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Resumen

Sc ha documentado quc existen machos aparentemente normales los cuales cuando
tienc libre acceso a las hembras en estro no copulan. Estos animales denominados machos
“no-copuladores” no tienen alieracioncs ¢n los mecanismos quc controlan la ereccion, los
movimientos peneanos vy la cyaculacion. Con base en las evidencias encontradas en nuestro
grupe de mvestigacidn, propusimos que las ratas macho no-copuladoras pueden tener una
alteracion funcional a nivel del sistema nervioso central especificamente en la actividad del
arca preoptica media. Debido a los pocos cstudios sobre este tipo de animales fue necesario
realizar una caracterizacion conductual del macho no-copulador para tratar de determinar
las causas de su déficit conductual. En el presente trabajo aplicamos una bateria de prucbas
conductuales a las ratas macho no-copuladoras que nos permitiera determinar si otras
conductas relacionadas a la sexual cstan alteradas. Un segundo objetivo fue evaluar si en los
machos no-copuladores la actividad ncuronal del 4rca predptica media cs normal durante ¢l
procesamienlto de olorcs de hembras en estro y si el numero de receplores a androgenos,
estrogenos tipo o, asi como la actividad de la cnzima aromataza (enzima que metaboliza la
testosterona a cstradiol) es normal cn estos antmales. El area preoptica media forma parte
del sistema vomeronasal y la integridad de las estructuras que conforman a este sistema son
fundamentales para la ejecucion de la conducta scxual masculina, por lo que en este trabajo
también incluimos el estudios de estas estrucluras.

Para una mcjor comprension de nucstro trabajo los datos fucron agrupados cn los
siguientes experimentos: 1) Evaluamos si los machos no-copuladores tienen alteracioncs c¢n
la coordinacion motora fina de sus movimientos que les impidan copular y detcrminamos si
estas ratas no copulan debido a que no sea posible inducirles estados alcctivos positivos. 2)
Determinamos st los machos no-copuladores estan conductualmente feminizados. 3)
Evaluamos si los machos no-copuladores pretieren a las hembras en estro y sus olores de
los machos sexualmente activos y evaluamos si la actividad neuronal del sistema de
proyeccion vomeronasal es normal en los machos no-copuladores durante ¢l procesamiento
de los olores provenientes de las hembras en estro. En los aspectos hormonales: 4)

Cuantificamos los niveles sanguineos de testosterona y estradiol y evaluamos la actividad



dec la enzima aromatasa. Finalmente 5} Cuantificamos ¢l namero de neuronas
mmunorreactivas a receptores a andrégenos y estrogenos tipo o.

Nuestros datos demuestran que los machos no-copuladores no tuvieron alteraciones
en la coordinacion motora fina de sus movimientos. Por lo tanto podemos suponer que este
déficit conductual no se debe que estos machos no puedan coordinar sus movimientos para
acercarse a las hembras en estro e iniciar la conducta sexual masculina. Estos animales
tampoco tuvieron alteraciones en su sistema general de motivacion, ya que fueron capaces
de asociar un estado afective positivo inducido por la administracion de morfina con un
ambiente determinado.

Ya que los machos no-copuladores no ejecutan la conducta sexual masculina,
cvaluamos si cs posible potenciar en estas ratas la conducta sexual femcnina. Los datos
mostraron que los machos no-copuladores y copuladores presentaron bajos niveles de
receptividad femenina independicntemente del tratamiento hormonal empleado, sugiricndo
que los machos no-copuladores no estan feminizados conductualmente.

En el experimento 3, demostramos que los machos no-copuladores en prucbas de
motivacion scxual no prefiricron a las hembras en estro con respecto a los machos
sexualmente expertos. Estas deficiencias pueden deberse a que los machos no-copuladores
aunque prefirieron los olores de las hembras en estro de los olores neutros esta preferencia
cs menor a la observada en los machos copuladores. También demostramos que mientras ¢n
los machos copuladores se incrementd la actividad ncuronal de todas las estructuras del
sistema de proyeccion vomeronasal en respuesta a la dcteceidn de los olores de las hembras
en estro, en los machos no-copuladores solamente se observd un incremento en la capa
mitral del bulbo olfatorio accesorio.

En el cxperimento 4, demostramos que los niveles sanguineos de teslosterona y
estradiol fueron normales en los machos no-copuladores. La actividad de la enzima
aromatasa en los machos no-copuladorcs fuc menor en el area predptica media y normal en
¢l niclco de la cama de la cstria terminal, el hipotalamo antenior, el nicleo ventro medial
del hipoldlamo y la amigdala. En la cuantificacion del nimero de reccptores encontramos
quc los machos no-copuladores tiencn un mayor niimero de receptores a androgenos cn ¢l

arca preoptica media y en la amigdala anterior y posterior. En cuanto a los receptores a
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estrogenos o encontramos que cstos cstan incrementados en los machos no-copuladores en
la amigdala anterior y posterior con respecto a los machos copuladores. En el arca predptica
media encontramos quc los machos no-copuladores ticnen un menor numero de receptorcs
a cstrogenos Upo o que los copuladores. Con base en los experimentos antcriores,
proponcmos quc las delicicncias conductuales en los machos no-copuladores pueden
dcberse a que estas ratas no prefieren a las hembras sexualmente receptivas debido a que
tienen una preferencia deliciente por sus olorcs. Esta deficiencia puede darse a nivel de la
integracion ncuronal de cste tipo de cstimulos, ya que la actividad ncuronal def sistema de
proyeccion vomeronasal de los machos no-copuladores ¢s delicientc cuando estos animales
son cxpucstos a olores de hembras en estro. Esta reduccion cn la actividad neuronal puede
ser causada por alteraciones hormonales a nivel de los receptorcs a androgenos y
cstrogenos. Nosotros proponemos que en los machos no-copuladores los receplores a
androgenos estan sobrerregulados en el area predptica media probablemente porque la
actividad de la cnzima aromatasa en ¢sta cstructura csta disminuida lo que puede generar

altos niveles locales de testosterona y bajos niveles de csiradiol.
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Abstract

There are male rats that fail to mate even if they are repeatedly tested with receptive
femalcs. These rats arc called “noncopulators (NC)Y’. We have proposed that the NC males
have a ncuronal alteration in the medial preoptic area (MPQOA). In the present experiment
we characterized the NC malce rats, and demonstrated that this males arc not behavioral
feminized and do not have alteration in their motor coordination that prevent to approach
and mate with the females. As well, NC males do not show partner and odor preference for
receptive females. Sexually relevant odors arc detected by the vomeronasal projection
pathway (VN pathway that include the MPOA). In NC males the VN pathway is not
activated during cstrous odors processing. At the hormonal level, we found that in NC
males plasmatic levels of testosterone and estradiol arc normal. However, this rats have a

higher number of androgen receptors in the amigdala (AMG) and MPOA than C rats,

estrogen receptors alpha are up-regulated in the AMG and down-regulated in the MPOA of

NC males. Finally, NC males rats showed a reduced aromatasa activity (AA) in the MPOA
but not in other structures of the VN pathway. Alterations in the number of stecroid
receptors and AA 1n the MPOA of NC males suggested that the levels of testosterone and
estradiol are modified in this struclures, and this changes can be the cause of this
behavioral deficit. Our data supported the hypothesis that the NC have a ncuronal

alterations in the MPOA.



Capitulo 1. Descripcion de la conducta sexual en la rata macho.

En la conducta sexual de los mamiferos se pueden identificar dos componentes: el
primero precopulatorio o motivacional, lleva al sujeto a la bisqueda y al inicio de la
interaccion con la pareja sexual y ¢l scgundo consumatorio o de ejecucion, permite llevar a
cabo dicha intcraccion (Beach, 1967). Sobre estos dos componentes actlia un mccanismo
modulador que inhibe la expresion de la conducta sexual e¢n condiciones inapropiadas
como la presencia dc depredadores, la cual puede poner cn peligro la sobrevivencia de la
parcja (para revision vease Bever 1970; Wallen y Schneider, 2000).

Las conductas precopulatorias duran desde unos cuantos secgundos, minulos o
incluso horas dependiendo de la especie y de la expertencia sexual previa. En la rata cstas
conduclas consisten basicamente cn ¢l olfatco de la region perincal, la exploracion genilal y
cl asco del compaiero (Hlindk, 1986; Hlinak y col., 1987; Hlindk, 1990). En esta fase la
hembra ademas desplicga conductas de atraccion como son ¢l brincotco, desplazamicnto en
zig-zag y movimienlos repetidos de las orejas (revision en Blaustein y Erskine, 2002).
Durante estc periodo los rocdorcs de ambos sexos pueden emitir vocalizaciones
ultrasdnicas. Dichos sonidos tienden a aumentar la excitacion de la parcja y la propia
excitacion del ammal emisor (Knutson, 2002: Mclntosh y Barficld, 198(0; Pomeraniz v
Clemens, 1981; White et al., 1990). Asi mismo, se ha demostrado quc si la estimulacion
producida por ¢l compaficro durante la fase precopulatoria no es la adccuada cs muy
probable que la copula no se lleve a cabo. Por c¢jemplo, sc ha demostrado quc los
tratamientos [armacologicos que reducen las conductas precopulatorias, inhiben también el
coito (Paredes y Agmo, 1989). Dc csta forma los trabajos de Hlinak y colaboradores (1980
y 1987) demostraron que la transicion de la fasc precopulatoria a la copulatoria es un
aspecto importante no solo de la potencia sexual temporal del macho smo también de su

polencia sexual pennanente, esta transicion parcce ser clave en la interaccion sexual.



Por otra parte, la conducta copulatoria cn la rata macho consiste en tres patroncs

conductuales altamente estereotipados (Figura 1), los cuales son:

a)

b)

Montas.- En este patrén el macho sc posa sobre la parte posterior de la hembra y
rcaliza una scric dc movimientos pelvicos, no se presenta insercidon peneana y su
patron de desmonta no es estereolipado. En ocasiones esta conducta pucde ir

seguida por el acicalamicnto genital.

Intromision.- Ocurre cuando durantc una monta el pene se inserta en la vagina de
la hembra, ademas de exhibir inicialmente los movimicntos propios de la monta,
la desmonta dificre por tratarse de un movimiento pélvico intenso seguido por

una brusca rctirada, después de la cual el macho puede lamerse el penc.

Eyaculacién.- Se presenta después de un cierto nimero de intromisiones y se
caracterizan por scr montas que terminan ¢n movimientos repetidos de los
miembros anteriores. La penetracidn cs de una duracién mas larga y la desmonta
es muy lenta. La evaculacién es una fuerte cxpulsion de liquido seminal y
espermatozoides desde cl cuerpo del macho. La expulsion del esperma
generalmente se acompafia por contracciones espasmodicas de la musculatura
esquelética, principalmente de los miembros anteriores y posteriores, asi como de
los musculos estriados de la region perineal, que incluyen al isquiocavernoso, al
bulbo esponjoso y al esfinter anal. Después de la eyaculacion el patron de
desmonta no es cstercotipado y por lo general es seguido de acicalamicnto

genital.
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Figura 1. - Patrones obscrvados durante la conducta sexual masculina en la rata (lomado de

Slob y Van der Werl(l, 1997).
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Durante la copula el macho puede o no mostrar montas y c¢l nimcro dc
intromisiones antes de eyacular varia entre 8 y 15. Se considera que un macho cxperto
puede eyacular después de 10 a |5 minutos de estar en contacto con una hembra
scxualmente receptiva (cstro). Al conjunto de patrones sexuales que presenta un macho
desde que entra en contacto con la hembra en estro hasta que eyacula sc Ic dcnomina scric
copulatoria. Despucs de terminar una scric copulatoria se presenta un intervalo de 4 a 3
minutos en el que el macho no responde a una nucva cstimulacidn sexual, a este periodo se
lc ha denominado intervalo posteyaculatorio (Larson, 1956). Este comprende dos fascs: una
larga denominada “periodo refractario absoluto™, el cual abarca ¢l primer 75% de la
duracion del intervalo postevaculatorio, y se caracteriza porque el macho no ticne actividad
sexual (Sachs y Bialy, 2000) y cnmte vocalizaciones ultrasénicas a 22kHZ (Barficld y
Geyer, 1975, Sachs y Bialy, 2000). La segunda fasc es mas corta y corresponde al “periodo
refractario relativo”, durante este lapso de tiempo el macho monta a la hembra si esta o
estimula adecuadamente (Beach y Hultz-Tucker, 1949; Pollak y Sachs, 1975).

Para que la copula se lleve a cabo es nccesario, que las hembras sc cncuentren
sexualmente receptivas. La receptividad se manifiesta de distintas formas segin la especie,
pero en lodos los casos implica la adopcidon de una postura que facilita la insercion y
permanencia del pene dentro de la vagina y como consccucncia, la eyaculacion dentro de
ella (Morali v Bever, 1979). En las ratas se presenta la llamada respuesta de lordosis (Figura
2) la cual consiste cn arquear cl lomo de forma que la cabeza y ¢l periné se encuentren
clevados y la cola desviada hacia un lado (revisidén en Blaustein y Erskine, 2002).

La conducla sexual es cjecutada por la mavoria de los individuos de todas las
especies de mamiferos, sin embargo en especics como: la cabra, el congjillo de indias, ¢l
gerbo, ¢l hamster, la rata y el raton, sc ha reportado la existencia dc machos aparentemente
normales que no muestran la conducta sexual a pesar de ser probados cn repetidas
ocasioncs con hembras scxualmente receptivas (Alexander ct al., 1999; Alexander et al..
2001; Anderson, 1936; Beach, 1942; Clark et al., 1992; Clark et al., 2000; Pcrkins et al..
1992). Estos animales han sido denominados machos no-copuladores. La causa de esté
déficit conductual aun se¢ desconoce. En nuestro laboratorio estamos interesados cn

determinar los factores involucrados en la auscncia de conducta sexual masculina en la rata



macho no-copuladera. Nosotros consideramos que es necesario primero realizar una
caracterizacion conductual de estos animales para posteriormente evaluar la participacion
de algunos [actores hormonales vy neuronales fundamentales en ci control de la conducta
sexual masculina que pudieran estar alterados en los machos no-copuladores. Las hormonas
actuan principalmente a nivel del sistema nervioso central para controlar la conducta sexual
y cl sustrato neuronal permite o inhibe la liberaciéon de las hormonas. Por to anterior, en los
siguicntes capitulos describiré brevemente el papel de las hormonas (andrégenos y
estrogenos} y de las cstructuras neuronales mas importantes en el control de la conducta

sexual masculina.



0 puntos 1 punto

Figura 2.- Iisquema de la intensidad de lordosis. Intensidad 0 si no se observa conducta de
lordosis, intensidad 1 s1 se observa una lordosis parcial la cual consiste en desviar lateralmente la
cola, llexionar la cspalda y extender el cuello e intensidad 2 si se observa una lordosis completa
caracterizada por la desviacion de la cola con una (Texwon pronunciada de la espalda y extension del

cucllo.



Capitulo 2. Control hormonal de la conducta sexual masculina.

Al hinal de la década de los afios 507s y durante la de los 60's, se demostrd que la
actividad de los esteroides gonadales durante la vida perinatal del sujcto, son fundamecntales
para establecer ¢l dimorfismo sexual y para que en la edad adulta las conduclas
reproductivas tipicas de cada scxo se presenien en forma normal. Los esteroides scxuales
actian fundamentalmente de dos formas. La primera es organizacional, esto es, organizan
en un periodo temprano dcl desarrollo las vias neuronales mvolucradas ¢n las conductas
reproductivas. La scgunda forma de accion es de tipo activacional, esto ¢s, cuando el
organismo cs adulto estas hormenas activan las vias ncuronales va organizadas para que se
lleven a cabo las conductas que dichas vias controlan (Phoenicx ct al., 1959). El electo
activador es facilitador o pecrmisivo ya que los esleroides gonadales incrementan la
probabilidad dc que las conductas reproductivas ocurran ante el estimulo apropiado
(McEwen ct al., 1970). La funcion activadora puede scr reversible, ya que la gonadectomia
cn hembras y machos genera una disminucion de la conducta sexual, que puede recuperarse
administrando una terapia de reemplazamiento hormonal (Putnam ct al., 2001; Thorton,
1986).

Por otro lado, la funcidn organizacional depende de la testosterona. Si durante ¢l
periodo critico el cerebro es expuesto a grandes cantidades de esta hormona, este se
masculiniza y como consccucncia cuando el sujeto llcga a la cdad adulta cs capaz dc
presentar conductas scxuales masculinas. Si por ¢l contrario, no cs cxpuesto a dicha
hormona ¢l animal adulto presenta conductas tipicamente femeninas (Baum, 1979,
MacLusky y Naltolin, 1981; Phoenix et al., 1959, Rhees et al., 1997).

[in la rata, la testosterona se detecla prenatalmente en los dias 18 y 19 dc gestacion
(Baum et al., 1991; Cooke et al., 1998; Weisz y Ward, 1980). Durante el periodo postnatal,
en fos machos sc¢ obscrva un incremento cn los niveles de teslosterona durante las dos
primeras horas de vida, seguido de un decremento a las 6 horas (Baum ct al., 1988; Corbier
ct al., 1978, Slob et al., 1981). De tal manera que después del nacimiento y hasta ¢l dia 10
de vida los nivcles de testostcrona son mas altos en los machos que en las hembras.

Posteriormente disminuyen y permanceen bajos cn ambos sexos hasta la pubertad, cuando



nuevamente en los machos incrementan los niveles de testosterona en comparacion con las
hembras (Selmanoff et al., 1977; Olster y Blaustein, 1988).

La funcion activadora de los esteroides gonadales se inicia en la pubertad. En los
machos se requiere de la testosterona v de sus metabolitos para que se lleve a cabo la
maduracion de los espermatozoides y la expresion de la conducta sexual masculina (Killian
et al., 2003; Morali, 1998; O'Donnell et al.,, 1999), micntras que en las hembras es
necesario un incremento cn la liberacién ciclica de las gonadotropinas, para inducir la
ovulacion y la secrecion de estradiol y progesterona, las cuales activan la conducta sexual
femenina {revision en Blaustein y Erskine, 2002).

El papel de los androgenos en cl control de la conducta sexual masculina se ha
evaluado durante las diferentes etapas de la vida de los sujetos. Por ejemplo, se ha
demostrado que la exposicion cn el utero a los antiandrégenos como el vinclozolin, el
linuron, la flutamida (agonistas competitivos del receptor a andrégenos) v el di (n-butyl)
palato (inhibidor dc la biosintcsis de testosterona), inducen cambios permanentes en el
fenotipo de los machos como disminucion de la distancia anogenital, incrementos en la
retencion de los pezones, hipospadias y otras malformaciones del epididimo vy vasos
deferentes. Ademas se han reportado decrementos en el peso de los testiculos, la prostata y
las vesiculas seminaies (Barlow v Foster, 2003; Imperato-McGinley, 1992; Mclntyre et al.,
2002; Mylchreest, 2000).

En los mamiferos adultos, la gonadectomia gencra una reduccion de los niveles
hormonales despucs de 24 horas de la cirugia (Krey y McGinnis, 1990) que conlleva a una
rcduccion de la conducta sexual masculia, al micio el macho picrde su capacidad para
cyacular después se observa una reduccion cn el nimero de montas con intromisiones,
hasta que el animal ya no es capaz de montar a las hembras en estro (Beach y Pauker, 1949;
Grunt v Young, 1953; Larsson, 1979; Rosenblatl y Aronson, 1958). Estos efectos pueden
ser revertidos mediante el tratamiento con testosterona; cn los machos gonadectomizados,
despucs de varias semanas de la cirugia, se restablece la conducta sexual masculina de 5 a
10 dias posteriores al inicio del tratamiento hermonal (McGinnis y Dreifuss, 1989; Putnam
ct al., 2001), las montas son las primeras en ser restablecidas, scguidas de la recuperacion

de la intromision y finalmente de la evaculacion {Larson, 1979). La gonadectomia no solo



disminuye la copula, también afecta los aspectos motivacionales de la conducta sexual
masculina. Por ejemplo, se ha demostrado que los machos gonadalmente intactos prefieren
a las hembras en cstro en lugar de los machos sexualmente activos (prucbas de preferencia
sexual), si las ratas son gonadectomizadas csta prelerencia declina rapidamente y solo sc
restaura con tratamientos dc propionato de testosterona o benzoato de estradiol (Agmo,
2003, Loper et al., 1999 Paredes et al., 1998; Vega Matuszczyk et al., 1994). La rata
macho utiliza principalmente su sentido del olfato para identificar v preferir a las hembras
en estro (Curtis ¢t al., 2001; Edward et al., 19906; Kelliher v Baum, 2002; Ninomiya y
Kimura, 1988; Petrulis et al., 1999). Dc csta manera, los machos gonadalmente intactos
prelicren los olores de las hembras cn cstro en lugar de los olores de los machos o de las
hembras cn anestro (pruebas de preferencia olfatoria). Si estos ammales son
gonadectomizados pierden la capacidad de discriminar entre los olores de cada tipo de
animal cstimulo, sin embargo esta conducta puede ser revertida mediante el tratamiento
con propionato testostcrona (Agmo, 2003; Bakker et al., 1996; Carr ct al., 1965; Gottreich
et al., 2000, Parcdes ct al., 1998). Si los machos no estan sexualmente motivados para
preferir a las hembras en estro y no son capaces de identificar sus olores estos no inician las
conductas precopulatorias y por lo tanto tampoco la cépula.

Sc han realizado una gran variedad de estudios para determinar si la testosterona o
el estradiol generado por su metabolismo, cstin involucrados en la activacion de la
conducta copulatoria, la preferencia sexual y la preferencia olfatoria. La testosterona se
biotransforma a través de dos vias metabolicas: la Sa-reduccion genera la Sa-
dihidrotestosterona y la aromatizacion genera estradiol. A conlinuacion se describen los
estudios que evaldan el papel de la Sa-dihidrotestosterona y ¢l cstradiol en el control de la

conducla scxual masculina.

2.1 Androgenos

Los andrégenos constituyen la sefial que inicia la diferenciacion de los ductos de

Wolff en ¢l ¢pididimo, los conductos deferentes y las vesiculas seminales e inducc la

formacion del escroto y del pene {George, 1997, Veyssiere et al.,, 1982). En el animal



adulte los androgenos tienen efectos sobre la musculatura, el hucso, la hematopoyveésis, la
coagulacidn y el melabolismo de lipidos, proteinas y carbohidratos (revision en Bhasin,
1998).

La testosterona puede metabolizarse mediante la enzima 5-a reductasa a S-o
dihidroteslosterona. La enzima Sa-reductasa es una proteina integral de membrana que se
localiza cn ¢l reticulo endoplasmico y en la membrana nuclear externa, utiliza como
cofactor al dinucledtido de nicotinamida adenina fosfato para catalizar la reduccion
irreversible de la testosterona a la Su-dihidrotestosterona (revision en Hupaka y Liao,
1998). La So-reduccion ocurre en los tejidos blanco periféricos tales como 1a piel de los
testiculos, la prostata, ¢l epididimo y las vesiculas seminales (Hiipaka y Liao, 1998). La
reduccion de la testosterona sc llcva a cabo durante todas las fases del desarrollo v en
practicamente todas las estructuras cerebrales de una gran variedad de cspecies de
vertebrados (revision en Celotti et al., 1992). La Sa-dihidrotcstosterona se ha considerado
como ¢l metabolito activo de la testosterona en la mayor partc de los tejidos periféricos
sensibles a androgenos, ambas hormonas se une a los receplores a androgenos, pero la So-
dihidrotestosterona tienc aproximadamente 5 veces mas afinidad por el receptor que la
testosterona (Wilbert et al., 1983).

Deficiencias en la actividad de la enzima Sa-reductasa inducen una forma de
pseudohcrmafroditismo cn los machos, en los cuales, los niveles de testostcrona sen
adecuados para cl desarrollo del epididimo, vasos deferentes y vesiculas seminalcs a partir
dc fos ductos de Woll, pero no son suficientes para la virilizacion de los senos urogenitales
y tubérculos genilales.

En la cdad adulta, si las ratas macho son gonadcctomizadas y tratadas con Sa-
dihidrotestostcrona, sc obscrva que esta hormona no es capaz de estimular la conducta
sexual, e induce solo una ligera preferencia sexual por las hembras en estro (Vega

Maluszczyk y Larsson, 1994).



2.2 Estrogenos

Ll estradiol (sintctizado a partir de la testosterona, mediante la enzima aromatasa)
restablece la conducta copulatoria en ratas macho gonadectomizadas, induce fa expresion
de montas ¢ intromisiones v un nimero reducido de patrones de eyaculacion (McGinnis y
Dreifuss, 1989; Putnam et al., 2003; Roselli et al., 2001). El (ratamienlo combinado de
benzoato de estradiol vy Swu-dihidrotestosterona restaura la conducta sexual masculina al
mismo nivel que cn las ratas macho gonadalmente mtactas (Feder et al., 1974) o
gonadectomizadas v tratadas con benzoato de testosterona (Baum y Vreeburg, 1973).

