BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CAMBIOS PLASTICOS EN EL CIRCUITO DE
RECOMPENSA SEXUAL, INDUCIDOS POR CONDUCTAS
MOTIVADAS EN RATAS MACHO

Tesis para obtener el titulo de
BIOLOGA

PRESENTA:
ZACNITE MIER QUESADA

DIRECTORA

Dra. Lorena Gaytan Tocavén

CO-DIRECTOR

Dr. Raul G. Paredes Guerrero

Abril, 2022




ok 0D

© 0 N o

. INDICE
INDICE ... ittt sttt neenes 2
ABREVIATURAS ..o e e eaas 4
RESUMEN ... .ottt e e e e e e s e e e e e e e e s e bnaeeeeee s 6
SUMMARY Lottt e e e e e e et e e e e e e e s e e r e e e e e e e e e annaree s 7
INTRODUGCCION ..ottt 8
5.1. Comportamiento sexual en ratas MachO............ccccevvvvviiiiiieeeeeeeeeiinn 9
5.2. Comportamiento sexual en ratas hembra ..............cccciiiiiii e, 11
IR T |V [0 1 11 VZ= Tod T o IESY=) (U = | 12
5.4, CoNnduCtas MOtIVAAAS........ccovveriiiiiiieeeeee et e e e e et e e e eeeeenes 13

5.5. Sistemas dopaminérgicos como activadores de la conducta sexual... 15

5.6. Areas cerebrales involucradas en la conducta sexual......................... 19
5.6.1. Red del Comportamiento Social (SBN) .........c.cccvieeiiiieeriiiiiiiinnnnn. 20
5.6.2. Sistema de recompensa mesolimbico (MRS)..............ccceevvvivnnnnnn. 20
5.6.3. Sistema olfativo y bulbos olfatorios.............cccevvvviiiiiiii i, 22
5.6.4. Hipotadlamo ventromedial (VMH).........ccooooiiiiiiiiiiiiei e, 23
5.6.5. AMIQAAIA .....oeiiiiiiiiiiee e 23
5.6.6. HIpoCampPO (HPO) .......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 25

5.7. Plasticidad SINAPLICA........uueeeiiieeeiiiiiiiiiiiiee e 26

5.8. La sinaptofisina como marcador de densidad sindptica...................... 27

5.9. Técnicas de evaluacion de actividad neuronal...........ccccccevvvvvieiinennnnn. 29
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .......oooiiiiiiiiiiiieeee e 30
HIPOTESIS ..ottt 31
OBUJIETIVOS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaes 31
MATERIAL Y METODOS .....cociiiiiieiiiieieesieie et 32

S R0 O AN [ =1 [N 32

S I O 1V V= Tox (0] o1 - USSP 32

9.3. Entrenamiento de animales eStimulos ..........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 33

9.4. Pruebas de conductas motivadas ..........ccccceevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 33
9.4.1. Prueba de Preferencia de Pareja (PPP) ........ccoovviiiiiiiiiiiiiiii, 34
9.4.2. Motivacion Sexual Incentiva (MSI).......cccoooeeviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeein, 36

9.5. Cortes iStOIOQICOS ......cevviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 37

9.6.  INMUNOFIUOIESCENCIA ... .o iieiieiiiiiie e 38

S G TNt I |V o ] = = S 39



9.7. Microscopia confocal y obtencidn de imagenes.......cccccccvvvvvvvvvinennnnn. 39

9.8, EStEre0logia....ccccviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 44
9.9. ANAliSiS eStadiStiCO.......cviviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 45
9.9.1. Andlisis de conducta sexual en MSIy PPP ........cccccccvvvviiiiiinnnnnnns 45
9.9.2. Andlisis de intensidad volumétrica de SYP en PPP y MSI y grupo
(o0 ] 0 1o PR 46
9.9.3. Andlisis de intensidad de SYP en los grupos PPP, MSI y control
[oTo] g eToTo] o (=1 g =T - USSP 46
10. RESULTADOS ... ..ottt sssnnnnnnnnes 48
10.1. Parametros registrados en la conducta sexual .............ccccceeeeeeeeeennnnnn. 48
10.2. Intensidad de SYP......cooo i 50
10.2.1. Intensidad volumétrica de SYP para las Prueba de Preferencia de
Pareja (PPP), Motivacion Sexual Incentiva (MSI) y control....................... 50
10.2.2. Intensidad de SYP por coordenada para las Prueba de Preferencia
de Pareja (PPP), Motivacion Sexual Incentiva (MSI) y control.................. 54
11, DISCUSION ...ooitiiiiiiteitiiete ettt ettt 60
12. CONCLUSIONES .....ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisaaaassaassnsssssannnnnssnnnsnnnnnnes 65

