, 2005). En base a los antecedentes previos, las
evidencias de posibles nucleos localizados caudalmente al APM no son concluyentes. Muchas areas
reciben proyecciones del APM que pasan por el TDL y por el CTC, y para determinar cual de ellas es
importante en el control de la conducta sexual se requiere de futuros estudios. Aunque otras estructuras
que deben considerarse son el nucleo del rafe magno (RM) y el nicleo obscuro (NO), asi como también
el nacleo reticular gigantocelular ventral (RG) y el nicleo paragigantocelular (Figura 16). Esas areas
reciben y envian proyecciones al APM y estan conectadas a las motoneuronas espinales que inervan los
musculos del pene (para una discusion vea Finn y Yahr, 2005), por lo que estas estructuras pueden ser
candidatos ideales para integrar el circuito neuronal incluido en la regulacién de la conducta sexual del
macho.

En el caso particular del nucleo paragigantocelular (PGC) se ha demostrado que sus neuronas son
inmunoreactivas a fos después de que los animales copulan (Hamson y Watson, 2004b). Ademas, se ha
observado que las neuronas de dicho ndcleo tienen receptores a andrdgenos, de ahi la idea de que es
una estructura que controla de manera importante la conducta sexual de la rata macho (Hamson y cols.,
20044a). Un estudio en donde se hizo lesion electrolitica del PGC demostré que el porcentaje de machos
sexualmente inexpertos que eyaculan en la primera sesion se incrementa, reduciéndose ademas el
namero de montas y de intromisiones pre eyaculatorias (Yells y cols., 1992). Respuestas que los
autores interpretaron como un incremento en la motivacion sexual.

Algunas areas anteriores al TDL parecen también jugar un papel importante en el control de la
copula. Tal es el caso del nucleo peripeduncular (NPP), un area localizada rostral y lateral al TDL, que

al ser lesionada con acido iboténico produce una reduccion significativa del nimero de animales que
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eyaculan, pero no afecta el nimero de montas ni de intromisiones pre eyaculatorias en los animales que
logran copular (Hansen y Kohler, 1984). Asi también, la lesion de la zona incerta que esta localizada
entre el NPP y el TDL, también produce alteraciones en la ejecucion de la copula, de manera similar a
lo observado con la lesion del TDL, las lesiones de la porcion posterior de la zona incerta inhibe en el
50 % de los animales la eyaculacion (Maillard y Edwards, 1991), mientras que la lesion de la porcion
caudal de la zona incerta produjo cambios drasticos en la conducta sexual afectando en todos la
eyaculacion, sin embargo, los animales lesionados mostraron montas incompletas, esto es, montas que
no fueron acompafiadas por movimientos pélvicos. Estos animales mostraron también una clara
preferencia por hembras receptivas. Las alteraciones observadas en la conducta sexual fueron atribuidas
a alteraciones en la locomocién y no a la disminucion de la motivacion sexual (Edwards y Isaacs,
1991). Por otra parte, la inyeccion bilateral de NMDA en la region subtaldmica disminuy6 de manera
significativa el porcentaje de machos que muestran monta y eyaculacion. La lesibn méas efectiva
incluyo dafio bilateral de la porcion caudal de la zona incerta (ZI), hipotdlamo lateral adyacente (HL) y
al nucleo subtalamico (NS). Algunas de las lesiones que eliminaron la conducta sexual incluyeron al
campo tegmental central (para discusion ver (Maillard-Gutekunst y Edwards, 1994).

Otra area importante en el control de la conducta sexual masculina es el ndcleo talamico
subparafacicular en su porcion parvocelular, un area localizada rostral al TDL y caudal a la zona incerta
y la cual se le considera como parte del CTC. Esta estructura expresa fos Unicamente en su porcién
medial s6lo después de la eyaculacion, pero no cuando se despliegan montas o intromisiones (Coolen y
cols., 2003a). El SPFp recibe aferentes de neuronas localizadas en la médula espinal en las region L6,
estas neuronas son de tipo galaninérgico, colicistokinérgico y encefalinérgico (Truitt y Coolen, 2002).
Esas aferentes se encuentran de manera bien localizada a nivel del nicleo SPFp, ubicandose
principalmente en la parte medial de dicho ndcleo y siendo principalmente de tipo galaninérgico,
mientras que otras fibras que expresan a la proteina del gen de la calcitonina se ubica en la porcion

lateral (Coolen y cols., 2003a). En este trabajo observamos en algunos animales lesion en alguna

80



porcion del SPF, aunque no pudimos determinar con precision el tamafio de la lesion del SPFp debido a
que para ello se requiere una inmunocitoquimica para neuronas galaninergicas, tal como se describieron

por Coolen y colaboradores (2003b).

hipofisis R

Figura 16. Esquema de corte sagital de cerebro de rata que muestra la posicion de nudcleos
posteriores al APM (mayusculas) que pueden estar involucradas con la regulacion de la copula.
Abreviaturas: APM: area predptica medial; CRR: campo retrorrubral; CTC: campo tegmental central;
FRV: fermacion reticular ventral; HA: Hipotalamo anterior; HL: Hipotdlamo lateral; NPP: nucleo
peripeduncular; NO: ndcleo obscuro; NS: nucleo subtalamico; PGC: ndcleo paragigantocelular; R:
nucleo rojo; RGV: nucleo reticular gigantocelular ventral; RM: rafe magno; TPP: nlcleo tegmental
pedunculopontino; ZI: zona incierta. Abreviaturas de sitios de referencia: 1-10: I6bulos cerebrales; 3V:
tercer ventriculo; 4V: cuarto ventriculo; ca: comisura anterior; cp: comisura posterior. EI APM tiene
conexiones con todas las estructuras que se observan en el esquema. Se postulo que las conexiones del
APM con el TDL y el CTC participan en el control de conducta sexual masculina dado que se activan
con la cépulay en el caso del TDL la lesién electrolitica inhibe de manera permanente el despliegue de
la copula. Los resultados del presente trabajo demuestran que las lesiones neurotdxicas no inhiben
completamente la cépula sugiriendo que los axones que pasan por el TDL y el CTC son los que llevan
la informacidn a estructuras posteriores, tal como el TPP, CRR y el PGC. Esta hipdtesis debera ser
corroborada con estudios posteriores.
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En resumen, la lesion neurotdxica bilateral del TDL y del CTC tuvieron solamente efectos
temporales sobre la ejecucion de la conducta sexual masculina, lo que sugiere que las neuronas de estas
estructuras no estan comprometidas con la ejecucion de la copula, tal como lo pueden estar los axones
que cruzan estas estructuras. Esos axones pueden ser originados en el APM, la cual esta implicada en el
control de la motivacion sexual. Una vez que el animal esta motivado requiere activar su sistema motor
para realizar montas, intromisiones y eyacular. Los axones que pasan por el TCL y el CTC inervan
diferentes estructuras en el cerebro medio como en el tallo cerebral, e incluso a nivel espinal. La
identificacion de los circuitos funcionales entre esos nucleos podra darnos un mayor conocimiento de

los circuitos neuronales incluidos en el control de la conducta sexual masculina.
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