En genceral s ha propuesto que el estradiol actiia sobre el sistema nervioso central
promoviendo la conducta sexual, micntras quc la So-dihidrotestosterona restablece la
sensibilidad tactil del pene a los niveles de precastracion. Sin embargo sc ha reportado que
la Sa-dihidrotestosterona también actia sobre el sistema nervioso central. De csta [orma,
Lodder y Baum (1977) reportaron que la Sa-dihidrotestosterona estimula la conducta de
monta en ratas macho castradas por un largo periodo y tratadas con benzoato de cstradiol
después de la transeccion bilateral del nervio pudendo. Lo que sugiere que la So-
dihidrotestostcrona v el estradiol actiian sinérgicamente en el cerebro de la rata para activar
la conducta de monta,

El papcl del cstradiol en el control de la conducta sexual masculina también sc ha
estudiado por medio de técnicas que involucran la eliminacion de los genes que codifican
para sus receplores. Por ejemplo, se ha demostrado que existen dos tipos de rcceptores a
cstrogenos el oy el B, el estradiol se une a ambos receptores con una afinidad similar
(Kuiper et al., 1997). En ratones en los que se ha eliminado el gen que codifica para los
receptores a cstrogenos tipo «, sc han descrito varias deficiencias conductuales, estos
animalces no emiten vocalizaciones ultrasonicas, las cuales son sefales que tienden a cxcitar
sexualmente al animal emisor y a la pareja sexual (Ogawa vy cols., 2000). Asi mismo, estos
machos pasan menos tiempo con las hembras en cstro ¢n comparacidn con los machos
control (Rissman ¢t al.,, 1997) y no prefieren a las hembras cn cstro con respeclo a las
hembras cn ancstro (Wersinger ct al., 1997). Estas diferencias conductuales pueden deberse

a que cstas ratas investigan por periodos muy cortos la regidén anogenital de las hembras y
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de los machos (Wersinger v Rissman, 2000). En cuanto a la e¢jecucion de la conducta
sexual masculina, los machos deficientes en el gen para los receptores a estrégenos ¢ no
eyaculan, unicamente entre el 0-12.5% intrometen y del 0-40% montan a [as hembras cn
estro (Rissman ct al., 1999). Los machos a los que se les induce la eyaculacion. mediante
tratamientos con testosterona y dopamina no son fértiles ya que su numero de
cspermatozoides es reducido vy la motilidad de estos es deliciente (Rissman et al., 1997).
Por otra partc, los ratones sin el gen para los receplores a estrogenos 3, los machos
copulan y dejan descendencia (Scordalakes et al., 2002). Ya que los receptores a estrogenos
[} forman homodimeros vy helerodimeros con los receplores tipo o, e€s posible que estos
dimeros tengan funciones desconocidas. Por lo tanto no se pucde descartar la participacion

de los receptores a estrogenos tipo 3 en la modulacion de la conducta sexual masculina.

2.3 Aromatasa

Se ha propuesto quc la diferenciacion sexual del cerebro es resultado de la
aromatizacion dc la testosterona a estradiol {Baum, 1979; MacLusky v Naltolin, 1981;
MacLusky et al., 1985; McEwen ct al, 1977). Esta idea ha generado la hipotesis de
aromatizacion la cual propone que la testosterona secretada por los testiculos, durante la
vida fetal y al nacimiento del animal, es transformada a estradiol mediante la
aromatizacion. Este proceso masculiniza ¢l cercbro cn desarrollo.

Los niveles de actividad de la enzima aromatasa difieren en ambos sexos. (Negri-
Cesi ct al., 2001; Roselli v Klosterman, 1998; Tobct ct al, 1985; Tsuruo et al., 1994;
Vaney et al., 2000) encontrandose mas elevados cn los machos que en las hembras durantc
los estadios pre y post natal (estadios que se caracterizan por los altos niveles de
testosterona en los machos). La aromatizacion de los csteroides estrogénicos a partir de
androgenos es mediada por la enzima P450 aromatasa la cual forma un complejo con la
flavoproteina dinucledtido de nicotinamida y adenina fosfato reducido-citocromo P450
reduciasa, ambas enzimas se localizan en el reliculo endopliasmico. La enzima aromatasa
esta codilicada en el gen CYP19 (gen con 17 exones), el cual pucde ser transcrito desde
cualquicra de sus 5 primeros exones alternativos no traducidos, lo quc permite que sea

rcgutado de manera cspecifica en las diferentes estructuras. De csta forma, la enzima sc
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produce en difcrentes tejidos como son: la placenta, el cercbro, el ovario, el hueso y el
tejido adiposo, bajo diferentes controles dc regulacion (Kamat ct al., 2002; Mellon vy
Vaudry, 2001; Miller y Chousos, 2001). La aromalizacion se realiza mediante dos
rcacciones que hidroxilan el grupo metilo del carbono 19 de la testosterona v una tercera
hidroxilacidn en el carbono 2, resultando cn la pérdida del carbono 19 y la consccuente
aromatizacion del anillo A del esteroide, durante este proceso se liberan 3 moleculas de
agua. Esta seric de reacciones requicre de 3 parcs de clectrones donados por 3 molcéeulas
del dinucledtido de nicotinamida v adenina fosfato reducido (Mellon y Vaudry, 2001;
Miller y Chrousos, 2001).

l.a importancia de la aromatizacién en la diferenciacion scxual y control de la
conducta sexual masculina y femenina ha sido estudiada ampliamente ya sea admimstrando
farmacos que inhiben la actividad de la enzima aromatasa o analizando la conducta de los
animales a los cuales se les ha eliminado cl gen que codifica para dicha enzima. Cuando se
administra nconatalmente un inhibidor de la aromatasa como el 1,4 ,6-androstratriene-3,17-
dione en ratas macho, sc incrementa la capacidad de los machos para ejecutar conductas
sexuales temeninas (Bakker et al., 1990; Brand y col, 1991; Davis ct al.. 1979; Domingue
et al., 2002; McEwen et al., 1977; Vreeburg et al., 1977). Ademas, las ratas macho tratadas
neonatalmente con 1.4,6-androstratriene-3,17-dione presentan una secrecion ciclica de
gonadotropinas, tienen una menor preferencia por las hembras en estro en comparacion con
los machos controles y sus patrones de eyaculacion estan altcrados (Brand et al., 1991;
Vreeburg et al., 1983).

Los ratones adultos sin el gen de la envima aromatasa, tiencn un incremento en el
peso de sus vesiculas seminales v de vejiga/prostata (Fisher et al., 1998). Conductualmente
estos ralones montan un menor numero de veces y la latencia dec monta es mas larga quc cn
los animales control {tipo sitvestre; Bakker et al., 2002; Honda et al., 1998). El 42% de los
ralones sin el gen para la aromatasa no copulan, por lo tanto su fertilidad cs muy baja ya
quc aproxtmadamente el 23% son fértiles comparados con una fertilidad de un 90% de los
ratones silvestres (Matsumoto ct al., 2003). Aunque los machos deficientes en el gen de la
aromatasa se aproximan a las hembras en estro, lamen y huelen sus genitales (Honda et al,,

1998) no ticnen preferencia sexual por ellas ni por sus olores (Bakker et al., 2002). La



enzima aromatasa se ha detectado en las principales areas neuronales involucradas en el
control dc la conducta sexual masculina como son: el area predptica media, el area
predptica periventricular, el nicleo de la cama de la estria terminal, el nicleo ventromedial
del hipotalamo y la amigdala corticomedial (Roselli et al., 1985).

En conjunto estos estudios demuestran que la conversion por medio de la enzima
aromatasa de la testostcrona a estradiol es de suma importancia en la diferenciacion sexual
cercbral, ya que esta hace posible que las conductas scxuales tipicas de cada scxo se

puedan presentar normalmentc en la cdad adulta.

2.4 Receptores a androgenos y estrogenos

Tanto la testosterona como el estradiol actian de manera diferente en cada sexo, por
ejemplo los (ratamientos con testosterona en hembras y machos gonadectomizados inducen
mas [Acilmente la conducta sexual masculina en los machos que en las hembras. Lo
anterior puede deberse a diferencias en la concentracidn y distribucion de los receptores a
androgenos y cstrogenos en el cerebro. De esta manera se¢ ha demostrado que el namero de
receplores a androgenos v estrogenos son sexualmente dimorficos. Los machos tienen un
mayor numero de receplores a androgenos en comparacion a las hembras, en cl nucleo de la
cama de la estria terminal, el drea preoptica media, y el septum lateral (Lu et al., 1998).

Las hormonas regulan la expresion de los genes de sus ncuronas blanco. De esta
manera, los receptores pueden actuar como faclores de transcripcion activados por su
ligando. Cuando la hormona se une a su receptor en las células blanco, alteran el tipo y la
cantidad de acido ribonucleico mensajero (Rories y Spelsberg, 1989, Spelsberg et al.,
198%). En ¢l sistema nervioso central la activacion de los receptores pucde modificar la
cxpresion de genes que codifican para neurotransmisores, neuropéptidos, receptores a
neurotransmisores y enzimas que biosintetizan a los neurotransmisores (Harlan,1988).
Ademas las hormonas esteroideas pueden regular la cxpresion de genes que codifican para
su propio receptor o para otros receptores a esteroides.

Por ejemplo en el cerebro de la rata, el raton y la zarigiicya los receplores a
androgenos disminuyen o sen indetectables después de 1 a 4 dias de la gonadectomia.

Mientras que los tratamientos con propionato de testosterona o dihidrotestosterona,



restauran en un fapso de 15 min a 24 horas el numero de sus receptores (Lu et al., 1999;
Wood y Newman, 1993). Esla regulacion positiva de los androgenos por su receptor sc
pucde dar a dos niveles: estabilizandolo o incrementando la sintesis de protcinas para
nucvos receptores {Kemppainen y Wilson, 1990). La rcgulacion positiva de los receptorcs a
androgenos también se observa mediante la administracién de estradiol, ya que en los
machos tratados con esta hormona, se han detectado increnientos en la concentracion dc los
reccptores a androgenos y la duracién de la union ligando-receptor aumenta (Handa et al.,
1987; Rosellr y Fasasi, 1992). En cuanto a los rcceptores a eslrogenos, estos son regulados
negativamente por los andrégenos y el estradiol (Poulin et al., 1989; Simerly v Young,
1991). Eslos datos demucstran que cxistc una interaccion entre ambos esteroides y por lo
tanto la conducta sexual masculina es modulada por la interaccion entre androgenos y
cstrogenos.

En la rata macho, la copula incrementa la actividad neuronal (cuantificada mediante
la expresion de genes de respuesta temprana como es c-fos) del area preoptica media, el
nicleo de la cama de la estria terminal, el nucleo dorso medial de la amigdala v cl campo
central tegmental. Se ha reportado que aproximadamente ¢l 100% de estas células son
inmunopositivas para receptores a andrégenos, aunque ¢l 76% de las células posilivas a
rceeptores a androgenos no colocalizan con la proteina del gen c-fos (proteina Fos).
Mientras que, aproximadamente cl 29% de las neuronas positivas a Fos colocalizan con
c¢lulas positivas a receptores a estrogenos (Gréco el al 1998). Lo antcrior indica que
durante la cdpula las neuronas que se activan son principalmente aquellas que tambicn
expresan receptores a esleroides lo cual nuevamente demuestra la importancia dc estas
hormonas en el control de la conducta sexual masculina.

En mi tesis de maestria demostramos que los machos no-copuladores no tienen una
prclerencia por las hembras cn estro, por lo que resulta interesantc investigar en el prescnte
trabajo si dicha conducla se debe a que los machos no-copuladorcs no sean capaces dc
discriminar entre el olor de los machos, las hembras en estro o en anestro. Como ya sc
menciond para quc los machos prefieran a las hembras cn cstro y sus olores ¢s neeesario
que sus niveles hormonales de androgenos y/o estrogenos sean normales. Ya quc los

machos no-copuladores no prefieren a las hembras en estro ¢s probable que esta conductua
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se deba a bajos niveles de testosterona o estradiol. Ademas, los macho no-copuladores al
igual que una alta proporcion de ratones sin el gen que codifica para los receptores a
androgenos, cstrégenos tipo o vy ratones sin la actividad de la enzima aromatasa, tienen
alteraciones en la gjecucion de la conducta sexual masculina y no preficren a las hembras
en estro. Asi en el presente estudio evaluar¢ si los machos no- copuladores presentan
alteraciones en el numero de receptores a andrégenos y estrégenos asi como en la aclividad
de la enzima aromatasa en las estructuras neuwronales mas importantes en ¢l control de la

conducta sexual masculina.



Capitulo 3. Control neuronal de la conducta sexual masculina

Las diversas cspecies de mamiferos emplean preferentemente algunos de sus
sentidos para poder detectar y elegir a su parcja scxual. Los roedores utilizan con este [in
principalmentc al scntido del olfato. Los olores sexualmente relevantes o leromonas, se
liberan en la saliva, las secreciones glandulares dc la picl y la orina (revision en
Kashiwayanagi, 2002), estas moléculas pueden ser de naturaleza proteica, lipidica o
derivados de esteroides gonadales (Singer, 1991). Mediante las fecromonas cl organismo
puede oblener informacion de la identidad, ¢l sexo, cl cstado hormonal v social del animal
emisor.

La mayoria dc los mamileros poseen dos sistemas olfatorios, ¢l principal y cl
accesorio o vomeronasal. En 1975 Scalia y Winans propusicron quec cada sistema estd
cspecializado en distintas funciones ya que ambos lienen patrones de conectividad
diferente. Ademas sc propuse que cada sistema responde a un tipo diferente de olor. En
general se ha sugerido que ¢l sistema olfatorio principal detecta olores volatiles
provenientes cntre otras fucntes de la comida o depredadores potenciales (Firestein, 2001).
La deteccion de estos olores sc lleva a cabo ya sca pasivamente mediante la respiracion o
activamentc mediante el husmeo. Mientras que el sistema vomcronasal, se ha involucrado
principalmente ¢n detectar v procesar estimulos no volatiles mediante el organo
vomeronasal, ¢l cual constituye una bomba activa de dilatacidn-compresion que requiere
del contacto nasal dirccto con la fuente de feromonas (Luo y col, 2003). Sin cmbargo,
recientemente se ha encontrado evidencias de que esta division funcional no es (an clara ya
que se ha propuesto que el sistema olfatorio principal también pucdce estar involucrado en ¢l
procesamicnto de las feromonas (Revision en Bakker, 2003). En la rata se ha constderado
que el sistema vomeronasal es el mas involucrado en la deteccion de las feromonas. Las
estructuras que conlorman cste sistcma son muy importantes cn ¢l control neuronal de la

conducta scxual masculina, por lo que acontinuacidn sc describiran ampliamente.
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3.1 Descripcion del sistema de proyeccion vomeronasal

El sistema de proveccion vomeronasal esta involucrado en diferentes funciones
reproductivas que incluyen la induccion y el mantenimiento de la conducta sexual
masculina (revision en: Hull ¢t al., 2002; Portillo y Parcdes, 1998), los mecanismos
feromonales primarios que afectan a la gestacidon (Halpern, 1987; Bellringer et al., 1980) el
ciclo estral {Ingersoll, 1981, Jemiolo et al., 1980) v la conducta materma (Fleming et al.,
1979).

En los roedores, los olores sexualmente relevantes son detectados en los receplores
del drgano vomeronasal, ¢l cual a su vez transmite la informacion hacia el bulbo olfatorio
accesorio. En el bulbo olfatorio accesorio se pueden identificar dos capas, la mitral y la
granular. Las c¢lulas mitrales son incrvadas por los nervios del drgano vomeronasal
(Guillamon y Segovia, 1997) mientras que las granulares controlan la actividad de las
mitrales mediante sinapsis reciprocas que modulan o reafinan las sefales (rcvision en
Ichikawa). Las cé¢lulas mitrales del bulbo olfatorio accesorio proyectan a los ntcleos
anteromedial v posterocortical de la amigdala y a ¢l nicleo de la cama de la estria terminal
(Canteras et al., 1995; De Olmos el al., 1978; Kondo, 1992; Scalia y Winans, 1975;
Shipley v Adamek, 1984). Los niclcos antcromedial y posterocortical de la amigdala
tienen proyecciones a otros nucleos de las cuales, las mas importantes son las establecidas
con ¢l nicleo amigdaloide posterior y el area preoptica media (Shiosaka et al., 1983).
Finalmente en el area preoptica media se integran la informacién olfatoria, visual y
auditiva, lo cual genera la sefial necesaria para ejecutar la copula (Figura 3).

El sistema de proyeccion vomcronasal es sexualmente dimorfico (De Vries y
Simerly, 2002; Segovia ct al., 1993; Segovia et al., 1996), Este dimorfismo depende dc los
efectos organizacionales de los esleroides gonadales durante el periodo postnatal (Segovia
y Guillamon, 1982). En la edad adulta cs necesario que los animales estén gonadalmente
intactos para mantcner dicho dimorfismo (Cooke y col, 2003; De Vrics v Simerly, 2002).

Varias lineas de investigacion han demostrado la importancia de las diferentes

estructuras que componen este sistema en el control de la conducta sexual masculina. A
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continuacion describiré brevemente la importancia de cada estructura del sistema de

proyeccion vomeronasal en ¢l control de la conducta sexual masculina.

a) Organo vomerconasal

El érgano vomeronasal es una estruclura quimiorreceptora fusiforme que sc
encuentra bilateralmente localizado en la parte mas ventral del septum nasal. Es regulado
desde ¢l nacimiento por los csteroides gonadales y el mantenimicnto de su morfologia
depende de la scerecion de hormonas durante la edad adulta (Scgovia y Guillamon, 1982).
La interaccion de las feromonas con el epitelio neurosensorial vomeronasal modilica la
secrecion de hormonas esleroides, las cuales influyen cn la pubertad, el ciclo estral, la
gestacion, la conducta materna, la conducta sexual masculina y la femenina (Fleming ct al.,
1979; Kolunie y Stern, 1995; Saito y Moltz, 1986, Romero ct al., 1990) y parecc cstar
relacionado con la inhibicion del cuidado paterno en las ratas macho (Menclla y Molltz,
1988).

La mmportancia del organo vomcronasal en el control de la conducta sexual
masculina s¢ ha estudiado mediante técnicas de lesion. De esla forma. en estudios en los
que se remueve el érgano vomeronasal a ratas macho sexualmente cxpertas se observa un
incremento cn la latencia de la primera intromision, ast como una disminucion en la tasa de
intromisiones. Fucra dc cstas alteraciones, todos los machos que han copulado son capaces
de cyacular (Kondo, 2003; Saito y Moltz, 1986). Tampoco se han observado alteraciones
en las erecciones sin contacto, las cuales son inducidas por los olores de las hembras
sexualmenle receplivas y se ha propucsto que son detectados por el sistema olfatorio
principal (Kondo y col, 1990;1999). Por otra parte, los ratones genéticamenle privados de
la funcion del drgano vomeronasal, mediante una mutacion nula en cl gen del receptor tipo
2. un canal catiénico que aparentemente se expresa solo en el drgano vomeronasal, se ha
demostrado que los machos homocigotos cn esta mutacién copulan normalmente (Stowers,
2002). Sin embargo, cstos animales montan con igual frecuencia tanto a los machos como
a las hembras (Leypold et al., 2002; Stowers, 2002). Los machos emiten vocalizacioncs

ultrasonicas en respucsta a la presencia dc las hembras receptivas y estas vocalizaciones se
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suprimen cuando se encucntra otro macho adulto. Los machos sin ¢l gen del receptor tipo 2
emiten vocalizaciones ultrasonicas en presencia de hembras como de machos, lo que
sugiere que los machos con alteracioncs funcionales en ¢l organo vomcronasal no
distingen a las hembras de los machos con base en sus diferencias en su olor, aspecto y
emision de sonidos.

La lesion del organo vomeronasal también modifica la actividad de las estructuras
con las quc sc conecta. Por ejemplo mediante la deteccion de la actividad de genes dc
respuesta lemprana (gen c-fos como indice de actividad neuronal) s¢ ha demostrado que la
remocion del organo vomeronasal disminuye los niveles basales asi como la respuesta de
Fos inducido por la copula cn la capa granular del bulbo olfatorio y en la amigdala media
(Kondo et al., 2003). No solamente se han observado cambios conductuales al lesionar el
organo vomcronasal, también se ha reportado una disminucion de los cfectos estimulantes
de los machos en la liberacion de la hormona luteinizante (Rajendren, 1990). pero no en

los niveles de testosterona (Stowers, 2002).

b} Bulko olfatorio accesorio

Es una estructura quc se localiza en la porcion dorsocaudal del bulbo olfatorio
principal (Paxinos, 1995). Recibe las sefiales olfatorias mediantc ¢l nervio vomeronasal
(nervio terminal, par craneal 0; Fuller y Burger, 1990) v ticne provecciones directas a la
amigdala media, especificamente a los niclcos cortical medial y posterior, al niclco de la
cama dc la estria terminal y al ndcleo del tracto olfatorio accesorio. El desarrollo del bulbo
olfatorto accesorio depende dc los esteroides gonadales (Roos et al., 1988) es
signtficativamente mas grande en la rata macho que en la hembra. Pcro si el macho es
gonadectomizado en ctapas tempranas del desarrollo, genera un bulbo olfatorio accesorio
de tamario similar al de la hembra (Scgovia y Guillamon, 1996).

El bulbo olfatorio accesorio estd involucrado en diferentes funciones como son la
agresion (Guillot y Chapouthier, 1998; Koluine y Stern, 1995; Stock ct al., 2001), la
regulacion de la tempceratura (Kikusui et al., 2001}, el aprendizaje y la memoria olfativa
(Guan ct al., 1993; Taylor y Keverne, 1991), la conducta materna (Brouctte-Lahlou ct al.,

1999) y en la conducta sexual masculina (Meisel et al., 1982).



En los primeros trabajos cn los cuales se lesionaron los bulbos olfatorios se
observaron deficits conductuales, que fucron atribuidos unicamente a la anosmia. En la
actualidad se ha reportado que los bulbos olfalorios tienen importantes funciones
integrativas, ademas de su rol olfativo (Cain, 1974). La remocién quirirgica de los bulbos
ollatorios en la rata macho genera una reduccion en ¢l porcentaje de animales que eyaculan
(Larsson, 1975; Meisel ct al., 1982). Estc déficit ¢s generado porque algunos machos no
inician la copula (Larsson 1969; Meciscl ct al., 1980) o no la mantienen {Mciscl ct al.,
1980). Por otro lado, los tralamientos con propionato de testosterona no revierten los
efectos de la bulbectomia, sugiricndo que ¢l dafio en la copula no es una consccuencia
secundaria de la disminucion de estimulos gonadales (Meisel ct al., 1980). Asi mismo, la
lesion de los bulbos también afectan la preferencia scxual ya que se ha demostrado que
micntras los machos preficren a las hembras en estro v copulan con cllas, los animales con
lesiones en los bulbos olfatorios v en el area preoptica media no copulan y no prefieren a
las hembra cn estro, ya que pasan el mismo tiempo con las hembras en estro, las hcmbras
en anestro y en el compartimiento neutral (Edwards et al., 1990, Edwards ct al., 1996).
Resultados mas consistentes y dramaticos en la pérdida de la conducta sexual sc observan
con lesiones bilaterales conjuntas del bulbo olfatorio principal y del accesorio, va que esta
manipulacion elimina por completo la copula (Meredith et al., 1980; Winans y Powers,
1977).

Los efectos de la bulbectomia en la ¢jecucion de la conducta sexual masculina y la
prelerencia sexual pueden deberse a: un deterioro severo para oler, lo cual se refleja en un
déficit en la capacidad del macho para hacer clasificaciones dependicntes del olor de sus
coespecificos como posibles parcjas sexuales, va quc las ncuronas del bulbo olfatorio
accesorio responden selectivamente a los animales estimulo ¢n combinacionces especificas
de cepa y sexo (Kumar et al., 1999; Luo et al., 2003). Otra posibilidad ¢s que los efectos
conductuates dc la bulbectemia indiquen una inhibicion en la entrada de informacion
neuronal hacia el cerebro anterior y por lo tanto los clectos conductuales no dependan dcl
deterioro scnsorial que se presenta, sino de un déficit en la integracion de la informacion a

nivel central (Edwards et al., 1990).
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c}) AmiIgdala

La amigdala es un complejo nuclcar que se continua con la cola del nucleo
caudado, localizandosc en la porcion medial del 16bulo temporal. Esta cstructura se ha
involucrado en una gran variedad de conduclas y funciones rcguladoras, como son las
emociones, la memoria, la modulacion de los sistemas autonomos y neuroendocrinos, la
reproduccion y la agresion (Barros y col 2003; Dominguez et al., 2001; Paxines, 1993;
Wintink ct al., 2003). La amigdala es mas grande en los machos quc cn las hembras (Hines
et al., 1992; Guillamén y Segovia, 1996) estc dimor{ismo se establece por las hormonas
gonadales ya que cuando los machos son gonadectomizados ¢l tamafio de este nicleo
disminuyc adquiriendo un tamario similar al de las hembras (Cooke et al., 1999). Estos
efectos pueden ser reverlidos mediante el reempiazo hormonal de testosterona o sus
metabolitos (Cookc et al.. 2003).