13, BIBLIOGRAFIA . e, 66



2. ABREVIATURAS

AH- Hipotalamo anterior

AMY- Amigdala

AOB- Bulbo olfatorio accesorio

BLA- Amigdala Basolateral

BNST- Nucleo de la cama de la estria terminal
BO- Bulbo olfatorio

BrdU- Bromodesoxiuridina

CPP- Preferencia de lugar condicionado
DA- Dopamina

DAT- Transportador de dopamina

DG- Giro dentado

GAP- Growth Associated Protein (Proteina asociada al crecimiento)
Glu- Glutamato

GMPc- Guanosin monofosfato ciclico
GPe- Globo pélido externo

GPi- Globo palido interno

HPG- Eje hipotalamico-pituitario-gonadal
HPO- Hipocampo

IF- Inmunofluorescencia

IHC- Inmunohistoquimica

LE- Latencia de eyaculacion

LI- Latencia de intromision

LM- Latencia de monta

LS- Tabique Lateral

MeA- Amigdala Medial

MePD- Amigdala Medial Posterodorsal
MePV- Amigdala posteroventral

MOB- Bulbo olfatorio principal



MPOA- Area Predptica Medial

MRI- Resonancia magnética funcional

MRS- Mesolimbic Reward System

MSI- Motivacion Sexual Incentiva

NAcc- Nucleo Accumbens

NO- Oxido Nitrico

PAG- - Sustancia Gris Periacueductal del mesencéfalo
PBS- Phosphate Buffered Saline

PBT- Phosphate Buffered Saline with Tx-100
PD- Nucleo preoptico posterodorsal

PFA- Paraformaldehido

PPP- Prueba de Preferencia de Pareja

PSD- Postsynaptic Density

PVN- Nucleo Paraventricular

ROIs- Regiones de interés

SBN- Social Behavior Network

SN- Sustancia nigra

SNC- Sistema Nervioso Central

SPFp- Nucleo Taldmico Subparafascicular Parvocelular
Str- Estriado

SYP- Sinaptofisina

VMH- Nucleo del hipotalamo ventromedial
VMR- Via migratoria rostral

VNO- Organo vomeronasal

VP- Pélido Ventral

VTA- Area Tegmental Ventral



3. RESUMEN

La plasticidad sinaptica es el resultado de cambios en el nimero y la fuerza
de las conexiones sindpticas debido al procesamiento de diferentes estimulos.
Se sugiere que la experiencia sexual puede influir en la plasticidad sinaptica del
SNC de diversas formas, no obstante, a la fecha no hay estudios que hayan
demostrado esto. En ratas macho, los mecanismos motivacionales y ejecutivos
son fundamentales en la conducta sexual. Para evaluar estos mecanismos
utilizamos la Prueba de Preferencia de Pareja (PPP) y la Motivaciéon Sexual
Incentiva (MSI). El objetivo del proyecto fue determinar mediante técnicas de
inmunofluorescencia y estereologia los cambios plasticos derivados de la
activacion generada por la adquisicion de experiencia en las pruebas PPP y MSI
en los bulbos olfatorios (OB), en el hipotalamo ventromedial (VMH), en la
amigdala (AMY) y en el hipocampo (HPO), estructuras relacionadas con circuitos
de recompensa sexual. Los resultados muestran que la experiencia sexual
adquirida durante 10 semanas tanto en la prueba PPP como en la MSI, aumenta
el tiempo que el macho pasa con la hembra, asi como también hay una
disminucién de las latencias de monta e intromisién y un aumento del nimero de
montas e intromisiones. De igual forma, la prueba PPP induce cambios plasticos
en el giro dentado (DG) del HPO mientras que la MSI induce cambios en la AMY
y en el bulbo olfatorio principal (MOB). Se puede concluir que la conducta sexual
como conducta motivada, induce cambios plasticos en estructuras cerebrales

pertenecientes al circuito de recompensa sexual.