La amigdala recibe informacion sensorial desde los bulbos oltfatorios y del drgano
vomeronasal, la procesa y la rcleva al area predptica media y otras estructuras (Wood,
1997). EI papet de la amigdala en el control de la cdpula en roedores ha sido estudiado
mediante la lesion de los nacleos cortico-mediales y los niicleos basolaterales. Las lesiones
cn la amigdala basolateral no disminuyen la expresion de la conducta copulatoria en ratas
macho (Harris y Sachs, 1975, Kondo, 1992) y en el hamster (Lehman v Winans, 1982).
Incluso en la rata los machos con lesiones bilaterales en csta estrucutura ticnen lalencias
de monta e intervalos entre intromisioncs mas cortas que los animales falsos lesionados
(Harris y Sachs, 1975). Por otra partc, las lesiones de la amigdala cortico-medial, reducen
la conducta scxual cn las ratas (de Jonge et al., 1992, Dominguez 2001, Kondo, 1992), los
hamster (Lehman y col, 1980) y los gerbos (Heeb v Yahr, 2000). Las alleraciones
conductuales que producen cstas lesiones incluyen: un aumento en la latencia de monta y
cyaculacion ¢ incrementos en los intervalos inter-intromisiones. Ademas, los machos
realizan un mayor nimero de Intromisiones anles de eyacular y esle patron es presentado
un numecro menor de veces antes de llegar a la fatiga sexual que en los machos control. Se
ha postulado quc las lcsiones en la amigdala medial disminuyen las erccciones sin

conlacto, pero no alteran el funcionamiento del pene, ya que en los machos con lesiones en



la amigdala es posible inducirles crecciones mediante la estimulacion tactl (Kondo et al.,
1997; Kondo y Sachs 2002).

La importancia dc la amigdala en el control de la conducta sexual masculina se ha
corroborado en los cxperimentos de implantes dc hormonas. lmplantes bilaterales de
testosterona en la amigdala media de las ratas macho gonadectomizadas retrasan la
desaparicion de la cépula v de las crecciones sin contacto (Bialy y Sachs, 2000). La
administracion de 5 a-dihidrotestosterona en la amigdala media es suficiente para activar
la conducta sexual en las ratas gonadectomizadas a las cuales se les ha administrado

sistémicamente estradiol en dosis bajas (Baum ct al., 1982).

d} Nucleo de la cama de la estria terminal

El nacleo de la cama de la estria terminal es considerado un regulador mtegral del
eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (Dong et al., 2001; George y Aston-Jones 2002) csta
involucrado en la regulacion de aspectos fisiologicos v conductuales de la reproduccion. El
nucleo de la cama de la estria terminal es una cstructura sexualmente dimdérfica siendo mas
grande en el macho que en la hembra (Guillamon y Segovia, 1996; Guillamon ct al., | 988;
Hines ct al., 1992), cstablece conexiones reciprocas con la amigala medial y cl drea
predplica media (Canleras et al., 1992; Wood, 1997). La importancia de estc nucleo sobre
la regulacion de la conducta sexual masculina se ha estudiado lesionando la estructura.
Ratas macho lesionadas en ¢l nicleo de la cama de la estria terminal y en la estria terminal
incrementan su namero de montas € intromisiones necesarias para cyacular asi como el
intervalo entre las intromisiones v las latencias de cyaculacion (Claro et al., 1995, Emery y
Sachs, 1976; Giantonio ct al., 1970; Liu et al., 1997). Sin embargo el nimecro de erecciones
no se modifica aungue si disminuyen las erecciones sin contacto (Liu et al., 1997).

Los efectos de las lesiones en el nicleo de la cama de la cstria terminal son muy
similares a los generados por las lesiones en la amigdala cortico medial, lo cual sugiere que
la funcion principal del nicleo de la cama de la estria terminal es el relevo de informacion
desde la amigdala a otras drcas como el area predptica media (Benjamin ct al., 1982).

El niclco de la cama de la cstria terminal v la amigdala cortico medial cstan

principalmente involucrados ¢n el mantenimiento dec la conducta copulatoria y en la
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ejecucion de la eyaculacion. Aparentemente (ambién integran fas vias ncuronales que
controian parcialmente la niciacion de la conducta de copula v su reinicio después de una

eyaculacion (Emery y Sachs, 1976).

e) Area preéptica media

El arca predptica media se localiza entre la porcion caudal del quiasma optico vy la
comisura anterior, tiecne como borde rostral y caudal a la ldmina terminal y a la division
media del nucleo de la cama de la estria terminal respectivamente. El area predptica media
se conecla con varias regiones neuronales. Se han identificado aferentes y cferentes entre ¢l
area preoptica media y el septum lateral, el nucleo de la cama de la estria terminal, la
amigdala medial. varios nucleos hipotalamicos (incluidos cl lateral, paraventricular,
ventromedial y arcuato), cl giro central, los nicleos del rafé (dorsal y medio), ¢l arca ventral
tecgmental y el nicleo del tracto solitario (Chiba y Murata, 1985; Conrad vy Pfaff, 1970,
Simerly ct al., 1986; Simerly y Swanson, 1988). Otras clerentes importantes del arca
preoptica media llegan a todas las regiones de la zona periventricular del hipotalamo,
nucleo accumbens, caudado-putamen, palido ventral vy ¢l nucleo tegmental dorsolateral.

Debido a que el area preoptica media forma diversas conexiones neuronales con una
gran cantidad de regiones del cerebro, sc ha implicado en diversas funcioncs como: la
regulacion endocrina de la gonadotropina hipofisiaria (revisién en De Vrics, 2002), la
liberacion de prolactina (Watanobe, 2001; Pi X, 1999), la tcrmorregulacion (Ray ct al.,
2001; Boden et al., 2000), la conducta materna (Olazabal et al., 2002; Stack et al., 2002) y
sexual (revision en Hull et al., 2002; Paredes y Baum, 1997; Portillo y Parcdes, 1998). En ¢l
control de la conducta sexual masculina se encuentran involucradas vias afcrentes al area
predptica media desde el drgano vomeronasal, las cuales transportan informacién
quimiosensorial via el bulbo olfatorio accesorio, la amigdala cortico medial y la porcién
cncapsulada del nicleo de la cama de la estria terminal (Scalia y Winans, 1975). Varias
lineas de imvestigacion han demostrado la importancia que tiene el area predptica media en
et control de la conducta sexual masculina. Estas investigaciones incluyen estudios de
lesion, estimulacion eléetrica e implante ya sea de hormonas, neurotransmisores o lejido

fetal. A continuacion describiré los estudios que demuestran por qué se considera al area

28



predptica media como la estructura mas importante en ¢l control de la conducta sexual
masculina.

Como ya he descrito, las lesiones de diferentes regiones del cerebro pueden alterar
en diverso grado la conducta sexual masculina. Sin embargo, los efeclos mas consistentes y
dramélticos sobre la supresion de csta conducta se observan cuando sc destruye el area
preoptica media. Los primeros estudios de lesiones en esta estructura {ueron rcalizados por
Brookhart v Dey (1941), Hillarp y colaboradores (1954) y Soulairac y Soulairac (1956). En
cslos trabajos fue evidente que la conducta sexual masculina sc¢ elimina por completo
cuando se realizan lesioncs grandes en el area predplica media, mientras que si son
pequenias, la conducta sexual solo sc modifica o se elimina temporalmente (Heimer y
Larsson, 1966/1967). Ademas, es necesario que las lesioncs sean bilaterales, ya que la
destruccion predptica unilateral solo produce cambios transitorios (Lisk, 1968).

Esta inhibicion de la conducta sexual después dc lesionar el area predptica media se
obscrva en todas las especies de animales hasta el momento estudiadas incluidas: pollos,
ranas, ratones, hamster, rata, cabra, gato, perro, hurdn, lagartijas, viboras, peces, marmotas
y mono rhesus (para revision Hull et al., 2002; Paredes y Baum 1997). La mhibicion de la
conducta copulatoria, no produce alteraciones del cje hipotisis-gonada ya que no se han
detectado cambios en los niveles plasmaticos de testosterona, ni en ¢l peso de los lesticulos
y vesiculas seninales (Stelanick v Davidson, 1987, Hurtazo y Parcdes datos no publicados).
Tampoco se han encontrado alieracioncs ¢n los mecanismos de creccidn o evaculacion
(Heimer y Larsson, 19606/1967; Lisk, 1968; Lupo et al., 1983; Stcfanick y Davidson, 1987).
Sc¢ han realizado varios trabajos con la finalidad de inducir la conducta scxual masculina cn
los machos lesionados en el area predptica media. Los tratamientos cronicos con propionato
dc testostcrona o los procedimientos que inducen conducta sexual cn ratas macho
scxualmente poco activas (manipulacion del macho, reemplazo de la hembra. choques
eléctricos al macho) no son capaces de restablecer la conducta sexual (Caggiula ct al., 1974,
Heimer y Larsson, 1966/1967; Lupo et al., 1983; Stefanick y Davidson, 1987). Mas auin,
machos lesionados en el area predptica media no copulan aun despucs de ocho mcescs
posteriores a la lesiéon (Ginton y Merari, 1977). Eslas obscrvaciones indican que los déficits

en la conducta sexual producidos por lesiones en esta estructura son permanentes.
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La recuperacion de la conducta sexual en los machos lesionados en el drea predptica
media solo se ha observado usando dos estrategias. Hanscn y colaboradores (1982)
inyectando lisuride intraperitonealmente (agonista no especifico del receptor de las
monoaminas) obscrvaron que el 50% de los animales lesionados en el area preoptica media
evacularon. Mientras que al inyectarles solamente el vehiculo (solucion salina), los sujetos
no copulan. Es interesantc mencionar que Hansen y colaboradores (1982) administran el
lisuride diez dias después de la lesion, mientras que en otros trabajos al ser administrado a
las 15 semanas posteriores a la lcsion, los machos no rccuperan la conducta scxual
masculina (Paredes et al., 1993). Lo anterior demuestra quc los efectos sobre la conducta
scxual masculina  del lisuride dependen de en que momento se les administra a los
animales.

En la segunda estrategia Paredes y colaboradores (1990) transplantaron tejido fetal
hipotalanmico (transplante homotipico) a ratas macho lesionadas en el area predptica media,
con csta técnica ledos los animales recuperaron la conducta sexual. Los machos quc
recibicron el transplante recuperan gradual v permanentemente la conducta sexual (la cual
persiste atin después de 8§ meses del transplante). En un cstudio posterior (Paredes et al.,
1993) inycctaron fluorogold {marcador retrégrado) en el tegmento dorsolateral para evaluar
ta conectividad entre el tejido huésped y el transplante. En esos experimentos encontraron
proyccciones de células del transplante marcadas en la regién hipotalamica, lo cual indica
que cl tejido huésped efectivamente cstablece conexiones con el transplante.

Aunque existen una gran cantidad de experimentos que indican que las neuronas del
drea preoptica media tienen un papel muy importante en la regulacion de la conducta
scxual masculina, no existe un consenso de cuales son los mecanismos por los que las
lesiones en el area predptica media alteran esta conducta. En la actualidad sc postula que el
arca preoptica media controla tanto los aspectos consumatorios como los motivacionales de
la conducta sexual masculina.

Las evidencias aqui descritas demuestran claramente la importancia de diferentes
estructuras ccrcbrales en el control de la conducta sexual masculina en la rata macho. En la
figura 3, se muestra un circuito funcional tentativo basado en los estudios ya descritos quc

permite suponcr que cn ¢l macho las sefiales emitidas por una hembra cn estro activan
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principalmente al bulbo olfatorio accesorio, el nicleo de la cama de la estria terminal y la
amigdala. Estas estrucuturas a su vez activan al arca predptica media, la cual desencadena
los mccanismos maotivacionales que incluyen: la orientacion, la preferencia vy la
persceucion de la hembra. El area predptica media, por medio de sus conexiones con ¢l
tegmento dorso lateral, traduce la motivacion scxual en ¢jecucion de la conducta lo que

permite al macho desplegar los patrones de monta intromision y cyaculacion.



CENTRO DE INTEGRACION DE LAS SERALES
OLFATORIAS Y HORMOHNALES (SALIDA DE
PATRONES MOTORES)
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Figura 3.- El Sistema de proyeccion vomeronasal ¢s un circuito neuronal que controla la
conducta scxual de ta rata macho. Inicia con la deteecion de estimulos sexualmente relevantes por
el organo vomeronasal, ¢l cual transmite esta informacion al bulbo olfalorio accesorio (BOA). El
BOA establece conexiones dircctas con la amigdala y el nacleo de la cama de la estria terminal
(NCIT). permiticndo que el macho detecte a una hembra en estro. La amigdala v el nicleo de la
cama de la estria terminal cstablecen conexiones con ¢l area predptica media-hipotalamo anterior
(APM/IIA). En esta estructura se generan las conductas apetitivas de orientacion, persecucién a la
hembra, asi como de preferencia y reforzamiento sexual. El APM/HA establece conexiones con cl
campo tegmental central (CTC), permiticnde que el macho despliegue los patrones motores

ejecutorios de la conducta sexual. Modificado de Baum 1992,



3.2 El sistema de proyeccién vomeronasal y Fos

La deteccion de las feromonas por el sistema de proyeccion vomeronasal mvolucra
cambios en la actividad neuronal de sus difcrentes componentes, cstos pueden cuantificarse
mediante la deleccion de genes de respuesta temprana. Entre los genes de respuesta
temprana sc ha identificado la familia de Fos. la cual cuenta con varios miembros como
son: ¢c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra2 (Greenberg y ZIF, 1984; Nishina ct al., 1990; Zerial ct al.,
1989). La proteina Fos se utiliza como un marcador dc actividad neurenal cn respuesta a
una gran variedad de estimulos homeostaticos o scnsoriales (Bullit, 1990; Ceccatelli et al.,
1989; Herrera y Robertson, 1990; Kovacs, 1998). El gen que codifica esta proteina se
activa rapidamente en respuesta a la liberacion de neurotransmisorcs o drogas quc
estimulan la cntrada de adenosin 3'5'monofosfato ciclico o de Ca™. Ambos procesos
fosforilan a la proteina de respuesta a adecnosin 3°5 'monofosfato ciclico/Ca™. Aunque
tambic¢n ¢l gen que codifica a Fos puedce ser inducido por la via de Ras/proteina activada
por cinasas mitdgenas las cuales sc activan mediante factores de transcripeion (revision en
Kovacs, 1998). La proteina Fos forma homodimeros o heterodimeros con miecmbros de la
familia Jun (Morgan y Curran, 1991; Sheng y Greenberg, 1990) de tal manera quc cl
heterodimero c-fos/c-jun activa la expresion de sus genes blanco, mientras que c-fos/JunB
principalmente los inhibe (Sheng y Greenberg, 1990). Los dimeros sc unen especificamente
al acido desoxirribunucicico en el sitio de la proteina-1. la cual regula la expresion de
varies genes relacionados con ¢l crecimiento, la reparacion y replicacion del genoma
(Morgan y Curran, 1991; Sheng y Greenberg, 1990). El acido ribonucleico mensajcro de la
protcina Fos se puede detectar a los 5 min posteriores a la estimulacion, mientras que la
expresion de la proteina después de 90 min (revision en Smith et al., 1993).

En nucstro laboraterio y en muchos grupos de investigacion se ha utilizado la
detececion de la proteina Fos, para evaluar la participacidn de las estructuras mvelucradas
en ¢l procesamiento de dilcrentes lipos de scfiales sensoriales. En estos trabajos sc ha
ohservado que el patron de expresion de Fos es especilico al tipo de estimulo aplicado. Por
ejemplo, en experimentos donde se inyectan ratas con una solucion hipertonica y se

sacrifican después de 30 min se han localizado células inmunorreactivas a Fos en el organo
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subfornical (estructura circunventricular del cerebro involucrada en la regulacion de los
fluidos del cucrpo) (Giovannelli y Bloom, 1992). De manera similar, en cstudios de
hipertermia, se ha observado que después del estimulo hay una gran cantidad de neuronas
inmunorreactivas a Fos en regiones cercbrales implicadas con este estimulo y no en otras
arcas (Scammell et al., 1993). Lo que demuestra que la actividad ncuronal cuantificada
mediante la deteccion de Fos, depende dcel tipo de estimulo aplicado. Por lo tanto, su
deteecion indica qué regiones estdn involucradas en el procesamicnto neuronal de un
determinado estimulo. En nuestro grupo de trabajo hemos utilizado la induccion de la
proteina Fos para cuantificar la actividad de los circuitos ncuronales involucrados en el
control de la conducta sexual, como es el sistema de proyeccion vomeronasal de ratas
macho y hembra en respuesta a varios tipos de estimulos scxualmente relevantes (revision
en Paredes y Baum, 1997). Experimentos en los que se ha utilizado la expresion de la
proteina Fos, demuestran que la rata hembra tiene un patrdn similar al de los machos en la
respuesta a las feromonas de las hembras en estro (Bressler y Baum, 19906; Parcdes v
Baum, 1997). Por ¢jemplo Bressler y Baum (1996), demostraron que las ratas machos y
hembras gonadectomizadas y tratadas con propionato de testosterona mostraron altos
niveles de conducta sexual masculina (las hembras incluso desplegaron un patron parecido
al dc eyaculacion, sin expulsion de scmen). En estos animales se cuantificd la actividad
ncuronal después de que los animales fueron expuestos a olores de hembras en cstro. En
estos experimentos, sc observd un incremento significativo, similar (cuantitativamente y en
términos de localizacion regional) entre los machos y las hembras, en ¢l nimero de células
imunorreactivas a Fos a lo largo del circuito de proyeccidn vomeronasal. Por otro lado, el
proccsamiento neuronal de las feromonas derivadas de machos sexualmentc activos fuc
diferente en ambos sexos. En el bulbo olfatorio accesorio y amigdala machos y hembras
mostraron una respucsta similar, pero a nivel del nicleo de la cama de la estria terminal y
area preoptica media las cclulas inmunorreactivas a Fos fueron significativamentc mas
numerosas en las hembras que cn los machos (Bakker et al., 1996). Esto suguiere que no
existen diferencias significativas entre los machos y las hembras en cl procesamiento de
claves olfatorias provenientes de hembras en cstro, pero si cn el proccsamiento de los

olores dc los machos sexualmente activos.



Estos estudios demuestran la utilidad de la dcteccidon de la proteina Fos para
identificar como sc procesan las claves quimioscnsoriales sexualmente rclevantes en cl
sistema de proycecion vomeronasal. En este trabajo utilizamos csta téenica para evaluar ¢l

procesamiento dc los olores sexualmente relevantes en los machos no-copuladores.



Capitulo 4.- Machos no-copuladores

Como se mencionod en los capitulos antcriores para que los machos copulen es
necesario que los niveles hormonales de testosterona y estradiol scan normales y se requiere
de la integridad neuronal de las estructuras que conforman al sistema de proyeccion
vomeronasal en especial del area preoptica media. De esta mancra, la ejecucion de la
conducla sexual masculina resulta de la intcgracion de factores fisiologicos, hormonalcs
ncurcnales v motivaciones. Aunque la conducta sexual masculina es ejecutada por la
mayoria de los machos en todas la especies de mamiferos. En la cabra, el congjillo de
Indias, el gerbo, el hamsier y el raton se han identificado sujetos que no copulan a pesar de
tener libre acceso a las hembras cn estro, estos se han denominado machos no-copuladores.
Este tipo de animales han sido poco estudiados, por lo que aln se desconocen las causas de
su déficit conductual. A continuacion describiré los cstudios realizados en los machos no-

copuladores de cada una de estas especics.

4.1 Cabra

Los machos cabyios se pueden clasificar con base en su ¢jecucton cn pruchbas de
conducta scxual masculina como: 1) machos sexualmente eficientes o copuladores, los
cuales al estar cn contacto con hembras sexualmente receptivas las montan por lo menos 10
veces o ticnen 6 cyaculacioncs cn un periodo de 30 min. 2) machos sexualmente deficientcs
(sujctos que podemos denominar no-copuladores o sexualmente lentos) estos no montan o
ticnen latencias largas (mas de 15 min) para mvestigar a la hembra y 3) machos orentados a
machos; no montan a las hembras en cstro y en prucbas de preferencia sexual montan a
otros machos (Perkins et al., 1992). Los machos scxualmente deficicntes representan
aproximadamente el 16-20% de la poblacion (Alexander ct al., 1999). Se ha propuesto que
la causa dc cslas diferencias conductuales cntre los machos cabrios se deben a alteraciones
hormonales. Alexander y colaboradores (1999) midicron los niveles sanguincos de
testosterona y la hormona luteinizante, pero no encontraron difercncias en estas hormonas

entre los diferentes grupos. Sin embargo, cuando los machos copuladores cohabitan con las
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hembras sexualmente receplivas incrementan sus niveles de la hormona luteinizante, cstos .
cambios no se obscrvan en los machos sexualmente deficientes ni cn los orientados a
machos. En cuanto a los receplores a csteroides gonadales, sc ha reportado que los machos
copuladores tienen un menor namero de receptores a cstrogenos ocupados en el area
preoplica media y un mavor numecro cn la adenohipdfisis anterior que los machos
copuladores (Alcxander et al., 1993). Morlologicamente se ha reportado que las cstructuras
sexualmente dimoérficas como son: el area preoptica media y la amigdala difieren cn
densidad y tamano cclular cnte los machos copuladores y sexualmente deficientes y que
estos parametros son similares cntre los machos sexualmente deficientes y las hembras. Lo
anterior demuestra que los machos sexualmente deficientes estan neurcanatomicamente

feminizados en estas areas, lo cual podria influir en su conducta (Alexander et al., 2001).

4.2 Gerbo

En esta cspecic se ha demostrado que la conducta sexual masculina cn los machos
esta directamente relacionada con los niveles sanguineos de testosterona. En los adultos los
niveles de esta hormona dependen de su ubicacion intrauterina. Aquellos machos que en el
(tero se geslaron entre dos hembras, al alcanzar la edad adulta ticnen aproximadamente la
mitad de los niveles de testosterona, que los machos gestados entre animales de su mismo
sexo (Clark ct al., 1992). D¢ los machos gestados entre dos hembras, el 22% no muestran
interés por las hembras ¢en cstro, no las montan, no intrometcn, ni evaculan. Por
consiguiente cuando cohabitan con ellas no las prefian (machos no-copuladores). Aunquc
los machos gestados entre dos hembras no copulan, desplicgan mas conductas parcntales
que los machos copuladores, pasan mas ticmpo anidando, cuidando y transportando a los

recién nacidos (Clark ct al., 2000).

4.3 Conejillo de Indias, hamster vy raton.

En el congjillo de indias, ¢l hamster y el raton se ha estudiado muy poco a los

machos no-copuladores hasta el momento solamente se ha demostrado que el déficit en la



conducta sexual cn estas especies no se debe a alteraciones en los niveles plasmdlicos de
leslosterona, aunque no se ha investigado la participacion de otras hormonas mi [actores que

pudicran cstar participando (Harding y Feder, 19706).

4.4 Rata

Esta cs la especie donde mas sc han cstudiado a los machos no-copuladores. Se ha
demostrado que estas ratas aungque no copulan, si muestran un interés por las hembras
sexualmente receptivas ya que estan sulicientemente motivados como para cruzar una rcia
clectrificada para tener acceso a ellas (Stone ct al., 1935). Ademas, en nuestro laboratorio
hemos observado que los machos no-copuladores persiguen a las hembras en estro,
exploran sus genitales ¢ mncluso ejecutan montas mal orientadas. Esto permite suponer que
el déficit conductual en estos machos no se debe a altcraciones motivacionales. A nivel
fisiologico se ha demostrado que los machos no-copuladores no tienen alteraciones en los
mecanismos que controlan la ereccidon, los movimientos pencanos y la evaculacion
{Stefanick y Davidson, 1987). En cuanto a los aspcctos hormonales, Damassa vy
colaboradores (1977) cuantificaron los niveles sanguineos de testosterona en los machos
no-copuladores, y reportaron quc estos son similares a los encontrados en los machos
copuladores. Afin mas, si los machos no-copuladores son gonadectomirados v tratados con
dosis supratisiologicas de propionato dc testosterona se induce la conducta sexual
masculina sole parcialmente (Damassa et al., 1977; Portillé y Paredes, 2003; Whalen ct al.,
[961}. Es probable que los tratamientos con testosterona no induzcan la conducta scxual
masculima en los machos no-copuladores debido a altcraciones en el nimero de receplores a
esteroides gonadales, aunquc csta posibilidad no ha sido evaluada, se ha reportado que los
machos con baja actividad sexual (machos “dud™), tienen bajos nivcles de receptores a
estrogenos en ¢l arca predptica media en comparacion con los machos copuladores (Clark ct
al., 1985). Por lo que ¢s muy probablc que los machos no-copuladores también presenten
una disminucion de los receptorcs a estrogenos. En los aspectos neuronalcs, se ha
demostrado que el area predptica media es la region mas importante en ¢l control de la

conducta sexual masculina. Si se esumula clécticamente esta cstrucutura en la rata macho,



se observa una facilitacion de la conducta sexual masculina, durante o mmediatamente
despues de la estimulacion (Malsbury, 1971, Mcrari v Ginton, 1975). De la misma mancra,
la esumulacion cléctica mediante el procedimiento de kindling (procedimiento de
plasticidad neuronal en el cual la cstimulacion cléctrica del cercbro produce una
modificacion a targo plaze de la funcion neuronal) en el area predplica media de machos
previamente no-copuladores se induce la conducta sexual masculina en este tipo de ratas
(Paredes et al., 1990). Estos cambios conductuales son especificos a la cstimulacién cn csta
area ya que el kindling en otras regiones cono la amigdala no inducc la conducta sexual
masculina en machos no-copuladores (Parcdes ct al., 1990). Ademas, la induccion de esta
conducta cs a largo plazo., pues aun despues de 8 meses de la estimulacion los machos
previamente no-copuladores siguen copulando (Portillo et al., 2003). Aunquc no ¢s claro cl
mecanismo por medio del cual el kindling induce la conducta sexual masculina en los
machos no-copuladores, nosotros hemos propucsto que la reduccion en el umbral de la
posdescarga es acompanada por una reduccidn en ¢l umbral de la copula, el cual puedce ser
definido como el nivel de actividad neuronal en el arca predptica media necesarios para la
activacion de la conducta sexual masculina. Estos datos apoyan nucstra hipdtesis de que los
machos no-copuladores tienen alguna alteracién funcional a nivel del area predptica media.
Otra cvidencia a favor de esta idea proviene de los trabajos dc Rhees y colaboradores
(1999), quienes midieron el volumen del nicleo sexualmente dimérfico del drea predptica
media (macho > hembra) de machos no-copuladores y copuladores, encontrando que cl
volumen de cste niclco es significativamente menor en los machos no-copuladores con
respecto a los machos control, ¢ igual al de las hembras. Otra estructura quc cstudiaron fue
el nucleo anteroventral periventricular (hembra > macho), ¢l volumen de esta estrucutura
fue mayor en los machos no-copuladores que en los copuladores. Lo que suguierc los
machos no-copuladores son sujetos neuronalmente feminizados en eslas estrucuturas.

El hecho dc quc existan machos no-copuladores en las diferentes especies dc
mamiferos sugiere que este déficit conductual no cs exclusivo o un artelacto en la rata
macho. En ¢l fuluro resultard interesante comparar si las altcraciones hasta el momento

encontradas en las dilerentes especics son comunes, ya que esto nos hablaria de
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mecantsmos del control de la conducta sexual masculina comunes para todos los

mamiferos.
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Hipotesis

Hipatesis.- Los machos no-copuladores tiencn una alteracion funcional en cl arca

preoptica media.

Objetivos

Objetivo 1.- Caracterizar conductualmente a los machos no-copuladores.

a)
b)
c)
d)

€)

Prucbas de coordinaciéon motora fina.
Pruebas de preferencia de lugar condicionada.
Prucbhas de conducta sexual femenina
Pruebas de capacidad olfatoria.

Pruebas de preferencia olfatoria.

Objetivos 2.- Determinar si existen difcrencias funcionales cn cl drea preoptica

media de ratas macho copuladoras y no-copuladoras.

a)

b)

¢)

Cuantificar la actividad neuronal del area preoptica media y del resto de las
estructuras del sistema dc proyveccion vomeronasal durantc el procesamiento de
olores sexualmente relevantes utitizando la téenica de Fos.

Evaluar ¢l nimero dc receptlores a andrégenos y estrogenos en el area preoptica
media v las demas estructuras quc conforman al sistema de proyeccién
vomeronasal.

Cuanlificar la actividad de la enzima aromatasa en ¢l arca predptica media, cl
nuclce de la cama de la estria terminal, el hipotalamo antcrior, el nicleo ventro

medial del hipotalamo y la amigdala.
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Capitulo 5. Método general

Sujetos

Se utilizaron ralas macho dec la cepa Wistar con pesos entre 250-350 grs y hembras
de 200-300 grs de peso. Los animales fueron mantenidos en un ciclo invertido de luz-
oscuridad (12:12 h), con libre acceso a comida comercial para rata (LabDiet, 5001 dicta
para roedores) y agua purificada. Para mantener sexualmente receptivas a las hembras estas
fucron ovariectomizadas bilatcralmente y se inyectaron con 25ug de benzoato de estradiol
53-55 horas antes del (ratamicnto con lmg de progesterona de 4-6 horas antes de las
prucbas conductuales. Las hormonas [ueron disueltas en aceile de maiz comercial e

inycctados subcutaneamente cn un volumen de 0.2 ml.

Grupos

LLas ratas machos, con basc ¢n cuatro pruebas de conducta sexual masculina con
hembras en cstro, fueron clasilicadas ¢n: 1) machos copuladores, aquellos sujetos que
montaron, intromitieron y cyacularon en las cuatro prucbas. 2) maches no-copuladores,
aqucllos que no gjecutaron ningdn patrén de conducta sexual masculina en el mismo

numero de pruebas.

Pruebas de conducta sexual masculina

Las prucbas de conducta sexual fueron realizadas entre la tercera y la séptima hora
del periodo de oscuridad bajo una luz roja tenue (foco de 25 watts). Sc utilizaron cajas de
observacion rectangulares (40X60X40 cm) con frentes de vidrio y con tapa de malla de
alambre en dondc ¢l animal experimental fuc introducido una vez que la hembra estimulo
fue colocada (5 min antes de la prueba). En cstas pruebas se registraron el nimero de
montas ¢ intromisiones anteriorcs a la cyaculacion. Las prueba de conducta sexual

masculina sc dicron por terminadas después de que la rata macho cumphidé con ¢l primer



intervalo post-eyaculatorio (liempo desde ta eyaculacidn hasta la primera intromision de la

siguiente scric copulatoria) o si no monto o intromitid en un periodo de 30 minutos.



5.2 Experimento 1. Coordinacion motora fina y preferencia de lugar

condicionada en las ratas macho no-copuladoras.

a) Antecedentes

Para el despliegue de la conducta scxual masculina e¢s neccsario que los machos
coordinen adecuadamente sus movimientos {inos y sean capaces de buscar y perseguir a la
pareja sexual. Posteriormente requieren coordinar sus movimientos para montar, intrometer
y cyacular a las hembras en estro. Agmo y colaboradorcs (1987) demostraron que la
administracion en machos scxualmente cxpertos de agonistas para el receptor a GABA;,
como el baclofen (2.5 mg/kg), inhiben la expresion de la conducta precopulatoria como
copulatoria, las ratas con este tratamiento no disminuyen su actividad ambulatoria. Sin
embargo, cuando las ratas lratadas con baclofen son colocadas en el Smart Rod (aparato
que evalua la habilidad del sujcto para caminar, Whishaw et al., 2003) no pucden coordinar
los movimientos de sus cuatro micmbros y s¢ cacn del cilindro. Por lo que la incapacidad
para copular cn los machos tratados con baclofen, al menos en parte se debe a que estos
machos no coordinan sus movimientos [inos, pero no sc¢ debe a una severa discapacidad
para moversce.

Agmo (1999} ha propuesto que el objetivo de la ejecucidn de la conducta sexual no
¢s la reproduccion. Por ejemplo, ralas y galos no tienen ningun conocimiento implicito o
cxplicito de las consecuencias de la conducta sexual. El macho probablemente nunca
vuelve a ver a la hembra despucs de copular y s1 este encuentro se da es posible que la
reconozca y si la reconoce no asocia su previa actividad sexual con la causa dc su prefiez.
Los machos copulan porque esta conducta es reforzante por si misma, desde este punto de
vista la conducta scxual puede estudiarse y entenderse como parte de otras conductas que
son gjecutadas por su valor afectivo positivo independientemente de sus consecuencias
{Agmo, 1999). De esta forma podcmos cntender a la conducta scxual como un reforzador

de manera similar a los reforzadores primarios clasicos como son la comida o los liguidos.
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Las pruebas de preferencia de lugar condicionada son comunmente utilizadas para
determinar las propiedades rclorzantes de una droga (Bardo et al., 1995, Mucller ¢t al.,
2002; Russo ct al., 2003}, un reforzador primario (Agmo et al., 1993), o conducta sexual
(Agmo y Gomer, 1993; Garcfa vy Parcdes, 2004; Parcdes v Alonso, 1997). En estas se
cvalda si el animal cs capaz dc asociar un estado alectivo positivo (rcforzante) con un
determinado ambiente. De esla manera utilizando esta prucba se ha determinado que la
copula y la ingesta de agua pueden emplearse como reforzadores en la rata (Agmo et al.,
1993; Parcdes y Alonso, 1997). Ademas se ha demostrado que los electos reforzantes dc
estas conductas son mediados por los péptidos opioides (Agmo ct al, 1993; Agmo vy
Paredes, 1988). Por ¢jemplo, en la conducta sexual mascuhina ¢l estado reforzante inducido
por la eyaculacion puede scr bloqueado por la administracion de antagonistas a opioides
como la naloxona sin alterar la gjecucion de la conducta sexual. De 1a misma manera, se ha
demostrado que la administracion de morfina (opioide sintético) induce una preferencia de
lugar condicionada similar a la observada por la eyaculacion (Agmo y Berenleld, 1990). En
los machos no-copuladores desconocemos si cstos animales no copulan debido a que las
conductlas reforzantes no scan capaces de inducirles estados afectivos positivos.

La hipdtesis predice que los machos no-copuladores coordinan adecuadamente sus
movimientos y su sistema general de reforzamicnto es normal.

El obictivo fuc por un lado evaluar si los machos no-copuladores tienen alteraciones
en su coordimacion motora fina quc les impidan iniciar y ¢jecutar la conducta scxual
masculina, por lo que sc rcalizaron prucbas de coordinacion motora utilizando ¢l aparato
Smart Road. Otro objetivo fue evaluar si en los machos no-copuladores es posible inducir
un cstado afcctivo positivo ¢l cual sca de suficiente intensidad para asociarlo con las claves
ambientales de la caja de preferencia de lugar condicionada. En esle experimento sc utilizo
como rcforzador la administracion de morf{ina. Para propdsitos de comparacion se agrego

en estos experimentos un grupo de machos sin experiencia sexual.




b) Método

Pruebas de coordinacion motora fina

En el registro de la actividad motora fina se uso el aparato Smart Rod (AccuScan
Instruments Inc). Este consiste de un cilindro separado de la superficic, ¢l cual sc programa
para girar a una determinada velocidad por un tiempo establecido. Las pruebas exigen que
las ratas coordinen sus movimientos finos para no caer del cilindro. Se registra el tiempo de
permanencia en el cilindro v la velocidad a la cual giraba el rodillo en el momento en que
el animal se cayd. Para iniciar el experimento los animales fueron entrenados durantc
nueve ocasiones, el criterio utilizado fue que al menos el 90% dc los machos copuladores vy
sin experiencia sexual no se cayeran al [inal del entrenamiento. Posleriormente sc realizo la

prueba quc fuc dc una mayor duracion y dificultad (tabla 1).
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Tabla 1.- Mctodologia utilizada en las prucbas de coordinacion motora {ina

Entrenamtento:
Duracidn (seg) Velocidad (rpm)
5 5
o 0 10
15 15
10 10
5 5 |
S 0
Prucba:

Duracion (scg) Velocidad (rpm) ]
10 5
20 10
30 15
30 -15
o 20 10
10 5 h
5 0




Pruebas de preferencia de lugar condicionada

Estas pruebas se rcalizaron en cajas de madera de (res compartimentos, los laterales
difirieron entre si en: el color, €l olor y la textura. Los experimentos de preferencia de lugar
condicionada constaron de 8 sesiones (una diaria). En la sesion 1, preprueba, la rata fue
colocada en el centro de la caja y sc rcgistro el tiempo de permancncia cn los
compartimentos lateralcs. Al compartimiento con mayor tiempo de permanencia se le
denomino caja no rcforzada. En las sesiones 2, 4 y 0 todos los sujetos se inyectaron con
Iml/kg de solucion salina intraperitoncal (sustancia utilizada como vehiculo) y fueron
colocados cn la caja no reforzada por 30 min, en las sesiones 3, 5 y 7 un grupo de machos
copuladores vy no-copuladores se inyectaron intraperitoncabmente con morfina disuelta en
solucion salina (Img/kg). En estas sesiones los animales sc colocaron en €l compartimiento
en el que permanecicron mecnos tiempo durante la preprueba (caja reforzada). El grupo
control sc inyecto siempre con solucion salina. Durante cstas sesiones se pretendié gque los
machos asociaran el estado afcctivo positivo inducido por la morfina con las caracteristicas
ambientales de la caja. En la scsidn 8, prucba, sc registro cl tiempo dc permanencia en la
caja rcforzada y la no reforzada, como en la preprueba. Se utilizaron dos critcrios para
evaluar si la morfina induce un condicionamiento de preferencia de lugar, El tiempo en ¢l
compartimiento reforzado y ¢l indice de¢ preferencia (tiempo en la caja reforzada / tiempo
en la caja reforzada + ¢l ticmpo en la caja no rcforzada), deben incrementar entre la
preprueba vy la prueba. Para considerar que se ndujo preferencia de lugar condicionada cs
necesario que ambos parametros entre la prepueba y la prueba sean cstadisticamente

diferentes, p < 0.05 (Agmo y Gomez, 1993).
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¢) Analisis estadistico

En las pruebas dc coordinaciéon motora fina, los datos no tuvicron una distribucion
normal y por lo tanto fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis. Los datos obtenidos de las pruebas de preferencia de Jugar condicionada tuvieron
una distribucion normal por lo que fueron analivadas mediante un analisis de varianza 4 X
2 (grupo X scsion), con medidas repetidas en el ultimo factor. En caso dc difcrencias

significativas sc utilizo la prucha de la diferencia minima significativa de Fisher.

d) Resultados

Con base en las pruebas de conducta sexual masculina se obtuvieron los siguientes
grupos: machos copuladores aquellos que eyacularon en cuatro pruebas con hembras en
estro (n = 10). Machos no-copuladores los cuales no desplegaron ningtin patréon de conducta
en ¢l mismo nimero de pruebas (n = 10} y un grupo de maches sin experiencia scxual
aquellos sujetos que no tuvicron ningin contacto fisico con las hembras en estro (n = 10).

Pruebas de coordinacion motora fina

En cstas prucbas registramos el tiempo de permanencia en ¢l cilindro y la velocidad
a la cual giraba ¢l rodillo en ¢l momento en que las ratas sc caen. Al inicio de la prueba los
animales fueron entrenados durantc nucve scsiones hasta que el 90% de los machos
copuladores no se cayeron del rodillo. Durante esta fase de entrenamiento no encontramos
diferencias entrc los grupos (datos no mostrados). En la prueba, tampoco encontramos
diferencias cntre los grupos en el tiempo de permancncia cn ¢l rodillo (pruebas K-W: =

= 0.03, p = 0.98), ni en la velocidad de giro del rodillo en el momento cn que los animales

se cacn (pruchas K-W: ¥~ 2= 1.32,p=0.51) (Tabla 2).

~
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Tabla 2.- Tiempo de permanencia en el cilindro y velocidad de giro del rodille al momento
en que las ratas se caen del Smart Rod. Los datos se expresan como la media + error estandar y el
namero de sujetos se muestra entre los paréntesis. No se encuentran diferencias significativas entre
los grupos en ninguno de los parametros registrados. Los datos fueron analizados mediante una

prueba Kruskal Wallis.

[ Tiempo de permanencia en el | Velocidad de giro del rodillo al momento
¢cilindro (seg) en que rata se cayo (rpm)

Sin experiencia (n = 10) 10517 10 +1

Copulador (n = 10) 98 + 10 12 £ ]

No copulador (n = 10) 10546 10+ 1

Pruebas de preferencia de lugar condicionada

En estos experimentos encontramos un efecto significativo de la interaccion grupo
por sesion (Fras, = 6.21, p = 0.002), pero no del ticmpo en el compartimiento reforzado
cntre la preprucba y la prueba en el factor grupo (Fiaae = 1.78, p = 0.168) y scsion (F;| 36 =
3.18, p = 0.08). Las pruebas post hoc demostraron que los machos sin experiencia sexual,
copuladores y no-copuladores t(ratados con morfina incrementaron el tiempo de
permanencia en la caja rclorzada cntre la preprueba vy la prueba, p < 0,05 (Figura 4). En los
machos control (sujetos tratados Unicamentc con solucion salina)} el tiempo en el
compartimiento reforzado entre la preprueba y prueba disminuyd signilicativamente.

En ¢l indice de prefercneia encontramos un cfecto significativo de la interacciéon
grupo por sesion (Fiz 3 = 10.32, p = 0.0001), cn el factor grupo (Fa30,=4.78. p=0.007) y
en la sesion (Fi e = 75.04, p = 0.0001). Las prucbas dc efectos principales simples
demostraron quc cn los machos sin cxperiencia sexual, copuladores y no-copuladores €l
indice de preferencia incremento entre la preprucba y la prueba. p < 0.01. En ¢l grupo

control no se observaron diferencias significativas.
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Figura 4.- Prucbas de preferencia de fugar condicionada en machos: control (NaCl; n = 10),
sin expericncia sexual (SE:; n = 10), copuladores (C: n = 10) y no-copuladores (NC; n = 10). Se
muestran los datos obtenidos en ¢l ticmpo en el compartimiento reforzado (A) y el indice de
preferencia (B). Los datos se expresan como la media + error estandar v fucron analizados
mediante un analisis de varianza.

Diferente de la preprueba en el mismo grupo. * p < 0.05, ** p < 0.01.
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¢) Conclusiones

Los datos demuestran que los machos ne-copuladores no tienen alteraciones en la
coordinacion motora fina de sus movimientos. Lo que sugiere que el déficit conductual cn
cstos animales no se debe a que no sean capaces de coordinar adecuadamente sus
movimienlos para perseguir e iniciar la eédpula con las hembras cn cstro.

En las pruebas de prelerencia de lugar condicionada encontramos que en los
machos no-copuladores al i1gual que los copuladores y sin experiencia scxual, la
administracién de morfina indujo un estado afectivo positivo de suficiente intensidad que
fue asociado con las caracteristicas ambientales de la caja de preferencia de lugar
condicionada. Estos resultados sugieren que en los machos no-copuladores, su sistema
general de reforzamiento mediado por optoides no se encuentra alterado, va que es posible
inducirles estados afectivos positivos. Por lo que podemos descartar que una de las causas
de la ausencia de la conducta sexual en los machos no-copuladores sea que las conductas
reforzantes como la copula no se lleven a cabo debido a que cn cstos animales no sea

posible inducir cstados afcctivos positivos.
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5.3 Experimento 2. Conducta sexual femenina en ratas macho no-

copuladoras.

a) Antecedentes

Nuestra hipdtesis genceral de trabajo fue que los machos no-copuladores tienen una
alteracion funcional a nivel del area predptica media. Esta estructura no solamente controla
la ejecucién de la conducta scxual masculina en la rata macho sino quc tambi¢n se ha
postulado que ticne un papel inhibitorio sobre la conducta sexual femenina. Los machos
con lesiones clectroliticas v neurotoxicas cn ¢l arca preoptica media incrementan la
respuesta de lordosis cuando son gonadectomizados y tratados con benzoato de estradiol o
benzoato de estradiol mas progesterona (Hennessey et al., 1980; Kondo et al.. 1990; Olster,
1993). S1 los machos no-copuladores tuvieran algun déficit funcional en el darca predptica
media, esla cstructura no podria cjercer sus clectos inhibitorios sobre la respuesta dc
lordosis v por lo tanto se esperaria que en estos animalcs sc facilitara la expresion de esta
conducta.

LLa hipotesis [ue que en los machos no-copuladores es mas facil inducir la respucsta
de lordosis que en los machos copuladores.

El objetivo fue evaluar si los machos no-copuladores estin conductualmentc
feminizados y si el tralamiento hormonal con benzoato de cstradiol o benzoato de estradiol
mas progesterona facilita la ejecucion de la conducta sexual femenina. Ademas, va que en
los rocdores el olfato es el principal sentido para clegir una pareja sexual, tambicn
cvaluamos si cn los machos no-copuladores y copuladores en las diferentes condiclones
hormonales prefieren los olores de las hembras cn estro con respecto a los machos

sexualmenle activos.
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b) Método

Después de realizar las pruebas de conducta sexual masculina se selecciond un
grupo de machos copuladores (n = §) y otro de no-copuladores (n = 8). Las pruebas de
conducta scxual femenina y preferencia olfatoria [ueron realizadas cuando los machos
estuvieron en las siguientcs condicioncs hormonales: a) gonadalmentc intactos, b)
gonadectomizados y tratados con benzoato de estradiol (25ug/rata) 52-56 horas antes de las
pruebas y ¢) gonadectomizados tralados con benzoato de estradiol a Ta dosis anterior mas
progesterona (Img /rata) 4 a 6 horas antes de las prucbas. Adicionalmente con el proposito
de comparacion se agregd un grupo de hembras ovaricctomizadas (n = 5), las cuales

recibieron los tratamientos b y c.

Pruebas de conducta sexual femenina

En las pruebas de conducta sexual femenina cada sujeto experimental fuc colocado
cn cajas dc observacion individuales en las cuales se encontraba un macho sexualmente
activo. Se permitié que cstos montaran un total de 10 veces a cada macho copulador y no-
copulador, se registro la conducta de lordosis en respuesta a la monta. Esta conducta se
cvaluo con base a la escala propuesta por Hardy y Debold (1972), intensidad 0 si el animal
no arquea el cucrpo y no levanta la cola, intensidad 1 si solamente se presenté un ligero
arquecamicnto v levantamiento de la cola e intensidad 2 si ¢l arqueamiento y levantamicnto
dc la cola ¢s a la altura de la espalda (Figura 2). Los parametros registrados fueron el
cocficiente de lordosis (numero total de respucstas de lordosis / numero dc montas +
numero de intromisiones) vy la intensidad media de lordosis (suma de puntos por prueba /

namero de respuestas de lordosis).

Pruebas de preferencia olfatoria

En estas pruebas, se cuantifico el tiempo que los animales pasaron oliendo /
investigando olores sexualmente relevantes. Las pruebas se realizaron cn cajas de madcra
disciiadas para observar la conducta scxual. Dentro de la caja s¢ colocaron (res

contenedores (12 X 11 X 5 em) distribuidos en las dos esquinas y el otro al centro. El orden
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cn quc estos platos fucron presentados a cada rata fue aleatorio. Cada plato contenia uno de
los siguientes tipos de aserrin:

1) Aserrin de hembras en estro: el cual fue expuesto a secreciones vaginales, orina y
heces de hembras ovariectomizadas y tratadas con benzoato de cstradiol y progesterona .

2) Aserrin de machos: este fuc cxpucsto a orina y heces de machos sexualmente
aclivos.

3) Aserrin limpio: aserrin sin ningun tipo dc secrecidn ni desecho animal.

Durante la prucba ¢l animal experimental se coloco al centro de la caja v sc
cronometrd el tiempo que paso investigando / oliendo cada uno de los platos. La prucba
tuvo una duracion total de 10 min. Las prucbas sc realizaron por duplicado, para el analisis

de los datos utilizamos ¢l valor promedio (revision en Bakker, 1996).