4. SUMMARY

Synaptic plasticity is the result of changes in the number and strength of
synaptic connections due to the processing of different stimuli. Sexual experience
can influence synaptic plasticity in the CNS in many ways, to date there are no
studies that have demonstrated this. In male rats, motivational and executive
mechanisms are fundamental in sexual behavior. To evaluate these mechanisms
we used the Partner Preference Test (PPT) and Sexual Incentive Motivation
(SIM). The objective of the project was to determine the plastic changes derived
from the activation generated by the acquisition of experience in the PPT and
SIM tests in the olfactory bulbs (OB), the ventromedial hypothalamus (VMH), the
amygdala (AMY) and the hippocampus (HPO), structures related to sexual
reward circuits, by immunofluorescence techniques and stereology. The results
show that the sexual experience acquired during 10 weeks in both PPT and SIM
tests increases the time that the male spends with the female, as well as a
decrease in mounting and intromission latencies and an increase in the number
of mounts and intromissions. Similarly, the PPT test induces plastic changes in
the dentate gyrus (DG) of the HPO while the MSI induces changes in the AMY
and in the main olfactory bulb (MOB). We can conclude that sexual behavior as
motivated behavior induces plastic changes in brain structures belonging to the

sexual reward circuit.



5. INTRODUCCION

El comportamiento reproductivo es crucial en todos los animales, y a pesar
de su importancia para el mantenimiento y la evolucion de las especies, es
innecesario para la supervivencia del individuo, pues la falta de actividad sexual
no pone en peligro la vida (Bedos et al., 2018; Hellier et al., 2019; Lenschow &
Lima, 2020). Sin embargo, el comportamiento sexual permite a los mamiferos
copular con el sexo opuesto, lo que promueve la fecundacion y en consecuencia,

el éxito reproductivo (Hellier et al., 2019).

En ratas, la probabilidad de la copula depende de la capacidad
reproductiva de cada individuo (Lenschow & Lima, 2020). En general, la
conducta sexual en roedores es bastante similar pudiendo observarse pequefas
diferencias entre si. Consiste en una serie de patrones motores estereotipados
realizados en una secuencia ordenada que pueden considerarse reflejos
somaticos (Agmo, 2014; Le Moéne & Agmo, 2019; Paredes & Agmo, 2004). La
exhibicién del comportamiento sexual esta bajo estricto control de los esteroides
sexuales gonadales, como la testosterona testicular en los machos y el estradiol
y la progesterona ovaricos en las hembras (Hellier et al., 2019; Hull & Rodriguez-
Manzo, 2009). La regulacién de esta conducta se da por la interaccién de las
hormonas esteroideas tanto con el sistema nervioso central (SNC), como con

estructuras periféricas (Hull & Rodriguez-Manzo, 2009).

En este trabajo nos centraremos en la conducta sexual de la rata por la
facilidad de trabajar con estos roedores para mantenerlos en condiciones
Optimas dentro del laboratorio, entre otras. Ademas, se conocen bien los
mecanismos de modulacion hormonal y las estructuras cerebrales que la
controlan. Se suele dividir en dos fases: una apetitiva que corresponde a la
busqueda y aproximacion hacia una pareja para lograr el contacto sexual, y otra

consumatoria que consiste en ejecutar y completar la copula como tal.



5.1. Comportamiento sexual en ratas macho

La conducta sexual en machos incluye el acercamiento/aproximacion,
considerados como patrones precopulatorios o motivacionales y el contacto que
se refiere a la copula como tal (Dorantes, 2019; Hull & Rodriguez-Manzo, 2009).
Se puede dividir en tres etapas: la pre-copulatoria, la copulatoria y la post-
copulatoria (Beach, 1976; Hull & Rodriguez-Manzo, 2009).