¢) Analisis cstadistico

En el analisis de las diferencias en el coeficiente de lordosis y la intensidad media
de lordosis sc usaron prucbas de Kruskall Wallis seguida de la prueba U Mann-Whitney.
En los experimentos de preferencia olfatoria se usd un analisis de varianza 2 X 3 X 3
(grupo X tipe de aserrin X condicion hormonal) de medidas repetidas del altimo factor. En

caso dc difcrencias signilicativas, sc rcalizaron comparaciones post-hoc empleando la

prueba de la diferencia minima significativa de Fisher.
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d) Resultados

Pruebas de conducta sexual femenina

En ¢l coeficiente de lordosis (Tabla 3A), los machos no-copuladores no difieren de
los machos copuladores (U = 30.5, n. = &, n; = 8, p = 0.87) en la condicion hormonal
intacto. En la condicion hormonal gonadectomizado y tratado con benzoato de estradiol se
cncontraron diferencias significativas entre los tres grupos (prucbas K-W: y” o, = 10.98, p =
(0.0041), las prucbas post hoc revelaron que las hembras tiencn un mayor cocficiente de
lordosis que los machos copuladores y no-copuladores (U =0, ny =5, 11, =8, p =0.002 y U
=0, n =35, n; =28, p=0.003 respectivamente). Sin embargo, no se encontraron dilerencias
significativas entrc los machos copuladores y no-copuladores (U =285, n, =8, n, =8, p =
0.71). Cuando los animales fueron gonadectomizados y tratados con benzoato de estradiol
mas progesterona encontramos dilerencias entre los grupos (prucbas K-W: " 2 =928, p=
(.01) las prucbas de U Mann-Whitney demuestran que las hembras tienen un coeficiente de
lordosis mas alto que los machos copuladores y no-copuladores (U = 5. ny =5, n, =8, p =
0.02 vy U=0,n =5 n =28 p = 0002 respectivamente), tampoco en esta condicidn
hormonal cncontramos diferencias entre los machos copuladores y no-copuladores (U =
225, =8, =8, p=0.23).

En cuanto a la intensidad de lordosis (Tabla 3B) en la condicion gonadalmente
intacto no encontramos diferencias entre los machos copuladores v no-copuladores (U =
30.5, n; = 8, n; = 8, p = 0.87). En la condicion hormonal gonadcctomizado y tratado con
benzoato de estradiol encontramos dilcrencias entre los grupos (prucbas K-W: ¥ Q) =
10.92, p = 0.004), en las hembras la intensidad de lordosis fuc mayor que en los machos
copuladores y no-copuladores (U =0, n; =5, n, =8, p=0003yU=0,n=5n=8p=
0.003 respectivamente), no s¢ cncontramos diferencias entre los machos copuladores y no-
copuladores (U =31, n; = &, nz = &, p = 0.91). Cuando las ratas fucron gonadectomizadas y
tratadas con benzoato de estradiol mas progesterona encontramos diferencias signilicativas
entre los grupos (pruebas K-W: «* 2y = 10.95, p = 0.004). Las hembras ticnen una mayor

intensidad de lordosis que los machos copuladores y no-copuladores (U =0, n, =5, n; =8,



p=0.003 yU=0,n=5,n;=8, p=10.003), no se encontraron dilerencias cntrc los machos
copuladores y no-copuladores (U =295, n; =8, m; =8, p=0.79).

Esto resultados suguieren que el tratamiento hormenal es adecuado para inducir
receptividad femenina, pcro no potencia la expresion dc esta conducta en los machos no-

copuladores.



Tabla 3.- Conducta scxual femenina en machos copuladores () y no-copuladores (NC'} ¢n
tres condiciones hormonales: intactos (INT), gonadectomizados tratados con benzoato de cstradiol
(GDX+BE) v gonadectomizados tratados con benvzeato de estradiol mas progeslerona
(GDX+BE+P). Sc agregd un grupo de hembras ovariectomizadas en los tratamientos hormonales.
Se muestra en A, cl cocliciente de lordosis y en B. la intensidad media de lordosis. l.os datos
fueron analizados utilizando la prueba de Kruskal Wallis seguido de la prueba U Mann-Whitney v

sc expresan como la media = error estandar.

A.- Coeficiente de lordosis

Condicion hormonal Hembras (n=35) | C(n=8) | NC(n=28)
Intacto No probado 8+4 9+6
GDX+BE (25ug) 100 * 22+ 7 25+ 7
"GDX+BE (25ug) + P (Img) 100 * 87+ 6 80~ 8

B.- Intensidad de lordosis

Condicion hormonal Hembras - C NC
Intacto No probado 0.08 £ 0.04 | 0.09 + 0.06
GDX+BE 1.9 0.02* 031+0.1 034+ 0.1
;GDX+BE+P 2% 1.4+0.] 1.3+02

Los datos fucron analizados utilizando la prueba de Kruskal Wallis seguido de la prucha U
Mann-Whitney y se expresan como la media = error estandar,

Diferente de macho copulador y no copulador en la misma condicion hormonal. * p < 0.05.

Preferencia olfatoria

Paralelamente a las pruebas dc conducta sexual femenina se rcalizaron pruebas de
preferencia ollatoria entre aserrin limpio, impregnado con secreciones de hembras en estro
y expuesto a secrecioncs dc machos sexualmente activos durante las mismas condiciones

hormonales. En estas pruebas encontramos diferencias en la inlcraccion entre el tipo de olor
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y condicion hormonal (F 53 = 0.89, p < 0.0001) y en el tipo de olor (Fp a5y = 181, p <
0.0001) pero no encontramos difcrencias en la interaccidon grupo por tipo de olor por
condicion hormonal (Fu 43, = 2, p = 0.1), grupo por condicion hormonal (Fp j4: = 2.4, p =
0.1) y grupo por tipo de olor (Fz 1437 = 2.82, p = 0.07). Tampoco se encontraron dilcrencias
significativas cn cl {actor grupo (Fyy 45 = 1.25, p = 0.27). condicion hormonal (Fz 43 =
0.9, p = 0.4). Las prucbas post fioc demostraron que los machos copuladores y no-
copuladores mitaclos tuvicron una clara prefcrencia por cl aserrin expuesto a secrecioncs
vaginales de hembras en estro en lugar del impregnado con secreciones de machos
sexualmente activos y del aserrin limpio, aunque esta preferencia fue signilicativamente
menor en los machos no-copuladores que en los copuladores (Tabla 4). Cuando los sujetos
fueron gonadectomizados v tratados con benzoalo de estradiol (grupo: GDX-+BE} los
machos copuladores y no-copuladores prefirieron el ascrrin cxpuesto a hembras en estro
solamente del limpio. Ninguna preferencia ollatoria por los diferentes tipos de olores se
obscrvo cuando los animales fueron tratados con benzoato de estradiol mas progesterona

(grupo: GDX+BE+P).
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Tabla 4.- Pruebas de preferencia olfatoria entre aserrin limpio, ascrrin expuesio a
secreciones de machos sexualmente activos v aserrin expuesto a secreciones de hembras en estro.
Los machos copuladores y no-copuladores fucron probados en las siguientes condiciones
hormonales. ntactos (INT). gonadectomizados y tratados con benzoato de estradiol (GDX+BE) v
gonadeclomizados tratados con benzoato de estradiol mas progesterona (GDX+EB+P). Los datos
se muestran en segundos y fueron analizados mediante un andlisis de varianza y se expresan como

la media + error estandar.

Copulador (n = 8) No copulador (n = &)
Limpio Macho Hembra Limpio Macho Hembra
INT 8+ 1 I5£2 | 59+ [3**A 111 15=2 29 & 5%
GDX+BE T15x2 | 235 348 16=3 25=4 | 29=+5°
GDX+BLE+P 14+2 21+3 25+5 16+3 23=4 23+5

Diferente de macho y limpio en ¢l mismo grupo. * p < 0.05, ** p < 0.01.
Diferente de macho copulador en la misma condicidn hormonal. + p < 0.05.
Diterente de limpio en ¢l mismo grupo. © p < 0.05.

Diferente de GDX-BE y GDX+BE+P en ¢l mismo grupo. " P < 0.03.

e) Conclusiones

La lordosis puede ser inducida cn ratas macho gonadectomizadas mediante el
tratamiento con altas dosis de estrégenos (Yamanouchi y Arai, 1975). Estc reflejo puede
ser mcrementado si adicionalmente se lesionan determinadas estructuras neuronales. Por
gjemplo, en las ratas macho gonadectomizadas lesioncs en el area prcoptica media
potencian la expresion de la respuesta de lordosis inducida por ¢l tratamiento con cstradiol
y progesterona (Kondo y col 1990, Olster 1993). La leston de la fibras ventrales del septum
también incrementan la expresion de la lordosis en machos gonadectomizados tratados con
estradiol o con estradiol mds progesterona (Yamanouchi y Aria, 1985). Adicionalmente sc
ha reportado que otra mnfluencia inhibitoria existe en el ndcleo dorsal del rafé, ya que

lesiones en este nicleo facilitan la respuesta de lordosis cn ratas macho tratadas con
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estrogenos (Kakeyama y Yamanouchi, 1992). El nucleo dorsal del rafé establece
conexiones con ¢l septum, al area preoptica medial y el hipotdlamo ventromedial, las
cuales como ya se menciond, son cstructuras criticas cn ¢l conlrol de la lordosis.
Yamanouchi y colaboradores (Kakcyama y Yamanouchi, 1997; T'sukahara y Yamanouchi,
2001) han propuesto que ¢l nacleo dorsal del rafc inhibe la lordosis activando la funcidn
del 4rea predptica media y/o inhibiendo al hipotalamo venlro medial. Mientras que el area
preoptica media a su vez inhibe al septum lateral (Kondo et al., 1990).

Nuestra hipotesis ¢s que los machos no-copuladores ticnen una alteracion funcional
a nivel del area predptica media va que esta cs una de las estructuras que inhiben la
conducta de lordosis en los machos, por lo tanto evaluamos si en los machos no-
copuladores ¢s posible potenciar la respuesta de lordosis. Encontramos que los machos no-
copuladores no estan feminizados conductualmente al menos en la ejecucion de la
recspucsta de lordosis, ya que (anto los machos no-copuladores v copuladores en todas las
condiciones hormonales fucron igualmentc receptivos. Por otra parte, las hembras
gonadectomizadas, ¢l tratamicnto hormonal fuc capaz de inducir altos niveles de
receptividad [emenina demostrando que ¢l tratamiento hormonal [ue cliciente. Eslos
resultados pucden debersc a que la inhibicion de la respuesta de lordosis en la rata macho
no es controlada unicamente por el area preoptica media. Otras estrucluras que tambicn
tienen un papel inhibitorio sobre esta conducta como el nicleo dorsal dcl rafe y el septum
pueden estar inhibiendola.

Ademas, las pruebas de preferencia olfatoria muestran que los machos copuladores
y no-copuladores gonadalmente intactos y con previa experiencia sexual femenina pasan
mas tiempo investigando el contenedor con aserrin impregnado de secreciones de hembras
cn cstro que ¢l expuesto a scercciones de machos, aunque esta preferencia es mayor en los
machos copuladores que en los no-copuladores. Cuando los machos fueron
gonadectomizados v tratados con benzoato de cstradiol, solamente prefliricron el olor de las
hembras en estro con respecto a los olores neutros; con ¢l tratamiento de benzoato de
estradiol y de progesterona los machos no prefirieron ningun tipo de olor. Estos resultados
mucstran que el tratamicnto con estradiol y progesterona en los machos copuladores y no-

copuladores no son suficientes para que los machos prefieran el olor de los machos
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S.4 Experimento 3. Motivacion sexual, preferencia olfatoria y

activacion del sistema de proyeccion vomeronasal por claves sexualmente

relevantes en ratas macho no-copuladoras y sexualmente inexpertas.

a) Antecedentes

FEn la rata, la expresion de la conducta sexual masculina depende de una cuidadosa
scleccidon de un coespecifice con el cual interactuar. Los machos deben scr capaces de
diferenciar a las hembras de los machos y a las hembras en sus diferentes ciclos
hormonales. De esta manera si los machos no identifican/prefieren a las hembra en estro no
inician las conductas precopulatorias o motivacionales y por lo tanto la copula no se Hleva a
cabo. Sc ha demostrado que los machos sexualmente activos pasan mds tiempo cerca dc
una hembra en estro (Agmo, 2003; Bakker et al., 1996; Dominguez-Salazar el al., 2002;
Lopez et al., 1999; Romero et al., 1990} v las hembras pasan mas tiempo cerca dc un
macho sexualmente activo (Bakker et al., 1990; Dominguez-Salazar ct al., 2002; Hetta v
Meyerson, 1978). I.os machos preficren ¢l olor (Le Magnen, 1952; Stern, 1970), la orina
(Carr ¢t al., 1962; Gottreich ct al., 2000; Nyby ct al., 1985) y las secrecioncs vaginales de
las hembras en estro (Gregory et al., 1975; O'Connell y Meredith, 1984) en lugar dec las de
en anestro o dc machos. Los olores son deteclados por dos sistemas: el sistema olfatorio
principal v el accesorio o vomeronasal. En general se ha propuesto que en la rata el sistema
olfatorio principal detecta olores volatiles generados principalmente por la comida y/o
presas (Firesten, 2001; Laurcent, 1999; Leon y Jonson, 2003), mientras que el sistema de
proyecccion vomeronasal, detecta olores sexualmente relevantes (Bargmann, 1997; Halpern,
1987; Keverne, 1999;Tirindelli et al., 1998). En nucstro laboratorio y en varios grupos de
investigacion sc ha demostrado que en los machos sexualmente expertos, la actividad
ncuronal del sistema de proyeccion vomeronasal incrementa cuando los animales son
expuestos a olores de hembras en estro (Bressler y Baum, 1996; Coleen et al., 1997;

Domingucz-Salazar ct al., 2002; Paredes et al., 1998).




Durante mi maestria, demostramos que en pruebas de preferencia sexual donde los
machos pueden oler, ver, oir ¢ interactuar sexualmente con hembras en estro o machos
sexualmente activos, los machos copuladores pasan mas tiempo con la hembra en estro en
lugar dc con ¢l macho scxualmente activo (Portillo y Paredes, 2003). Los machos no-
copuladores invierten el mismo tiempo con los individuos de ambos sexos. Las pruebas de
preferencia sexual, no permiten determinar si los machos no-copuladores no prefieren a las
hembras en estro por tener alteraciones en los componentcs motivacionales y/o en los
consumatorios de la conducta sexual masculina. Agmo (2003) desarrollé una prueba en la
cual los sujetos experimentales pueden ver, ofr v oler pero no tener contacto fisico con los
animales estimulos (prueba de motivacidn sexual). Esta prueba permite investigar si los
machos estan scxualmente motivados para preferir un macho scxualmente activo o a una
hembra en estro.

Tambi¢n cstamos interesados en evaluar si los machos no-copuladores son capaces
de detectar adecuadamente los olores provenicntes de comida y determinar si prefieren los
olores de las hembras en estro de los de hembras en anestro v de machos sexualmente
activos. De la misma manera resulta interesante cuantificar la actividad neuronal del
sistcma  dc  proyeccion vomeronasal y del bulbo olfatorio accesorio durante la
proccsamiento de olores sexualmente relevantes.

La hipodtesis predice que los machos no-copuladores no prefieren a las hembras en
cstro y quc esta conductla puede deberse a alteracioncs para detectar y/o procesar a nivel
del sisiema nervioso central los olores sexualmente relevantcs.

Bl primer objetivo fue evaluar mediante la prueba dc motivacion sexual (Agmo,
2003) si los machos no-copuladores prefieren a una hembra cn estro o a un macho
sexualmente activo. El segundo objetivo [ue evaluar la capacidad quimiosensorial mediada
por el sistema olfatorio principal en una prueba en la cual una picza de manzana se escondc
en una caja de aserrin (Curtis et al., 2001). Si ¢l sujcto no encuentra la manzana en un
ticmpo maximo de 5 min se considera andsmico (Curtis et al.. 2001; Edwards et al., 1996).
Ademas, evaluamos si los machos no-copuladores prefieren los olores de las hembras en
cstro a los de las hembras en anestro o a las de los machos. En el tercer objctivo evaluamos

si la actividad neuronal del sistema de proyeccién vomcronasal v del bulbo ollatorio
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principal (capa granular) es similar entre machos copuladores y no-copuladores cuando
estos son expuesto a olores de hembras en estro. Un grupo de machos sin experiencia
sexual [ueron incluidos en todos los experimentos para determinar si fos datos obtenidos de

los machos no-copuladores se deben solamente a su inexperiencia heterosexual.

b) Método

Pruebas de motivacion sexual

Las prucbas de motivacion sexual fucron realizadas de acuerdo al procedimicnto
descrito por Agmo (2003). Estas se realizaron en una arcna oval de acrilico negro (100 X
50 em). En las paredes mas largas de la arena se hicieron unas aberturas a la altura del piso,
las cuales fueron cubiertas con una malla de alambre. En cada aberlura se ensambld una
caja (15 X 25 X 25 cm de alwo) dentro de la cual fue colocado un animal incentivo (una
hembra cn cstro o un macho sexualmente activo). Este procedimiento ticne la ventaja de
que es posible cambiar aleatoriamente las cajas que contiencn a los animales incentivos sin
quc los olores se mezclen. En (rente de las cajas que contienen a los animales incentivos, se
delimité una zona (20 X 30 cm), la cual s¢ denomind zona incentiva. Para iniciar el
experimento, los sujetos (ueron habituados a la arcna en tres sesiones de 10 min cada una.
Durante este procedimiento, los animales incentivos no estuvieron presentes. La prueba [uc
similar a la habituacidn, pero en este caso los animales incentivos {ucron colocados en cada
una de las cajas laterales. En las pruebas los machos experimentaies pudicron oir, ver y oler
a los animales incentivos pero no copular con ellos. Finalmente, se registro cl tiempo que
los animalcs cxperimentales pasaron en cada una dec las zonas incentivas (cl criterio
utilizado fuc que las ratas colocaron sus dos miembros anteriores dentro de la vona). La

prueba tuvo una duracién de 10 min.

Pruebas de capacidad olfatoria
En estas pruebas cada sujeto experimental fue colocado cn una caja de acrilico (25
X 50 X 15 ¢m) la cual tuvo cl piso cubierto con aserrin limpio. En cada prueba, un pedazo

3 . . .
de manzana (+ 0.5 mm’) fue escondido alcatoriamente en una de las cuatro esquinas de la
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caja. Sc registro el tiempo que les tomo a las ratas encontrar ¢ ingerir la fruta. Si las ratas
tardaron mas de 3 min en cncontrar la manzana, se elimind al sujeto del experimento
(Bakker ct al., 2002; Curtis et al., 2001; Edwards ct al., 1996). Usando cste criterio dos
machos copuladores y dos no-copuladores (tomados de¢ un grupo inicial de 12 sujctos de
cada grupo) fueron eliminados de cste estudio. Las pruebas se rcalizaron por duplicado,

con un intervalo entre ¢llas de una scmana.

Pruebas de preferencia olfatoria

Estas se realizaron como ya se describié cn ¢l experimento 2. Todas las ratas fueron
probadas en dos condicioncs. En la primera los machos pudicron escoger entre oler platos
que contenfan aserrin: expuesto a hcmbras en estro, expucsto a machos sexualmente
activos o limpio. Una semana después, las ratas fueron probadas cn una segunda condicion
cn la cual la eleccidn fue entre aserrin: expuesto a hembras en cstro, expuesto a hembras en
anestro o limpio. Durante la prueba sc colocd al sujeto en ¢l centro de la caja v se
cronometrd el tiempo que paso investigando / oliendo cada uno de los platos. La prueba

tuvo una duracion total dc 10 min y se realizo por duplicado. Para el andlisis de los datos

(ue utilizado el valor promedio (revision en Bakker, 1996).

Inmunodeteccion de Fos

Al finalizar las pruebas conductuales, las ratas fueron colocadas por 90 min en
camas con ascrrin cxpuesto a secreciones de hembras en estro o limpio. Posteriormente
fueron sacrificadas con una sobrcdosis de pentobarbital intraperitoneal (Scdal Ve,
Iml/rata). Los animales fueron perfundidos mtracardialmente con una solucion
amortiguadora de fosfatos (0.1 M, pH 7.4) v con paraformaldehido al 4% en 0.1 M de
solucion amortiguadora de fosfalos. Los cerebros ya perfundidos fueron extraidos y fijados
una hora en paraformaldehido, después fueron transferidos a una solucion de sacarosa al
©25% en 0.1 M de solucion amortiguadora de fosfatos para su crioproteccion. El tejido
ncuronal fue cortado en rebanadas de 35 wm usando un microlomo (Leica SM 2000R)
conectado a una unidad de enfriamiento (Phy Sitemp BFS-30TC controllcr). los cortes
fueron lavados cn un micio con solucion amortiguadora de fosfatos al 0.1 molar,

posteriormente con H»O; al 1% y finalmente con solucién amortiguadora de fosfatos 0.1
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M. Las muestras fucron incubadas por 16 horas con el anticuerpo primario para Fos DCH-1
de Santa Cruz (1:5000 sc-52 7 0.52% triton X 100 /en 0.1 M solucion amortiguadora de
fosfatos). DCH-1 es un anticuerpo monoclonal, obtenido del suero de conejo, el cual csta
dirigido contra la secuencia N-terminal de Fos de la rata. Al término de la incubacion los
cortes {ueron cnjuagados con solucion de lavado (0.02% triton X 100 /7 0.1 M solucion
amortiguadora de fosfatos) v después incubadas en anticuerpo secundario (1:200
inmunoglobulina G anticonejo en cabra biotinilado/ 0.52% triton X 100/ en 0.1M de
solucion amortiguadora de fosfalos). Posteriormente a la incubacion cn cl anticuerpo
sccundario los cortes fueron lavados ¢ incubados en el complejo avidina-biotina por 3
horas, terminado cl tiempo de incubacion cste compucsto fue lavado utihizando una
solucion amortiguadora de fosfatos al 0.1 M. Para finalizar, las secciones [ueron rcveladas
mediantc la reaccién de nickel 3,3’-diaminobenzidina (5ml de H,O/ 2 gotas dc solucion
amortiguadora/ 4 gotas de diaminobenzidina/ 2 gotas H;O,/ 2 gotas nickel). Los corles
fueron montados cn portaobjctos cubicrtos de gelatina, pueslos a secar y enjuagados con
agua destilada v finalmente fucron cubicrtos con cubreobjetos usando una resina comcreial.
Esta inmunohistoquimica produjo una reaccidon cntre negra y gris en los nuclcos
neuronales, a los que nos referiremos como céiulas inmunorreactivas para Fos.

Para cuantificar ¢l namero de neuronas inmunorreactivas a Fos, se utilizo un
procedimiento deserito por Dominguez y colaboradores (2002). Brevemente, las secciones
[ueron codificadas de tal forma que no tuviéramos conocimiento del tratamiento y del
grupo del sujcto. Se scleccionaron cortes de las siguientes estructuras neuronales: bulbo
olfatorio principal capa granular, bulbo olfatoric accesorio (capa mitral y granular),
amigdala anterior y posterior, nucleo de la cama de la estria terminal y arca preoptica
media. Solamente cuantificamos ¢l nimero de células positivas a Fos en el hemisferio
derecho (Figura, 5). Estas células se contaron usando un sistema de andlisis de imagenes
(Image-pro, Media Cybernetics, Silver Spring, MD) con una cimara digital Hitachi
conectada a un microscopio Olympus B X 60. Al mcnos tres secciones adyacentes de cada

region neuronal fueron analizadas.
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Figura 5.- Esquema que muestra la localizacion de las diferentes regiones cerebrales (nimeros dentro de los
circulos) en los cuales se contd el numero de células positivas a Fos. 1) capa mitral del bulbo olfatorio
accesorio (BOA), 2) capa granular del BOA, 3) capa granular del bulbo olfatorio principal (BOP). 4) drea
preoplica media (APM), 5) nticleo de la cama de la estria terminal (NCST), 6) amigdala anterior (AMGa) 7)
amigdala posterior (AMGp). GLA, capa glomerular del BOA: LOT. tracto olfatorio lateral; EPI, capa
plexilorme externa del BOP: ON, capa del nervio olfatorio; LPOA, ared predplica lateral; OC, quiasima
Gptico; 1C, capsula interna; ST, estria terminal: F. fommix; VIIM. nicleo ventro medial del hipotalamo: OT,
tracto optico; LIL hipotalamo lateral; BAOT, nicleo de la cama del tracto ollatorio accesorio. La distancia
{en mm} de cada seccion del cerebro esta dada a partir de bregma. Este esquema fue tomado de Paxinos y

Watson (1997), modilicado por Paredes et al., (1998),
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¢) Analisis estadistico

Los datos de las prucbas de motivacion sexual tuvieron una distribucion normal por
lo que se realizd un andlisis de varianza de 3 X 2 (grupo X animal incentivo). En caso dc
diferencias significativas sc utilizaron las prucbas post foc de la minima diferencia de
Fisher. Los datos de las pruebas de capacidad olfatoria no tuvieron una distribucion normal
por lo que Tueron analizadas utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. En los
experimentos de preferencia olfatoria se uso un analisis dc varianza de 3 X 3 {grupo X tipo
de aserrin). En caso de diferencias signilicativas, sc realizo la prueba de Fisher. Los datos
del numcro de ncuronas positivas a Fos no tuvicron una distribucion normal por lo que

fucron analizados por una prucba Kruskal Wallis scguida de una prueba U Mann Whitney.

d) Resultados

Pruebas de motivacion sexual

En estos experimentos cncontramos un efecto significativo en la interaccion grupo
zana incentiva (Fa g7y, = 11.96006, p < 0.0001) vy en la zona incentiva (F 47y = 50.90575, p <
0.0001) pero no en ¢! factor grupo (Fo47) == 2.58, p = 0.09). Las comparaciones post hoc
demostraron que aunque los machos sin experiencia sexual y copuladores pasaron mas
tiempo en la zona incentiva de la hembra cn cstro que en la del macho sexualmente activo,
esta prelerencia fue mayor en los machos copuladorés. Los machos no-copuladores no
tuvieron preferencia por ninguna de las dos zonas incentivas, aunque pasaron mas tiempo
en la zona incentiva del macho sexualmente activo que los copuladores p < 0.05 (Figura

0).
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Figura 6.- Pruebas de motivacion sexual en machos sin experiencia sexual (SIL, n = 8),
copuladores (C. n = &) y no copuladores (NC. n = §). Los resultados en segundos se expresan como
la media + error cstandar.