En la etapa pre-copulatoria, los machos reciben informacion de la
proceptividad de la hembra (ver punto 5.2) (Dorantes, 2019). Ademas, las
feromonas y los fluidos corporales del conespecifico juegan un papel importante
en el comportamiento de aproximacion inicial, donde también entra en juego el
sistema olfatorio principal, el sistema olfatorio accesorio y el érgano vomeronasal
(VNO, por sus siglas en inglés) (Lenschow & Lima, 2020), este ultimo también
conocido como 6rgano de Jacobson. En conjunto, en esta etapa se reciben
sefiales odoriferas, somatosensoriales, auditivas y visuales (Hull & Rodriguez-
Manzo, 2009). En roedores, tanto hembras como machos, comenzaran un
periodo de investigacion anogenital mutuo y vocalizaciones de 50 kHz para
estimular la actividad sexual (Geyer & Barfield, 1978; Hull & Dominguez, 2007).
El macho iniciard el comportamiento mediante la aproximacién para identificar el
sexo y el estado reproductivo de la hembra (Beach, 1976). La intensidad de las
conductas de acercamiento es un indicador de la intensidad de la motivacion
sexual (Agmo, 2003).

En la etapa copulatoria ocurre la monta. Asi como en las hembras la
postura fundamental en el comportamiento sexual es la lordosis (véase punto
5.2), la monta lo es en los machos. El macho se coloca atras haciendo contacto
fisico con la espalda de la hembra y ejecuta movimientos pélvicos
anteroposteriores estereotipados sin introduccion del pene (Paredes & Agmo,
2004). Al igual que la lordosis en hembras, los movimientos pélvicos del macho
también pueden ser considerados como reflejos sométicos (Paredes & Agmo,
2004). Si una monta con empuje pélvico se asocia con la ereccion del pene y la
actividad apropiada de los musculos estriados del pene, puede resultar una
intromision (penetracion vaginal) (Paredes & Agmo, 2004), para lo cual, las
hembras responden desplegando, la lordosis (Snoeren et al., 2014).



En larata, el macho realiza de 5 a 10 intromisiones en la hembra antes de
eyacular (Hull & Rodriguez-Manzo, 2009; Paredes & Agmo, 2004). Otros autores
(Snoeren et al., 2014) establecen que se necesitan de 10 a 20 intromisiones
durante un periodo corto, alrededor de 2 a 10 minutos, para eyacular. Cada
intromision proporciona estimulacién sensorial que, al acumularse, activara el
reflejo autonomo de emision seminal y el reflejo soméatico de eyaculacion
(Paredes & Agmo, 2004). Después de varias intromisiones es probable que
ocurra la eyaculacién, acto copulatorio consistente en una intromision con
expulsion de semen. La eyaculacion consta de dos elementos: las emisiones,
secrecion y movimiento de los fluidos seminales hacia la uretra, y la expulsion

enérgica del contenido uretral (Snoeren et al., 2014).

La tercera etapa es la fase post-eyaculatoria. Estos movimientos pélvicos
enérgicos terminan cuando el macho da un salto hacia atras, seguido por el
acicalamiento genital y entra en un periodo de reposo llamado intervalo post-
eyaculatorio. Este es un periodo de inactividad sexual que, en ratas, puede durar
de 5 a 10 minutos aproximadamente (Dorantes, 2019) antes de que comience
otra serie copulatoria. Durante este tiempo, denominado periodo refractario
absoluto, ningun tipo de estimulos puede inducir al macho a reanudar la cépula
(Dorantes, 2019). Sin embargo se ha observado que algunos estimulos pueden
provocar la reanudacion de la copula durante un periodo refractario relativo (Hull
& Rodriguez-Manzo, 2009; Tlachi-Lépez et al., 2012).

Al realizar pruebas de conducta sexual, se debe llevar el registro del
namero de intromisiones, el nUmero de montas, el nimero de eyaculaciones, asi
como también las latencias respectivas entre cada uno de estos parametros y el
intervalo post-eyaculatorio. En las pruebas de conducta sexual, la latencia de
monta (LM) hace referencia al tiempo que transcurre entre la presentacion de la
hembra estimulo al macho en la caja donde se realiza la prueba de conducta
sexual y el inicio de la primera monta. La latencia de intromisién (LI) hace
referencia al tiempo que transcurre entre la presentacion de la hembra estimulo
o incentivo al macho en la caja donde se realiza la prueba de conducta sexual y
el inicio de la primera intromision mientras que la latencia de eyaculacion (LE)
hace referencia al tiempo que transcurre entre la primera intromision y la

eyaculaciéon (Beck et al., 2002).