Diferente del tiempo en la zona incentiva de la hembra en estro en el mismo grupo. * p <
0.05, ** p<0.01.

Diferente de macho sin experiencia sexual v no-copulador en el tiempo dentro de la zona
mcentiva con la hembra en cstro. + p < 0.05.

Diferente de macho copulador en el tiempo dentro de la zona incentiva del macho

sexualmente activo. # p < (.05,

Pruebas de capacidad olfatoria

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la latencia para
cncontrar la picza de manzana (K-W prueba: Xz(z;. = 0.03, p = 0.98). Los promedios fueron
para los machos sin experiencia sexual 43 = 10 seg, n = 10; para los copuladores 30 + 3 seg,
n = 10; y para los no-copuladores 34 + 7 scg. n = 10. Estos resultados indican que €l
procesamiento de las claves olfatorias en el bulbo olfatorio principal es similar entre los tres

grupos de animalcs.



Pruebas de preferencia olfatoria

Los datos obtenidos de las pruebas de preferencia olfaloria entre aserrin expuesto a
secrcciones de hembras en estro, a4 machos scxualmente activos y limpio (Tabla 5, A)
fucron analizados mediantc un analisis de varianza, en estas enconiramos diferencias en la
interaccion grupo por tipo de olor (Fiy 25y = 5.91851, p = 0.0002) en el factor grupo (F2. 125,
= 3990225, p = 0.0001) y en el factor tipo de olor (Fr 25, = 4.68804, p = 0.011). Las
pruebas post hoc de Iisher demostraron que los machos sin experiencia sexual, copuladores
y no-copuladores pasaron mas ticmpo oliendo el contenedor con ¢l ascrrin expucsto a las
scereciones vaginales de hembras cn cstro, en lugar del cxpucsto a secreciones de machos
sexualmente activos y del limpio. Se tomo una p < 0.05 como valor significative. Sin
cmbargo los machos copuladores pasaron significativamentc mas tiempo oliendo el aserrin
expuesto a secreciones de hembras en estro que los animales sin experiencia sexual y no-
copuladores. Estos resultados son similares a los obtenidos cn la tabla 4 (pag ) en la
condicion hormonal intacto, demostrando que los machos no-copuladores aunquc prefieren
los olores de la hembras cn cstro csta preferencia cs deficiente.

En los experimentos donde se les did a elegir a los machos cntre oler aserrin
expueslo a scereciones vaginales de hembras on cstro, expuesto a los olores de hembras cn
anestro y limpio (Tabla 5, B) encontramos un efecto significativas cn la interaceidn grupo
por tipo de olor (Fui»s = 3.90309, p = 0.0052) el factor grupo (F 125y = 37.58898. p =
0.0001) y tipo de olor (Fizi25, = 11.16725, p = 0.0001). Las pruebas post hioc (se tomaron
como significativos aquellos valores de p < 0.05) revelaron que los machos no-copuladores
y copuladores prefiricron oler ¢l aserrin cxpucsto a secreciones de hembras cn cstro que el
cxpuesto a hcmbras cn ancstro v ¢l hmpio. Sin embargo, csta preferencia fuc
significativamente mayor en el grupo de machos copuladores que en el grupo dc no-

copuladores.
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Tabla 5. - Preferencia olfatoria en machos sin expericnela sexual, copuladores y no-
copuladores. En A, sc muestran los resullados de las pruebas en las que a los animales se les da a
clegir entre oler aserrin limpio (control), aserrin expuesto a secreciones de macho o aserrin
expuesto a secreciones vaginales de hembras en estro. En B, las pruebas de eleccion entre aserrin
limpio. ascrrin cxpucsto a scereciones de hembras en estro o de hembras en anestro. Los datos en
segundos, se expresan como la media + error estandar y fueron analizadas mediante un analisis de

varianza seguido de la prueba de Fisher. El nimero de sujetos se muestra entre paréntesis.

A

Tipo de aserrin Limpio Macho Estro
Grupo

Sin experiencia (n = 14) 10.4 £ 2 16.2+2 2773
Copulador (n = 14) . 95+2 13.8+ 1 54.6 + 10 *+
No copulador (n = 14) Tm@% +1 14812 271+ 4"
B

Tipo de aserrin Limpio Anestro Estro
Grupo

Sin experiencia 9811 | 20#3 28214°
Copuladoer 16.6 £ 4 23.2+2 51157+
No copulador 13.3+2 17513 276+3"

Dilerente de limpio y macho/anestro, dentro del mismo grupo. * p < 0.5
Diferente de macho sin experiencia sexual y no-copulador en la misma condicion. + p <
0.05.

Diferente de limpio, dentro del mismo grupo. © P < 0.05.
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Actividad neuronal del sistema de proyeccion vomeronasal.

Las regiones en las cuales [ucron cuantilicadas el numero de neuronas positivas a
Fos incluyen la capa granular del bulbo olfatorio principal y las estructuras cercbrales que
conforman al sistema de proycccion vomeronasal (Figura 5). En la figura 7, se muestran
cjemplos de cclulas positivas a Fos en el area preoptica media de machos sin experiencia
scxual, copuladores y no-copuladores.

En la capa granular del bulbo olfatorio principal no encontramos diferencias en cl
numero de ncuronas positivas a Fos (Figura 8), entre machos sin experiencia sexual,
copuladores y no-copuladores expuestos a olores de hembras en estro. Tampoco se observo
un incremento en el numero de neuronas positivas a Fos cuando los animales [ucron
expuestos a aserrin de hembras en estro en comparacion al limpio en esta regién,

En la capa mitral del bulbo olfatorio accesorio s¢ observd un incremento en la
actividad neuronal en respuesta al olor de hembras en estro en los tres grupos (K-W prucha:
v* 5 = 1827, p < 0.003). De la misma mancra en los machos copuladores fueron
cuantificadas un gran nimero de neuronas positivas a Fos en respucsta a los olores dc
hcmbras en estro en todas las estructuras que inlegran al sistema de proyeccion
vomeronasal. En los machos sin experiencia sexual se encontrd un incremento en ¢l numero
de neuronas positivas a Fos en el drea predptica media (K-W prueba: y* 5, = 16.09, p <
0.007). No fueron observados cambios en la respuesla a Fos en el grupo de machos no-

copuladores.
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Figura 7.- Fotomicrogralia representativa que muestra las eélulas inmunorcactivas a
Fos en el area predptica media de machos sin experiencia (A), copuladores (B) y no-

copuladores (C). 3v tercer ventriculo.
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Figura 8.- Namero de células inmunepositivas a Fos en: ¢l bulbo olfatorio principal (BOP)
capa granular, bulbo ollatorio accesorio (BOA) capa mitral v granular, ¢l drea preoptica media
(APM), el nicleo de la cama de la estria terminal (NCST), la amigdala (AMG) anterior y posterior
de machos sin expericncia sexual (S, n = 7). copuladores (C, n =7) y no-copuladores (NC, n = 7)
expuestos a aserrin l[impo (Limpio) o a aserrin ¢on secreciones vaginales de hembras en estro
(Estro). L.os datos se expresan como la media £ error estandar.

Diferente de limpio en el mismo grupe experimental. * p < 0.05.



e) Conclusiones

Los datos de las prucbas de motivacion sexual mostraron que los machos
copuladores prefirieron claramente a las hembras en estro, mientras que los machos no-
copuladores pasaron el mismo tiempo con ambos animales incentivos. Estas diferencias no
pueden ser atribuidas a la falta de experiencia scxual en los machos no-copuladores ya que
los machos sin cxperiencia sexual prefirieron a las hembras en estro, aunquc csta fuc
significativamente menor a la observada en los machos copuladores. Resultados similares
fucron obtenidos en las pruebas de preferencia sexual, en las cuales los machos pueden oler,
ver, oir y tener contacto fisico con las hembras receptivas o los machos sexualmente activos
(Portillo y Paredes, 2003). Lo anterior sugiere que independientemente de que los machos
no-copuladores puedan interactuar fisicamente con el animal estimulo o dicho contacto sea
impedido, no preficren a las hembras en cstro de los machos sexualmente activos. Estas
diferencias entre machos copuladores y no-copuladores no sc¢ dcben solamente a la
experiencia sexual, ya que los machos sin experiencia sexual prefiricron a las hembras en
cstro. Por lo que podemos proponer que cn los machos no-copuladores tanto los aspectos
motivacionales como los consumatorios de la conducta sexual masculina estan alterados.

Por otro lado, varios estudios han demostrado que las claves olfatorias contribuyen a
la preferencia sexual por las hembras cn estro en varias especies de mamifcros (Kelliher et
al., 1998; Mossman y Dickamer, 1996; Pctrulis et al., 1999; Sawrey y Dcwsbury, 1994,
Stern, 1970). Los machos copuladores y no-copuladores prefirieron los olores de las
hembras en estro del de las hembras en anestro o de los machos sexualimente activos. Sin
cmbargo csta preferencia fue significativamente menor en los machos no-copuladores que
en los copuladores. Los machos sin experiencia sexual prefiricron los olores de las hembras
cn cstro con respecto a los machos sexualmente activos pero no sobre ¢l de fas hembras en
anestro. Estas difcrencias en los machos sin experiencia sexual pueden deberse a que las
[cromonas dc las hembras en estro son muy difcrentes de las de los machos, por lo que es
mas [acil discriminar entre cllos. Sin embargo para diferenciar entre los olores de las

hembras en diferentes estadios hormonales las sciales olfatorias deben ser mas parecidas y



sc requiere dc una previa experiencia sexual para diferenciarlas. Los machos no-
copuladores, aunque no copularon estuvieron en contacto fisico ¢n cuatro pruebas con
hembras en estro y esle tipo dc estimulacion parece ser suficiente para que los machos
puedan discriminar cntre ¢l olor de las hemibras en estro del de las hembras en ancstro.

Sc ha propuesto que la preferencia por los olores de las hembras ¢n estro al menos
dependen dc los niveles hormonales y de ta experiencia sexual previa del sujelo
experimental. Por ¢jemplo, los machos que han sido gonadeclomizados no prefieren los
olores de las hembras en estro y los tratamientos con propionato de testostcrona
reestablecen csta preferencia (Agmo, 2003; Paredes et al., 1998). En la rata no-copuladora
la dehiciente preferencia por los olores de las hembras en estro no es debida a bajos niveles
dc testosterona, ya que los tratamicntos con allas dosis de propionato de testosterona cn
estos machos no imcrementan su prefcrencia por cste tipo de olores (Portillo vy Paredcs,
2003). La importancia de la experiencia sexual previa en la preferencia olfatoria no es clara
Carr y colaboradores {Carr ct al., 1965) demostraron que unicamente los machos con
experiencia heterosexual prefieren los olores de las hembras en estro con respecto a los de
las hembras en ancstro. Contrariamente Agmo (2003) v Le Magnen (1952) reportaron quc
los machos independicntemente dc su previa experiencia sexual preficren los olores de las
hembras cn csiro. Estas diferencias pueden deberse al método utilizado. En los
expertimentos de¢ Carr (1965) las secreciones de los animales s¢ mczclan con ¢l olor del
aserrin. Mientras que cn los dc Agmo (2003) v Le Magnen (1952) las heces, la orina o las
secreciones vaginales no son mezcladas con ningtn tipo de olor. De hecho Agmo (2003)
realizo cxperimentos en los cuales mezclo los desechos animales con otro olor (accite de
capclin) y en estas pruebas los machos sin experiencia sexual no prefirieron los olores de
las hembras cn cstro (Agmo, 2003). En nucstros experimentos los machos sin experiencia
sexual preficren los olores de las hembras en estro con respecto de los machos, pero al igual
que en los no-copuladores esta preferencia fue significativamente menor a la observada en
los copuladores. Por lo anterior proponemos que en los machos no-copuladores su
deficiente preferencia por los olores de las hembras en estro sc pucde deber a que no
copulan con hembras sexualmente receptivas y a que cste tipo de olores fueron mezclados

con el del aserrin. Por lo que en el futuro es necesario determinar si los machos no-



copuladores prefieren los olores de las hembras en estro, ¢n cxperimentos en los cuales
estos olores sea presentados sin ser mezclados con aserrin.

En las pruebas de capacidad olfatoria todos los grupos de machos tuvieron la misma
habilidad para identificar los olores relacionados a la comida, sugiriendo que la actividad
del sistema olfatorio principal es normal en los machos no-copuladores.

Los datos del numero de cclulas positivas a Fos muestran, que en los machos
copuladores incremento la actividad ncuronal dc todas las estructuras que integran al
sistema de proyeccidn vomeronasal en respuesta a la deteccion de olores de las hembras cn
estro, confirmando lo ya reportado en la literatura (Bressler y Baum, 1996; Coolen ¢t al.,
1997; Dominguez-Salazar et al., 2002; Heeb y Yahr, 1996; Kelliher et al., 1998; Kippin ¢t
al., 2003, Paredes et al., 1998a}). En los machos sin experiencia scxual se observd un
incremento en la actividad ncuronal en la capa mitral del bulbo olfatorio accesorio v en ¢l
area preoptica media en respucsta a los olores de las hembras en estro, micntras que en los
machos no-copuladores solamente se observé un aumento cn la capa mitral del bulbo
olfalorio accesorio. El hecho de que las estructuras que conforman al sistema vomeronasal
no se activen en los machos no-copuladores durante el procecsamiento neuronal de los
olores de las hembras en estro puede ser una de las causas dcl por que no prefieran a las
hembras en estro y tengan una preferencta deficiente por sus olores.

La actividad neuronal de la capa granular del bulbo olfatorio principal no
incrementd en respuesta a los olores de las hembras en estro cn ninguno de nuestros grupos,
resultados similares fueron obtenidos por Fewell y Meredith (2002) quienes demostraron
que en el hamster la exposicion a las scercciones vaginales o la copula con hembras
sexualmente receptivas no incrementa la actividad neuronal del bulbo olfatorio principal.
Estos datos apoya los resultados obtenidos previamente (Paredes et al., 1998, ) en el sentido
de quc el bulbo olfatorio principal al parecer no participa al menos directamente en la

deteceion de los olores de las hembras en estro.



5.5 Experimento 4. Niveles sanguineos de testosterona y estradiol v

actividad de la enzima aromatasa en las ratas macho no-copuladoras

a) Antecedentes

Como ya se mencioné en ¢l capitulo 2, la expresion de la conducta sexual
masculina, depende de los niveles normalcs de testosterona. Por cjemplo, cn la rata macho
la gonadectomia genera una reduccion en los niveles hormonales despucs de 24 horas de la
cirugia (Krey vy McGinnis, 1990) lo que induce una supresion gradual de la conducta sexual
masculina. Estos cfectos pueden -ser revertidos mediante el tratamiento con propionato de
testosterona (McGinnis ¢t al., 1989; Putnam et al., 2001). La gonadectomia no solo
disminuye el coito, sino también alecta otros aspectos de la conducta scxual. Dc esta
manera se ha descrito que mientras los machos gonadalmente intactos preficren a las
hembras en estro y sus olores de las hembras cn anestro o de los machos sexualmente
activos (Agmo, 2003; Bakker et al., 1996; Dominguez-Salazar et al., 2002; Ldpez et al.,
1999; LeMagnen, 1952; Parcdes ot al., 1998), si son gonadectomizados dicha preferencia
sexual declina rapidamente, pero puede ser restaurada mediante ¢l tratamiento con
propionato de testosterona (Agmo, 2003: Carr et al., 1965; Gottreich et al., 2000; Paredes ct
al., 1998). Se ha propuesto que los efectos conductuales de la testosterona son mediados por
su conversion a estradiol medianie la enzima aromatasa, ya que en los machos
gonadectomivzados el tralamiento con benzoato de estradiol restaura parcialmente la copula
(Putman ct al., 2002: Roselli et al., 2001). Ademas, la inhibicidn de la enzima aromatasa en
los machos altera ta copula ya quc cstos animales no eyaculan y tienen una menor
preferencia por las hembras cn cstro que los machos control (Brand et al., 1991; Vrecburg
et al.,, 1983). El 42% de los ratones sin el gen que codifica para la enzima aromatasa, no
copulan y no preficren a las hembras en cstro ni sus olores (Bakker et al., 2002). La
actividad de esla enzima se ha detectado en las principales areas neuronales involucradas en
el control de la conducta sexual masculina como son: el area predptica peri-ventricular, cl

area predptica media. ¢l nucleo de la cama de la estria terminal, el nicleo ventro medial del
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hipotalamo, y la amigdala corticomedial (Roselli et al., 1985). En resumen, la actividad de
la enzima aromatasa y ¢l cstradiol son factores que pueden estar controlando tanto los
aspectos motivacionalcs como los consumatorios de la conducta sexual masculina en la rata
macho.

Los machos no-copuladores ademas de no copular no prefieren a las hembras en
cstro, probablemente debido a que detectan deficientemente sus olores (Experimento 3).
Estas conduclas pueden deberse a que en estos animales sus niveles de testosterona o
estradiol estén bajos. Aunque se ha demostrado que los machos no-copuladorcs no tienen
alteraciones cn sus niveles plasmaticos de testosterona (Damassa et al., 1977; Stefanick vy
Davidson, 1985) es interesante evaluar sus niveles de estradiol. Otro aspecto de inlerés es
cvaluar si la actividad de la enzima aromatasa es normal en este tipo de ratas.

La hipdtesis fue que los machos no-copuladores no tienen alteraciones en sus
niveles sanguineos de testosterona y estradiol, ni en la actividad de la enzima aromatasa.

El objetivo fue determinar si los machos no-copuladores tienen alleraciones en sus
niveles sanguincos dc testosterona v/o estradiol y evaluar en estos animales la actividad de
la enzima aromatasa en las regiones mas importantes en el control de la conducta scxual

masculina.

b) Metodologia

Medicion de los niveles sanguineos de testosterona y estradiol.

LUn grupo de machos copuladores v no-copuladores tueron anestesiados v se les
extrajo sangre de la auricula izquicrda, la cual fue colectada individualmente en jeringas
con heparina (1:10 en salina). Posteriormente las mucstras fueron centrifugadas a 5,000
rpm durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Se recolecto el sobrenadante, el cual fue
almaccnado a —70°C hasta que la muestras fueran procesadas. Los niveles plasmaticos de
testosterona y estradiol [ueron cuantificados en el laboratorio de Psiconcuroendocrinologia
Conductual de la Universidad Autonoma Metropolitana campus Ixtapalapa, mediante una
colaboracion con el Dr. Javier Velasquez-Moctezuma y la Dra. Socorro Retana. Las

muestras fueron analizadas mediante cromatogralia liquida de alta presion (HPLC)
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utilizando una modificacion del método reportado por Woodward y Emery (1987).
Primeramente, fuc mezclado 1 ml de plasma con 100 ul dc una solucion de 19-
nortestosterona (Spg/ml en metanol) como estandar interno. Los csteroides fueron
extraidos cn 5 ml de dietiléter-diclorometano (60:40, v/v) mezclando fucrtemente (Vorlex
Mixer) ¢ inmcdiatamente despues fue centrifugado por 5 min a 5,000 rpm. Se tomo la lase
organica, la cual fuc mezclada con | ml de agua grado cromatografia liquida de alta presion
y centrifugada como se acaba de describir. La fase organica [uc cvaporada a temperatura
ambiente usando nitrogena. El residuo fue redisuelto en 100 pl de metanol:agua (60:40,
v/v). La precolumna (Symmetry C18. tamafio de particula 3.5 um, 2.1 X 10 mm adquiridas
de Waters Corporation, Millord, Massachussets) v la columna (Symmetry C18, tamario de
particula 5 pm; 2.0 X 150 mm; Waters) fueron equilibradas con una mezcla
acetonitrilozagua (65:35, v/v) con un (lujo de 0.4 ml/min. La scparacion fue realizada a una
temperatura de 40°C mediante un sistema de bombeo para gradiente (600 multi solvent
delivery system, Watcrs). Los csteroides lucron cuantificados usando un detector de luz
ultravioleta ajustado a 250 nm (486 Tunable UV/visible absorbanse detector, Waters). Los
resultados fucron analizados usando una unidad de trabajo para cromatografia (Maxima
820 chromatography data workstation, Walters).

Durante todas las mediciones fueron utilizadas una seric dc cstandares que cubren
el rango de 0-34 ng/ml (testosterona y estradiol). La regresion Iimeal entre ¢l pico maximo y
la concentracion de corticostestosterona fue calculada y usada para determinar los valorcs
desconocidos. Una tipica linea de regresidn para testosterona fue: v =- 0.774 — 0.2181X
(= 0.99893) y para estradiol y = 0.466 + 0.1923X (1’ = 0.98943). Los cacficientes de
variacion entre ensayos ¢ intra cnsayos para la testosterona fucron 2.93% y 7.12%
respectivamente. Los promedios del cocficiente de variacion intra-dia ¢ inter-dia para cl
estradiol fueron 3.20% vy 8.92%, rcspectivamente. El limite de deteccion para el estradiol y
la testosterona fue de 0.05 ng/ml, usando 1 ml d¢ muestra, a una relacion sciial:ruido de

2:1,
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Actividad de la enzima aromatasa

Este experimento fue rcalizado mediante una colaboracion con el Dr. Charles
Roselli de la Universidad de Ciencias y Salud de Oregon. Para este proyecto conté con el
apoyo cconomico del CONACyYT cn su programa de becas mixtas y de la Fundacion
Fogarty. La mctodologia mas detallada puede consultarse en el trabajo del Dr. Roselli
(1985). Brevemente los machos no-copuladores y copuladores fucron sacrificados
mediante decapitacion, ¢l cercbro de cada rata fue estraido, congelado cn hiclo scco y
almacenado a -70°C para su preservacion. Los cerebros posteriormente fueron seccionados
coronalmente a 300pum, los cortes [ucron montados en porta objetos y guardados a -70°C.
Para obtener las rebanadas de cerebro los nicleos y las regiones neuronales especificas
estas fueron aisladas mediante una diseccion bilateral usando canulas metalicas calibradas
a 500 y 1000 pm. El tejido colectado con estas canulas fue disgregado en solucion
amortiguadora de fosfatos para homogenizado (8 ml de KH,PO,, 92 ml de K;HPO,, 0.746
ers de KCl y 0.037 grs de EDTA) utilizando un sonicador. Posteriormente 100 ml de cada
homogeniiado se colocaron en (ubos que contienen solucién amortiguadora de
homogenizado y solucion amortiguadora de incubacion (0.0141 g de 5 mM Glucosa-6-
fosfato, 0.0076 grs de | mM NADPH+, 200 ul de G-6-P DH y 34-40 ul de 2 N KOH) vy el
sustrato radioactivo (androstenediona tritiada), todo sc mczceld e incubé por 60 min a 37°C
en bafio Maria. Se reservaron muestras de tcjido para determinar las concentraciones de
proteinas mediante el método de Lowry (Lowry ct al., 1951). Para terminar la reaccion de
incubacion se anadid a cada tubo 0.4 ml de acido tricloroacético el cual contuvo 20 mg de
carbono, sc mezclo cada tubo y se coloco en hielo. En ¢l momento en que terminaron todas
las incubaciones, las muestras fueron centrifugadas a 1200 grs por 5 min. Se recuperé ¢l
sobrenadante v se coloco en columnas de mtercambio 10nico, 1as cuales scpararon el agua
generada durante la rcaccion de la enzima aromatasa del sustrato contaminante.
Posteriormente cada muestra fue eluida con 2 ml de agua destilada y se recupero todo ¢l
eluyente en viales de centelleo. Las muestras fucron meczceladas con 10-12 ml de solucion
de centelleo y fueron colocadas en c¢l contador de centelleo para cuantificar la

radioactividad generada.
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Para determinar la cantidad dc proteinas cn las mucstras se utilizé el método de
LLowry (Lowry ct al., 1951). Primero se realizd una curva de concentracion utilizando una
proteina cstandarizada a diferentes concentracioncs. Se tomaron 20 pl de tejido y se les
anadio 180 ul de H,O destilada, posteriormente se les anadieron 1 ml de una solucion de
19% CuSOs, 2% Na,CiHiO, fueron merzelados e incubados por [0 min. Al terminar la
incubacion a cada muestra se le agrego 100 ml de folin (2 partes de H,O por una de folin}
se agitaron ¢ inmediatamente después se dejaron incubando por 30 min. Finalmente las

muestras fueron leidas cn un espectrofotémetro a 660X

¢) Analisis estadistico

Los datos de la cuantificacion de los niveles sanguineos de testosterona v estradiol,
asi como los de la actividad de la enzima aromatasa sc analizaron mediante una prueba t de

Student.

d) Resultados

Medicion de los niveles sanguineos de testosterona y estradiol.
No sc cncontraron diferencias significativas en los niveles sanguincos de
testosterona (t = 0.97, d.f.: 14, p = 0.35) y cstradiol (1 = -1.13, d.[: 14, p = 0.28) entre los

machos copuladores y no-copuladores (Tabla 6).



Tabla 6.- Cuantificacion de los niveles sanguineos de testosterona y estradiol en machos

copuladores v no-copuladores. Los datos sc expresan como la media + error estdndar y fueron

analizados mediante una prueba de t de Student.

Testosterona Estradiol

{ng/ml) {ng/ml)
Copuladores (n = 8) 29+£040 (0.044 + 0.007
No-copuladores (n = 8) 26x02 0.055 £0.008

Actividad de la enzima aromatasa

Los datos muestran que la actividad de la enzima aromatasa fue significativamente

menor en los machos no-copuladores con respecto a los machos copuladores en el drea

precoptica media (= 3.14, d.f: 14, p = 0.007) (Figura 9). Sin embargo, no se encontraron

diferencias en otras estructuras como son ¢l ntcleo de la cama de la cstria terminal (t =

0.03, d.f: 14, p = 0.1), ¢l hipotalamo anterior (t = 1.02, d.f: 14, p = 0.3}, el nucleo ventro

medial del hipotalamo (t = 1.76, d.f: 14, p=0.1) yla amigdala (t=-0.05 d.f: [4, p=0.1).
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Figura 9.- Actividad de la enzima aromatasa en machos copuladores y no-copuladores. Las
regiones estudiadas fueron: ¢l nucleo de la cama de la estria terminal (NCST), el area predptica
media (APM). ¢l hipotalamo anterior (HA). ¢l ntcleo ventro medial del hipotalamo (NVH) y la
amigdala (AMG). Los datos se expresan como la mediaterror estandar v fueron analizados
mediante la prueba t de Student.

Diferente de macho copulador en la misma estructura cercbral. * p = 0.007.

¢) Conclusiones

Nuestros datos concucrdan con trabajos previos (Damassa ct al., 1977; Stefanick y

Davidson, 1985) que demuestran que la ausencia de conducta sexual masculina en la rata
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macho no-copuladora no se debe a bajos niveles sanguineos de testosterona. Ademas
demostramos que tampoco se deben a bajos niveles sanguineos de estradiol.

La actividad de la enzima aromatasa disminuyd en el drea preoptica media de los
machos no-copuladores. Sin embargo, no hubo diferencias en la actividad de esta enzima
entre los machos copuladores y no-copuladores en el nucleo de la cama de la estria
terminal, ¢l hipotdlamo anterior, el hipotatamo ventre medial y la amigdala. Se ha reportado
que la actividad de la enzima aromaltasa también se encuentra disminuida en ¢l area
preoptica media de machos prenatalmente cstresados que no pueden copular cuado son
adultos (Reznikov, 2001). Estos datos apoyan la importancia de actividad de la enzima
aromatasa en el control de la conducta sexual masculina. El hecho de que la actividad de
esta enzima este disminuida en el drea predptica media apova nuestra hipotesis de quc los

machos no-copuladores tienen alguna alteracidon funcional en esta estructura.
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5.6 Experimento 5. Cuantificacion del niimero de receptores a

androgenos y estrogenos a en la rata macho no-copuladora.

a) Antecedentes

En el experimento anterior demostramos que los machos no-copuladores no tienen
alteracioncs cn los niveles sanguineos de testosterona y estradiol. Por lo que al parecer esta
no es una de las causas de su alteracion conductual. Sin embargo, desconocemos si a nivel
del sistema nervioso central las concentraciones de estas hormonas son normales. Por otro
lado, cxiste la posibilidad de que exista una reduccion en el numere de receplores a
androgenos y/o cstrogenos en las dareas mas importantes para el control de la conducta
sexual masculina y que por lo tanto los efectos de dichas hormonas no se ¢jerzan. Por
cjemplo, los ratones machos con una mutacion cn el gen para los receptor a andrdgenos
{Tfm) son completamente infértiles (Young et al., 1989}, De la misma manera, los ratoncs
macho sin ¢l gen para los receplores a estrogenos tipo @ no evaculan, solamente cntre el 0-
12.5% intrometen y del 0-40% montan a las hembras en estro (Rissman ct al., 1999).
También los aspeclos motivacionales cstdn alterados, va que los machos sin el gen para los
receptores o no preficren los olores de las hembras en estro (Wersinger y Rissman, 2000).
Esta conducta no sc debe a deficiencias en la actividad dcl sistema vomeronasal va que sc
observo un incremento en el nimero de neuronas positivas a la proteina Fos cuando los
animales fueron expuestos a olores de hembras en cstro (Wersinger y Rissman, 2000). Por
lo que se propone que aunguc los machos sin ¢l gen para los receptores a cstrogenos o
pueden detectar adecuadamente los olores de las hembras, estos no les son reforzantes ya
que estos animales investigan poco la region anogenital tanto de ratas de su mismo sexo o
diferente (Wersinger v Rissman, 2000). Todos estos datos sugicren que la actividad de fos
receptores a androgenos vy estrogenos tipo o son fundamcentales en la expresion de la
conducta sexual masculina.

Los receptores a androgenos y estrogenos estan ampliamente distribuidos en lodo el
sistema nervioso central. Sin embargo, sc ha reportado un mayor numero de células con

rcceptores a androgenos en: el drea predptica media, ¢l nicleo ventro medial del



hipotalamo, ¢l nucleo lateral del septum, ¢l ntcleo medial y cortical de la amigdala, el
nucleo de la cama de la estria terminal y ¢l bulbo olfatorio accesorio (revision en Simerly et
al., 1990). Por otra parte las células con un mayor numero de receptores a estrégenos o se
han localizado principalmente en: el area predptica media, el nicleo de la cama de la cstria
terminal, el nicleo arcuato, la amigdala medial y el nucleo ventro medial del hipotalamo
{Brown ct al., 1988; Brown et al., 1990).

La hipotesis [ue que los machos no-copuladores difieren de los machos copuladores
en el numero de receptores a androgenos y/o estrogenos tipo o en el drca predptica media.

El objetivo fue cuantificar el ndmero de receptores a androgenos y estrogenos (ipo o
en los machos copuladores y no-copuladores en las diferentes cstructuras que conforman el
sistema vomeronasal y que incluyen: ¢l bulbo olfatorio accesorio, la amigdala, ¢l niclco de

la cama de la estria terminal y el area predptica media.

b) Método

Inmunohistoquimica para detectar células positivas a receptores a androgenos

Una vez que los animales fueron sacrificados y los cerebros fueron proccsados
como ya sc menciond ¢n ¢l cxperimento 3, las rebanadas de cerebro fueron lavadas 10
veces cada 5 min con solucién amortiguadora de fosfatos al 0.1 M pH 7.4, Para cvitar
pegado Inespecifico, las muestras se incubaron con 0.5 M de glicina por 30 min,
posteriormente se lavaron y se incubaron con un bloqueador de 0.5 % H»0,, 4% suero
normal de cabra en solucion amortiguadora de fosfatos-tritén por 30 min. Posteriormente
los cortes de cerebro fueron incubados de 36 a 48 hrs a 4°C con el anticuerpo primario PG-
21 de Aftinity Bioreagents, Inc. (5 pg/mi en solucion amortiguadora de fosfatos-tritdn, 4%
suero normal de cabra). El anticuerpo PG-21 detecta al receptor a andrégenos unido v no
unido al ligando (Lu et al., 1998), es un anticuerpo policlonal de conejo que reconoce los
primeros 21 aminoacidos del receptor a andrégenos de la rata. Transcurrido ¢l ticmpo de
incubacion las muestras fueron lavadas, para posteriormente incubarlas en anticucrpo
secundario cabra anti conejo inmunoglobulina G (1:200) por 4 hrs. Después los cortes

fucron lavados e incubados en el complejo avidina-biotina, la sefal sc revelo usando nickel

88



3,3’-ditaminobenzidina. Las células positivas a receptores a androgenos [ucron aquellas que

se marcaron en color negro-gris (Figura 10).

Receptores a estrogenos o

Los cortes de cerebro fucron incubadas cn borohidrato de sodio 1% por 10 min,
para remover los aldehidos. Posteriormente las muestras se lavaron e incubaron en Hx(- cn
las siguientes concentraciones: 0.05%, 0.10% y 0.05% cn solucion amortiguadora de
fosfatos (0.1 M, pH 7.0) por 30. 60 y 30 min respectivamente. Scguidamente las muestras
fueron lavadas con solucion amortiguadora dc fosfatos (0.1 M, pH 7.0} e incubadas por |
hr en 5% suero normal de cabra, 2% albimina bovina, 0.3% triton cn solucién
amortiguadora de fosfatos. Después de la incubacidn los cortes se lavaron e incubaron cn ¢l
anticucrpo primario MC-20 de Santa Cruz por 36-48 hrs a 4" C (0.25 pg/ml en 1% suero
normal de cabra, 2% albumina bovina 0.3% triton en solucion amortiguadora de fosfatos),
pasado este periodo los cortes fucron lavados ¢ incubados en anticuerpo secundario cabra
anti concjo inmunoglobulina G (1:400), posteriormente [(ueron incubados en avidina-
biotina y la schal fue revelada utilizando nickel 3.3 -diaminobenzidina. Las células
positivas a receptores a estrogenos o al igual que en las otras inmunohistoquimicas fueron
aquellas marcadas cn negro-gris (Figura 10).

El numero de cclulas inmunorrcactivas a receptores a androgenos y cstrogenos
fueron cuantificadas de la misma forma a lo va descrito para las células inmunopositivas

para Fos.
¢) Analisis estadistico
Los datos del nimero de células positivas a receptores a andrdgenos y cstrogenos

(uvieron una distribucién normal y por lo tanto fueron analizados mediante una prueba t

Student.



d) Resultados

Cuantificacion del nimero de receptores a androgenos

Los machos no-copuladores tuvieron un mayor numero de células positivas a
receptores a androgenos quc los machos copuladores, cn la amigdala anterior (t = -2.32,
d.f.: 14, p = 0.04), posterior (L =-2.22, d.f.: 14, p = 0.04) y en el area predptica media (1 = -
238, d.fi: 14, p = 0.03). No se encontraron diferencias significativas entre fos machos
copuladores y no-copuladores en el bulbo olfatorio accesorio capa mitral (t = 0.05, d.f.: 12,
p = 0.90) y granular (t = 0.56, d.[.: 12, p = 0.58) y el niicleo de la cama de la estria terminal

(t=0.92,d.f: 14, p=0.37) (Figura 11}.

Cuantificacion del nimero de receptores a estrogenos o

Los machos no-copuladores tuvieron un mayor nimero dc células positivas a
receptores a cstrogenos o cn la amigdala anterior (t = -2.21, d.f.: 14, p = 0.04) y posterior (t
= -2.89, d.f.: 14, p = 0.01) que los machos copuladores y un menor nimero en el arca
preoptica media (t = 3.89, d.f.: 14, p = 0.002). No se observaron diferencia significativas
entre los machos copuladores vy no copuladores en el bulbo olfatorio accesorio capa mitral (1
= 0.18,d.[.: 12, p = 0.85) n1 cn nucleco de la cama de la estria terminal (t=-1.3, d.[.; 14, p ==

0.21) (Figura 12).
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Figura 10.- Fotomicrografias representativas de células positivas a receptores a
andrégenos (parte superior) y receptores a estrogenos (parte inferior) en el drea predptica
media de machos copuladores y no-copuladores. Aco, comisura anterior; och, quiasma

6ptico y 3v tercer ventriculo.
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Figura 11.- Ndamero de células inmunopositivas a receplores a androgenos (RA) en: A)
bulbo olfatorio accesorio capa mitral y granular, B) amigdala anterior y posterior y C) nlicleo de la
cama de la estria terminal (NCST) y area predptica media (APM). En machos copuladores (n = 8) y
no copuladores (n = 8). Los datos sc¢ expresan como la mediaterror estandar (EE) y [ueron

analizados mediante una prueba t de Student.

Diferente de macho copulador en la misma region neuronal. * p < 0.03.
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[Migura 12.- Cuantificacion del niimero de receptores a estrogenos o (REa) en: A)
bulbo olfatorio accesorio capa mitral, b) amigdala anterior y posterior v ¢) nucleo de la
cama de la estria termimal (NCST) y drea predptica media (APM) de machos copuladores
(n = 8) y no-copuladores (n = &). Los datos se expresan como la media +error estandar (EL)

y fueron analizados mediante una prueba t de Student.

Diferente de macho copulador en [a misma region neuronal. * p < 0.05.
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¢) Conclusiones

Nuestros datos muestran que los machos no-copuladores tienen un mayor numecro de
rceeptores a androgenos en el arca préoptica media y en la amigdala anterior y posterior. No
se encontraron difcrencias en el nucleo de la cama de la estria terminal. el bulbo olfatorto
accesorio capa mitral y granular. El hecho de que los receptores a androgenos estén sobre
expresados cn los machos no-copuladores, suguiere quc cn cstas cstructuras los niveles de
testosterona y cstradiol cstén elevados va que ambas hormonas rcgulan positivamente al
receptor de androgenos (Lu ct al., 1999; Roselly v Fasasi, 1992). Otra posibilidad es quc la
capacidad del receptor para unir a su ligando sea reducida v que por lo tanto se requiera de
un mayor numero de receptores.

En cuanto a los rccepteres a estrogenos tipo o encontramos que los machos no-
copuladores tienen un mayor nimero de receptores en la amigdala anterior y posterior que
los machos copuladores. En el area preoptica media el nimcro de células positivas a
receplores @ estrogenos tipo o es menor en los machos no-copuladores que cn los
copuladores. Los receplores a estrogenos son regulados negativamente por la testosterona y
cl estradiol (Poulin et al., 1989: Simerly y Young, 1991), los receptores a estrogenos Upo o
probablementc estan sobre-expresados en la amigdala porque los niveles de andrégenos y
cstrogenos estén bajos en esta estructura.

Varios grupos de investigacion han descrito en la rata, cuales son las estructuras
neuronales donde se localizan los receptores a estrdégenos tipo «. Estos trabajos demuestran
que no existen receptores a estrogenos tipo « ¢n el bulbo olfatorio accesorio de animalcs
neonatales (Zhong et al., 2001) o adultos (Shughrue et al., 1997) de ambos sexos. Sin
embargo, ¢n nucstro laboratorio encontramos que este tipo de receptores si cstan presentes
en ¢l bulbo olfatorio accesorio pero Gnicamente en la capa mitral. Para validar estos
resultados realizamos los siguientes controles: cortes en los cuales verificamos si la sefial se
debe a una union inespecifica del anticuerpo primario, para fo cual las muestras se corricron
de la mancra habitual solamente que no sc afiadié el anticuerpo primario (MC-20, Santa
Cruz Biotecnology). También se incluyeron corles que fueron incubados previamente con el

péptido de bloqueo para ¢l anticuerpo primario (MC-20p, Santa Cruz Biotcenology).



Nuestros resultados mostraron que los cortes de bulbo olfatorio accesorio en los cuales no
sc anadio ¢l anticuerpo primario no se observaron células positivas, lo que sugiere que la
seflal no se debe a una union inespecifica del anticuerpo primario. En los cortes seriados de
bulbo olfatorio accesorio en los cuales se les agregod el péptido de bloqueo se observd una
disminucion dc la schal, esta respuesta fue similar a la observada cn otras regiones como ¢l
arca predplica media (datos no mostrados). Nuestros experimentos difieren ¢n varios
aspectos de los reportados en la literatura. Uno de los primeros anlicuerpos disciados para
rcconocer alb receptor a estroégenos tpo «, fuc el anticuerpo H222 cl cual solamente
reconoce al receptor cuande no se¢ encuentra unido al ligando (Clancy y Michael, 1994;
Cintra ct al., 1980), por lo tanto en los experimentos en los cualcs sc ¢valuo la distribucion
de este receplor los sujetos fueron gonadectomizados o (ratados con inhibidores dc la
aromatasa (fadrazolc) para disminuir al maximo los niveles de estradiol (Clancy y Michacl,
1994). En nuestros experimentos utilizamos ¢l anticucrpo MC-20 de Santa Cruz
Biotcenology, el cual rcconoce al receptor unido al ligando, lo que permite usarlo en
animales gonadalmente intaclos y de esla manera no incluir mas variables como son la
gonadcctomia, la cual dismiuyce cl numcro de receptores a estrogenos. En los trabajos en
los cuales se detecta al acido ribonucleico mensajero, con la finalidad dc poder comparar
sus resullados con los experimentos en los que se utilizan immunohistoquimicas.
gonadectomizan a los animales. Utilizando este método, no sc detecto al acido ribonuclcico
para los rcceptores a cstrogenos tipo @ cn el bulbo olfatorio accesorio (Shughrue et al.,
1997; Zhong ct al., 2001). Nosotros proponecmos que estas discrepancias pueden deberse a
guc ¢n ¢l bulbo olfatorio accesoro la gonadectomia elimina por complcto a los receptores a
cstrogenos ¢, pero que en otras areas como cl arca predptica media o la amigdala en las

cuales la gonadectomia solamente los disminuye.
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Capitulo 6. Discusion y conclusiones generales

En la rata para quc la conducta sexual se lleve a cabo es necesario que los machos
busquen una pareja sexual. Para identificar a las hembras en estro, los animales utilizan
difcrentes sentidos como son la audicidn, el olfato y la vista. Una vez que las han
identificado es necesario que esten suficieniemente motivados para acercarse a cllas, que
coordinen adecuadamente sus movimientos para perseguirlas ¢ inicien las conductlas
prccopulatorias. St estas conductas son adecuadas vy por lo tanto ambos sujelos se excitan
sexualmente, sc inicia la copula. En csla fase ¢l macho requiere coordinar adecuadamentc
sus movimientos para copular, tener una sensibilidad adccuada del pene, para tener
erecciones v cyacular. Para quc los machos pucdan llevar a cabo todas estas conductas sc
requierc de una complceja interrelacion entre lactores fisiologicas, hormonales, neuronales y
motivacionales.

Aunque la mayoria dc los machos en todas la especies de mamileros copulan cuando
las condiciones son adecuadas, s¢ ha demostrado la existencia de animales aparcniemente
normales los cuales no copulan atn después de ser cstimulados en repetidas ocasioncs con
hembras ecn cstro. Estos machos han sido denominados “no-copuladores”. Este tipo de
animales se han detectado en varias especies de mamileros como son: la cabra, el congjillo
dec indias, ¢l gerbo, ¢l hamster, la rata y ¢l ratdén (Alexander et al., 1999; Andcrson, 19306;
Beach, 1942; Clark et al., 1992; Harding y Feder, 1976; Perkins ct al., 1992). Estos machos
representan un excelente modelo natural para determinar cuales son los factores mas
importantes involucrados en el control de la conducta sexual masculina.

Con basc cn Ta cvidencia oblenida en nuestro laboratorio proponemos que cn la rata,
los machos no-copuladores tiene una alteracion funcional a nivel del area predptica media
(Paredes el al., 1990, Portillo y Paredes, 2003 y 2004). Sin embargo, como ¢ste tipo de ratas
han sido poco estudiadas [ue neccsario primeramente realizar una caracterizacion
conductual que nos permitiera descartar la participacion de otros factores que pudicran estar
influvendo en esté délicit conductual. De esta manera cn ¢l experimento |, demostramos
que los machos no-copuladores cuando son colocados en el Smart Rod (prueba considerada

como una forma de evaluar la habilidad para caminar y coordinar los movimientos finos



Whishaw et al., 2003) coordinan adecuadamente los movimientos de sus cuatro miembros
para no cacr del aparato. Lo que sugierc que los machos no-copuladores no tienen
alleraciones en la coordinacion motora fina de sus movimientos que les impida perscguir v
copular con las hembras cn estro. Otro aspecto que evaluamos fue si los machos no-
copuladores no copulan debido a alteraciones en su sistema general de reforzamiento y que
por lo tanto las conductas reforzantes como la copula no las gjecuten debido a que no fes

son placenteras. Para evaluar lo anterior realizamos pruebas de preferencia de lugar

condictonada en la cual cvaluamos si los macho no-copuladores son capaces de asociar un .

estado afectivo positivo (placentero) con un ambiente determinado. Para inducir cste cstado
a los animales se les administrd morfina (Agmo y Berenfgeld, 1990). En cstos experimentos
cncontramos que en los machos no-copuladores la administracion de morfina induce
estados afectivos positivos dc suficiente intensidad para poder ser asociados con las
caracleristicas ambientales de la caja. Por lo tanto, proponcmos que en los machos no-
copuladores una alteracion en su sistema gencral de reforzamiento mediado por los pépticos
optoides, no cs la cusa de su alteracién conductual. Sin embargo, aunque se ha demostrado
que las dosis de morfina utilizadas en este experimento, no inducen adiccion por la droga ni
alteraciones motoras desconocemos st corresponden a los niveles fisioldgicos de los
péptidos opioides liberados durante la ejecucion de las conductas reforzantes como es la
copula. Finalmente es importante cvaluar en futuros experimentos si los machos no-
copuladores tienen concentraciones normales de péptidos opioides o de sus receptores.

En el experimento 2, demostramos quc los machos no-copuladores no estan
conductualmente feminizados ya que al igual que los copuladores cuando son montados por
otros machos, su coeficiente e intensidad de lordosis ¢s muy bajo. Los tratamicntos
hormonales con benzoalo de estradiol o benzoato de estradiol mas progeslerona
incrementan la respuesta de lordosis a la misma proporcion ¢n ambos grupos de machos.

En mi provecto de maestria demostramos que mientras los machos copuladores
tienen una preferencia sexual por las hembras en estro quc por los machos scxualmente
activos en pruebas cn las que huclen, oyen, ven e interactuar tisicamente con los animales
cstimulos los machos no-copuladores no prefieren a ninguno de los dos sexos (Portillo y

Parcdes, 2003). En cste trabajo (experimento 3) evaluamos si estas diferencias entre los dos
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grupos de machos solamente se deben a la ejecucion de la conducta sexual o a quc las
hembras no scan atractivas a los machos no-copuladores. Para responder lo antcrior
utilizamos una prucha de motivacion sexual, en la cual los animales experimentales pueden
oir, oler, ver pero no tener contacto fisico con las hcmbras ¢n estro o con los machos
sexualmente activos (Agmo, 2003). En estos experimentos encontramos que micntras los
machos copuladores preficren a las hembras en estro, los no-cepuladores no prefirieron a
ninguno de los sujctos estimulo. Por lo que proponemos que los machos no-copuladores
independicntemente de que puedan copular o no con los animalces cstimulos, no prefieren a
las hembras en estro. En la rata el olfato es el sentido mas importante para reconocer a los
cocspecilicos (Carr el al., 1962;Gottreichet at al., 2000; Gregory ct al., 1975; LecMagnen,
1952). En pruebas en las que escondimos un trozo de manzana, encontramos que los
machos no-copuladores no tienen alteraciones para detectar olores rclacionados a la
comida. Aunque desconocemos si estas ratas son capaces de discriminar entre diferentes
tipos ¢ concentracionces de olores. En las pruebas de preferencia olfatoria en las quc a los
machos sc les permitié oler recipientes que contenian aserrin expuesto a secrcciones de
hembras en estro, en anestro, de machos o limpio encontramos que los nmachos no-
copuladores al igual que los copuladores preficren ¢l aserrin expuesto a scercciones de
hembras en cstro, aunque csta [uc significativamente menor en los no-copuladores. Estos
resultados pucden deberse a que los machos no-copuladores tengan una menor capacidad
para discriminar entre los olores de sus coespecificos o que los olores de las hembras cn
estro no les scan reforzantes o atrayentes. Baum y Keverne (2002) disciiaron una estrategia
para cvaluar la capacidad discriminativa dec ratones utilizando orina a diferentes
concentraciones, empleando este método, podriamos determinar si los macho no-
copuladores tienen la misma capacidad que los copuladores para discriminar olores
sexualmente relevantes. Para determinar si el olor de las hembras en esiro es relorzantes ¢n
los machos no-copuladores sc pucde cvaluar si este estimulo es capaz de inducir un estado
afectivo positivo de suficiente intensidad como para poder ser asociado a las caracteristicas
ambientales de la caja de preferencia de lugar condicionada.

Varios grupos de investigacion han reportado que las estructuras que itegran al

ststema vomeronasal incrementan su actividad ncuronal cuando los machos copulan o son
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estimulados con olores de hembras en estro (ver introduccion del experimento 3). En los
experimentos en los que cuantificamos la actividad ncuronal del sistema vomeronasal en
respuesta a los olores de las hembras en cstro encontramos que mientras en los machos
copuladores aumenta la actividad neuronal de todas las estructuras que conforman al
sistcma vomeronasal, cn los machos no-copuladores solamente observamos un incremento
en la capa mitral del bulbo olfatorio accesorio. Estos datos sugieren que en los machos no-
copuladores el procesamiento neuronal dc los olores de las hembras en estro aunque cs
normal a nivel del bulbo olfatorio accesorio ¢s deficiente en la amigdala y el nicleo de la
cama dc¢ la estria terminal. Lo cual puede generar que no llegue la informacion de la
deleccion de olores sexualmente relevantes al arca predptica media y que por lo tanto esta
estruculura tampoco se active o que aunquc la amigdala y el nucleo de la cama de la estria
terminal manden la informacion de la deteccion de olores sexualmente relevantes al area
preoptica media esta estrucutura no responda a la estimulacion. El hecho de que las
estructuras que conforman al sistema vomeronasal no se activen ¢n los machos no-
copuladores, puede ser una de las causas del porquc estos animales no preficren a las
hembras en estro ni sus olores y por lo tanto no inicien la copula.

Como ya se menciono en el capitulo 2 (pag. ) la cjecucion de la conducta sexual, la
preferencia sexual y olfatoria asi como la activacion dcl sistema vomeronasal dependen de
mveles circulantes normales de testosterona o cstradiol. En el experimento 4 demostramos
que los machos no-copuladores no tienen alteraciones c¢n sus niveles plasmaticos de
testosterona y estradiol. Sin embargo. desconocemos si a nivel del sistema nervioso central
las concentraciones de estas hormonas o el niimero de sus receptorcs son normales. Ademas
en fuluros experimentos es importante evaluar si otras hormonas importantcs en el control
de la conducta sexual masculina como: la hormona liberadora de gonadotropinas, la
progesterona, la prolactina entre otras son normalcs en los machos no-copuladores.

En cuanto a cl numero dec receptores a andrégenos (experimento 5) encontramos quc
los machos no-copuladores tienen un mayor nimero de receptores en la amigdala y cn el
area predplica media respecto de los copuladores. En la cuantificacion dc los receplores a
eslrogenos tipo o, demostramos que cxiste un mayor numero de receptores a esta hormona

cn la amigdala posterior de los machos no-copuladores que en los copuladores. Existen muy
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pocos trabajos cn los que sc han cuantificado el nimero de reccptores a estrogenos ¢n los
machos no- copuladores. Clark y colaboradores (1985) demostraron que los machos con
baja actividad sexual (machos que no montaron, intromitieron ni cyacularon con hembras
sexualmente receptivas en dos pruebas de conducta sexual masculina de 15 min cada una
*dud”) tienen disminuidos sus niveles de receplores a estrogenos cn cl arca predptica media
en comparacion de los machos que copulan normalmente. En los carneros los machos
sexualmente deficientes también ticnen un nimero menor de receptores a cstrogenos en el
arca prcoptica media y un mayor nimero ¢n la adenohipofisis en comparacion con los
machos copuladores cuando son cxpucstos a las borregas en estro (Alexander ct al., 1993).
Sin embargo, en eslos trabajos no distinguen si1 los receptores que cuantilicaron son del tipo
o, b o ambos. Lo cual podria explicar las difcrencias entre nuestros trabajos.

Finalmente cuantificamos la actividad de la enzima aromatasa (experimento 4) en
los machos no-copuladores y copuladores en estos trabajos encontramos que los machos
no-copuladores ticnen una mener actividad de csta enzima en el area predptica media pero
no cn otras estructuras como el nucleo de la cama de la estria terminal, el hipotalamo
anterior, el nicleo ventro medial del hipotilamo y la amigdala. En los machos no-
copuladores no sc activa cl sistema vomceronsal en respuesia a la deteccion de olores de
hembras en cstro. Sugiricndo que las deficiencias neuronales de las ratas no-copuladoras
ademds del arca preoptica media puede estar en otras estructuras como son la amigala y cl
nicleo de la cama de la estria terminal. Finalmente cl hecho de que la actividad de la
enzima aromaltasa de los machos no-copuladores sc encuentre disminuida solamente cn ¢l
area preoptica apoya nuestra hipotesis.

Los datos de estos cxperimentos apoyan la hipotesis de que los machos ho-
copuladores tienen una alteracion funcional a nivel del drea preoptica media. Los machos
fesionados en csta estructura y los no-copuladores no ticnen alteraciones en la coordinacion
motora [ina de sus movimientos gue les impidan acercarse y copular con las hembras cn
cstro (Hurtazo y Paredes, 2002). Las lesioncs en el area preoptica media, no alteran cl
sistema general de reforzamiento mediado por los péptidos opioides va que los machos
lesionados cn csta cstructura asi como en los no-copuladores es posible inducir cstados

afectivos positivos mediante la administracion de morfina (Hurtazo et al., 2000). Aunque el
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sistema general de reforzamiento no cstd alterado en ningun grupo de machos su
preferencia por las hembras cn estro si lo esta. Tanto en pruebas de preferencia como de
motivacion sexual, los machos no-copuladores y los Iesionados en el area predptica media
no muestran preferencia por las hembras cn cstro (Hurtazo y Paredes, 2000). Estas
diferencias probablemente se deben a que ambos grupos dc machos aungue prefieren los
olores de las hembras cn estro sobre los de las hembras en anestro o de los machos
sexualmente activos, esta preferencia es menor a la obscrvada en los machos copuladores
(Hurtazo ct al., 2000; Paredes ct al., 1998, Portillo v Paredes, 2003).

Como ya se menciono. los machos no-copuladores se han reportado cn varias
cspecies de mamiferos. En la rata, nuestros datos sugicren que este tipo de anymalcs tienen
una alteracion funcional a nivel del arca preoptica media. Sin embargo, la pregunta a
contestar es cuales factores pucden contribuir a cstablecer esta alteracion. A continuacion
describiré brevemente algunas evidencias sobre diferentes lincas de investigacion que
pueden subyacer a los machos no-copuladores. Es interesante mencionar que varias de estos
cstudios involucran factores que pueden influir en el desarrollo normal de los machos como
son cl cstrés prenatal, ¢l entrecruzamiento, el ambiente hormonal influido por ¢l sexo de los

hermanos y la jerarquia social.

D Estrés prenatal

El estrés de las madres durante la gestacion influye en la diferenciacién sexual del
cerebro cn las ratas macho gestantes, (Anderson ct al., 1986, Ward, 1984) y puede
contribuir al desarrolle de machos no-copuladores. Los cambios inducidos por cl estrés al
parecer se deben a altcraciones hormonales en la madre prefiada y/o en el feto. Algunos de
cslos cambios son alteraciones en los niveles plasmaticos de testosterona (Coullu, 1984),
incrementos en los niveles de corticotestosterona (Retana-Mirquez et al., 1998; Ward y
Weisz, 1984) y androstenediona (Wilke ct al., 1982). Ademas el estrés prenatal reduce la
actividad de la enzima aromatasa ¢ incrementa la de la enzima 5-« reductasa, en el arca

preoptica media de los machos prenatalmente estresados (Reznikov et al., 2001).
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Algunos efectos conductuales de este tipo de estrés incluyen alteraciones en la
conducta sexual (Anderson el al., 1986; Retana-Marquez et al., 2003; Rhees ct al., 1999;
Ward, 1984) y cambios en las conductas motivacionales, como son las relacionadas a la
ansiedad (Ader y Conklin, 1963). A nivel ncuronal cl estrés prenatal genera una
disminucion en el volumen del nicleo sexualmente dimorfico del area predptica media
{(Fleming et al., 1992; Kerchner y Ward, 1992; Rhees et al., 1999). Ademas, se¢ ha reportado
que en los machos adultos prenatalmente estresados, no sc observan incrementos en la
actividad neuronal (cuantificado mediante la detcecion de genes de respucsta temprana
como c-fos) en cl area preoptica media en respuesta a la exposicion a hembras en estro
(Humm et al., 1995).

Muchas de las caracteristicas que presentan los machos prenatalmente cstresados
también se han observado en los machos no-copuladores de las diferentes especies de
mamiferos. A continuacion describiré brevemente las caractcristicas comunes entrc los

machos prenatalmente estresados y los no-copuladores.

a) Disminucion de la conducta sexual masculina,

El cstres es un [actor que mcrementa la proporcidn de machos no-copuladores.
Rhees y colaboradores (1999), demostraron que mientras el 24% de los machos gestados
por las hembras control no copulan cuando llegan a la edad adulta, el 60% dc los machos
gestados en madres estresadas (estrés restriccion luz-calor) son no-copuladores. Sugiriendo
que el estrés prenatal es un factor que favorece el nacimiento dc machos no-copuladores.
Sin embargo. es Interesante mencionar quc el porcentaje dc machos no-copuladores
gestados por madres no estresadas es mas alto en otros estudios que lo que hemos
obscrvado. Por ejemplo, Stefenick y Davidson (1987) y Damassa y colaboradores (1977)
reportaron que aproximadamente del 13-16% de la poblacién son machos no-copuladores.
Mientras que en nuestro laboratoric hemos encontrado que el porcentaje de este tipo de
machos varia entre el 1-2%. Estas discrepancias pueden deberse a diferencias en la cepa v el
criterio para scleccionar a los machos no-copuladores. Nosotros consideramos a un macho

no-copulador a aquclla rata (ccpa Wistar) que no monta, intromite nt eyacula en 4 prucbas
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de 30 min con hembras en estro. ademas las hembras se rcemplazan cada 10 min para
cxcitar a los machos. El criterio de Rhees (1999) uc aqucllas ratas (Sprague-Dawley) que
no montaran, intromitieran o cyacularan en 2 pruebas de 30 min cambiando a la hembras cn
estro cada 135 min. Steflanick y Davidson consideran que los machos no-copuladores (Long
Evans) son sujetos que no montaron, ni intromitieron en § pruebas de 15 min. Finalmente
los machos no-coputadores de Damassa y colaboradores fucron animales (Long Evans) que
no eyaculan en sictc prucbas de 15 min, sin embargo podrian haber montado o intrometido.
Por lo que la baja proporcion de machos no-copuladores que obtenemos en ¢l laboratorio
pucde deberse a la cepa que utilizamos y a las diferencia en cl criterio utilizado para

scleccionar a cste tipo de animales.

b) Decrementos cn los niveles plasmaticos de lestosterona

Los machos prenatalmente estresados se caraclerizan por tener bajos niveles de
testosterona (Coullu, 1984). Este déficit también se ha observado en los gerbos no-
copuladores (Clark y Galef, 1992), ya que en estos animales sus nivcles sanguineos dc
testostcrona (0.77 + 0.12 ng/ml) cstan a la mitad de lo obtenido en los gerbos copuladores
(1.52 £ 0.13 ng/ml). Sin embargo, cn las ofras especies de mamiferos en las que se ha
descrito la existencia de machos no-copuladores no se han reportado alteraciones en los
niveles plasmaticos de {estosterona (Alexander y col., 1999; Damassa y col., 1977). Por
ejemplo, en el macho cabrio se demostro que los niveles de testosterona y de la hormona
lutcinizante no varian entre los machos copuladores, orientados a machos (ammales que no
montan a las hembras cn estro v en pruchas de preferencia sexual montan a otros machos) vy
sexualmente deficientes (carneros que no montan o tienen latencias largas, mas de 15 min,
para investigar a la hembra) (Alexander el al., 1999). En los congjillo de indias que no
copulan tampoco sc han reportado altcraciones en sus niveles de testosterona (Harding y
Feder, 1976). Finalmente, cn la rata se rcportd que los machos no-copuladores no tienen
alteraciones cn sus niveles de testosterona (Damassa et al., 1977} e incluso los traltamicntos
con altas dosis de esta hormona no inducen Ja conducta sexual masculina en todos los

machos no-copuladores (Portillo v Paredes, 2003; Whalen ct al.. 1961). Ademas
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demostramos que las ratas no-copuladoras tampoco tienen alteraciones en sus niveles de

estradiol.

c) Disminucién del volumen de los niicleos sexualmente dimérficos

El volumen del nucleo sexualmente dimdrfico del drea predptica media, ¢s mayor en
los machos que en las hembras, pero en los machos prenatalmente estresados es de lamano
similar al de las hembras control. Se ha propuesto que existc una corrclacion entre ¢l
volumen de cste nicleo y la cjecucion de la conducta scxual del animal. Rhees y
colaboradores (1999) reportaron que en las ratas macho no-copuladoras el volumen del
nicleo sexualmente dimorfico del drea predptica media fue menor que el de los machos
copuladores. Resultados similares fucron observados cn el hipotalamo ventro medial (area
de mayor volumen en las hembras que en los machos), el volumen de cste nicleo fuc mayor
en los machos no-copuladores que en los copuladores (Rhecs et al., 1999). En el carnero
tambien se ha descrito que los machos sexualmente deficientes tienen menor densidad y
tamano neuronal cn estructuras como son: el drea preoptica media y la amigdala cn

comparacion con los machos sexualmente expertos (Alexander et al., 2001).

¢) Incrementos en la actividad neuronal medida por la expresion de Fos cn respuesta

a las hembras en cstro.

En los machos prenatalmente estresados y con deficiencias en la cjecucion de la
conducta sexual masculina no sc han observado incrementos en la actividad ncuronal del
arca preoptica media en respuesta a las hembras cn estro (Humm ct al., 1995). En el
presente trabajo, los machos no-copuladores expucstos a olores de hembras en cstro no
muestran incrementos en la actividad ncurenal del drca predptica media ni en el resto de las
estructuras  que  conforman al sistema vomeronasal. En el carnero Alcxander vy
colaboradores (2001) demostraron que en los machos copuladores, los orientados a machos
y en los sexualmente deficientes sc incrementa la actividad neuronal del drca predptica

media y del nucleo de la cama dc la estria terminal cuando son cxpuestos a hembras en



cstro. No se observaron incrementos cn la actividad ncuronal en la amigdala media y cl
hipotalamo ventro medial en ninguno de los grupos. Estos resultados son contradictorios a
los obtenidos en las ratas no-copuladoras, sin embargo estas discrepancias pueden deberse a
diferencias entre las especies v a que nuestros animales son expuestos a aserrin impregnado
por secrecioncs vaginales de las hembras en estro por 90 min, después de este periodo los
machos son sacrificados, mientras que en los experimentos de Alexander v colaboradores
(2001) los animales son expuestos a claves auditivas, olfatorias y visuales dc los animales
cstimulos y son sacrificados a las 4 horas. Este lapso es muy grande y puede [avorccer que
los machos se habittien a estos estimulos o que el tlempo entre el estimulo y la actividad

neuronal para procesarlo haya [linalizado.

d) Actividad de [a cnzima aromatasa

En los machos prenatalmente estresados la actividad de la enzima aromatasa
disminuye en el area predptica media, pero no en ¢l hipotalamo medio basal (Reznikov,
2001). En los carneros Resko (1990) demostro que en los machos orientados a machos la
actividad de la enzima aromatasa en esta estructura (ue menor que en los copuladores.
Desafortunadamente no incluyeron en estos estudios a los animales sexualmente
deficientes. En la rata macho no-copuladora demostramos que la actividad de esta enzima
esta disminuida en cl arca preoptica media, pero no en otras regioncs como: el nicleo de la
cama dc la estria terminal, el hipotalamo anterior, el nicleo ventro medial del hipotatamo vy
la amigdala.

El estrés prenatal puede ser uno de los factores que induzcan ¢l nacimiento de
machos no-copuladores, ya que ambos grupos de animales aunque no sc¢ comportan de
manera idéntica presentan muchas caracteristicas en comun. Alexander y colaboradores
(1999) sugieren que los carncros scxualmente deficientes podrian ser machos gestados por
borregas cstresadas. Las borregas gestantes al vivir en campo abicrto pueden estar
sometidas a estrés provocado por la temperatura, escasez de comida o por los depredadores
y este tipo de condiciones puede resultar en machos sexualmente deficientes. Nuestras ratas

aunque se encuentran en condiciones estables del bioterio, no podemos descartar que cstcn
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expuecstas algun tipo de estrés ¢l cual puede ser generado por la manipulacion de los
animalcs cuando sc les cambian sus cajas, variabilidad para suministrarles agua y comida,
ruidos ambientales cte., ademas pueden existir hembras gestanles que sean mas susceptibles

a cambios ambientales ligeros, que les sean estresantes.

2) Entrecruzamiento

La importancia del entrecruzamiento (inbreeding) sobre la expresion de la conducta
sexual masculina fue inicialmente cstudiada por Craig (1952,1954). Su experimento
consistié en mantener en su laboratorio a 26 machos y 79 hembras de una cepa comercial de
ratas. El entrecruzo a estas ralas y a sus descendientes hasta la genceracion 20 y reporto la
existencia de machos quc después de cohabitar con hembras no eran capaces de prenarlas.
Estos animales fucron denominados “no-prefiadores”. Dyrante el experimento describio que
la proporcion de machos no-prefiadores (y probablemente algunos no-copuladores)
incremento al doble (aproximadamente el 80%) en la generacion nimero 26 con respecto a

la proporcion de machos no prefiadores obscrvados en la colonia nicial.

3)Ambiente hormonal influido por ef sexo de los hermanos

En los mamiferos quc sc gestan en camadas los felos pucden estar expuestos a
diferentes ambientes hormonales generados por sus hermanos, este factor puede imlluir en
su desarrollo v alterar su actividad sexual cuado los animales llcgan a la edad adulta
(Revision en Ryan y Vandenbergh, 2002). En el ratdn y el gerbo, las hembras gestadas entre
dos machos tienen mayores niveles de testostcrona en su fluido amnidtico y en la sangre
que las gestadas entre dos hembras (Clark et al.. 1992; vom Saal, 1990). Las hembras
gestadas cntre dos machos, cuando son adultas muestran un menor coeliciente de lordosis
que las hembras gestadas entre dos hembras (Ryan y Vandenbergh, 2002). En cuanto a la
expresion de conducta sexual masculina, las hembras gestadas entre dos machos montan un

mayor numero de veces a otras hembras quc las gestadas entre dos hermanas y los
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tratamientos con testosterona inducen esterilidad y anoovulacion mas rapido en estas
hembras que las control.

Los cfectos de la posicion intrauterina en los machos han sido ampliamente
estudiada. En ¢l gerbos se ha demostrado que los machos adultos geslados cntre dos
hembras tienen bajos niveles de lestosterona (menos de 0.35 ng/ml) con respecto a los
gestados entre dos machos (mas de 3.72 ng/ml) (Clark y Galef, 1992). Los machos gestados
entre dos hembras ademas dc tener bajos niveles sanguineos de testosterona no copulan
adecuadamente. Aproximadamente ¢l 22% de los machos gestados cntre dos hembras
husmcan los genitales de las hembras scxualmente receptivas, pero no las persiguen,
montan, intrometen ni cyaculan con ellas. Mas adn, si estos machos no-copuladores
cohabitan con hembras por varias semanas eslas no son prefiadas. Los machos gestados
entre dos hermanos son mas atractivos scxualmente para las hembras, prefnan mas animales
y ticnen un mayor nimero de descendientes por camada que los machos gestados entre una
hembra y un macho (Clark y Galel, 1992). Estas obscrvaciones demucstran que cn ¢l gerbo
la posicién intrauterina es un factor importante para determinar sus niveles sanguineos dc
lestosterona v la actividad sexual del animal cuando alcanza la edad adulia.

En la rata no se ha demostrado que la posicion mtrauterina modifique la conducta
sexual o los niveles hormonales de los machos a la edad adulta (Hernandez-Tristan ct al.,
1999: Zamenhol y Marthens 1989). Por lo que en csta especie, la causa de la ausencia dec
conducta sexual en los machos no-copuladores no sc ha relacionada con la posicion
intrauterina del animal. Resultados similares s¢ han observado en el carncro. Por cjemplo.
en un experimento cn ¢l cual se obtuvicron 6 machos orientados a machos, dos fueron hijos
unicos, dos gemelos dicigdticos y los restantes de trios, por lo que no se ha encontrado una
relacion obvia entre el niimero vy el sexo de la camada con la orientacion sexual del macho a
la cdad adulta en ¢l carnero (Resko ct al., 1996). Esto sugierc que la causas del deficit
conductual en los machos no-copuladores depende de la especie estudiada, ya que en el
gerbo la posicion intrauterina es un factor fundamental mientras que en el carnero y la rata

parece no serlo.
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4) Jerarquia social

En el mono, se ha propuesto que los machos con jerarquia social baja ticnen un
acceso restrimgido a la comida y a las hembras receptivas v que por lo tanto los machos
subordinados no desplicgan conductas reproductivas como lo hacen los animales
dominantcs y sus niveles plasmaticos dc hormona luteinizante y testosterona son nienorcs
que los dc los machos dominantes (Keverne, 1979). Sin embargo, este [actor no parcce ser
determinante en ¢l déficit conductual de los machos no-copuladores. En los carneros, los
machos sexualmente deficientes son igual de agresivos que los machos copuladores cuando
tienen una acceso limitado a la comida (Erhard ct al., 1998). La rata no es una especie cn la
que se establezcan claras jerarquias sociales. Ademas, durante las pruebas de conducta
scxual masculina cada macho es colocado individualmente con una hembra en estro, sin la
presencia dc otros machos con los que pueda competir v aun en estas condiciones no
copulan. Por lo que proponemos que el déficit conductual en las ratas macho no-

copuladoras no se debce a la jerarquia social del animal.

5.- Neurotransnusores v conducta sexual masculina

a) Dopamina

En los machos prenatalmente estresados, los sujctos que no copulan no liberan
dopamina en el naclco acumbens en respuesta a la exposicién a hembras en cstro, los
machos control y los estresados prenatalmente que son capaces de copular incrementan sus
niveles de dopamina cuando son estimulados por una hembra en cstro colocada detras de
una malla y esta Tibcracién incrementa si se permite quc copulen (Wang et al., 1995).
Cambios en la libcracion de dopamina también se han reportado en otra cstructura
importante en el control de la conducta sexual masculina como cs el drea perdptica media,
Sate y colaboradores (1995) demostraron que los machos que no copulan no liberan

dopamina cn esla area.
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Se ha reportado que la gonadectomia reduce en terminos generales la capacidad del
macho para copular. Sin embargo, los machos gonadectomizados que continuan copulando
incrementa su libcracion de dopamina en el APM en respuesta a hembras inaccesibles, no
asi los machos que cesan de copular (Hull et al., 1995). Estos datos suguieren quc la
liberacion de¢ dopamina en ¢l nucleo acumbens como en c¢l arca preoptica media es

importante en ¢l control de la conducta scxual masculina.,

Los machos no-copuladores pucden scr animales que durante su desarrollo
embrionario tuvieron alguna alteracion que modificd la expresion de genes que regulan la
cxpresion de la conducta sexual masculina cn las areas del cerebro que controlan csta
conducta. Por lo antcrior en el futuro mediante la técnica dc microarreglos se pretende
identificar genes de expresion diferencial en la amigdala, regidn predptica ¢ hipotalamo de
machos copuladores v no-copuladores, los genes que primeramente se evaluarian serian los
que codifican para la enzima aromatasa, para receptores a androgenos y estrogenos, para

neurotransmisores como la dopamina y péptidos opioides.
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