5.2. Comportamiento sexual en ratas hembra

Una vez que se alcanza la madurez sexual, el comportamiento femenino
depende de los niveles ciclicos de las hormonas sexuales ovaricas,
principalmente estrogeno y progesterona, que combinan la receptividad con la
fertilidad (Lenschow & Lima, 2020). Los foliculos ovaricos en desarrollo secretan
estradiol hacia la circulacion periférica (Micevych & Meisel, 2017). La
esteroidogénesis en los foliculos ovaricos es estimulada por las gonadotropinas
liberadas por la hipdfisis. A medida que trascurre el ciclo, los niveles de estradiol
circulante aumentan hasta que alcanzan un pico en la tarde del proestro
(Shulman & Spritzer, 2014). Este estradiol actia en el circuito mesolimbico
dopaminérgico para aumentar la motivacion y en el hipotalamo (ndcleo arcuato
y ventromedial) para aumentar la receptividad (Micevych & Meisel, 2017). El
estradiol induce la expresion de los receptores de progesterona, sin los cuales la
progesterona no es eficaz para inducir el comportamiento proceptivo (Parson et
al., 1981).

El comportamiento sexual en hembras se divide en tres componentes:
atractividad, proceptividad y receptividad (Beach, 1976; Micevych & Sinchak,
2008). La atractividad comprende eventos no conductuales, como la emisién de
sefales odoriferas (feromonas) que hacen atractiva a la hembra para un macho
sexualmente activo (Gonzalez et al., 2015). La proceptividad se refiere a todos
aguellos comportamientos encaminados a atraer a una posible pareja sexual. El
despliegue de los comportamientos proceptivos mejora el atractivo y, por lo tanto,
desencadena respuestas apetitivas complementarias (Beach, 1976). Los
comportamientos de proceptividad por parte de la hembra comprenden brincos,
carreras en zig zag y movimiento de orejas para incitar al macho a copular
(Dorantes, 2019; Hull & Rodriguez-Manzo, 2009; Micevych & Meisel, 2017).

La receptividad de la hembra muestra si sus condiciones hormonales son
adecuadas para aceptar los intentos de monta por parte del macho (Micevych &
Meisel, 2017). Una de las posturas fundamentales en el comportamiento sexual
de las hembras es la lordosis, movimiento en el cual, la hembra arquea la

espalda, estira las patas traseras y retira la cola para facilitar la penetracion



vaginal por parte del macho (intromision) (ver punto 5.1). Esta postura incluye un
arco estereotipado de la espalda, elevacion de los cuartos traseros, dorsiflexion
de la cola y extension del cuello (Micevych & Meisel, 2017). La lordosis solo se
presenta cuando estan en celo coincidiendo con la ovulacion (Boling & Blandau,
1939). El ciclo estral en ratas dura de 4 a 5 dias y se divide en las siguientes
etapas: proestro, estro, metestro y diestro. En condiciones normales, la hembra
presenta comportamientos de lordosis alrededor de la fase tardia del proestro y
el dia uno del estro que coincide con la ovulacién y con comportamientos de
proceptividad, resultado del incremento de estrégenos, progesterona, prolactina,
hormona luteinizante y hormona foliculoestimulante (Marcondes et al., 2002). En
condiciones experimentales, estos comportamientos se inducen con la
administracion de progesterona y estradiol posterior a la ovariectomia (Micevych
& Meisel, 2017; Micevych & Sinchak, 2013). Tanto los movimientos de las orejas
como la lordosis se activan mediante la estimulacion tactil del macho (Le Moéne
& Agmo, 2019). La hembra entonces, se acerca al macho y huye con
movimientos rapidos o saltos. A este comportamiento se le llama solicitacion, el
cual también se realiza a través de sefales quimicas (feromonas), auditivas y
visuales (Beach, 1976; Hull & Rodriguez-Manzo, 2009). Es durante el estro, que
la rata hembra muestra esta variedad de comportamientos de solicitacion
complejos que desencadenan el comportamiento copulatorio del macho
(Snoeren et al., 2014).

5.3.  Motivacion sexual

El comportamiento sexual se activa por la motivacion (Le Moéne & Agmo,
2019). La motivacion es un concepto y no una entidad fisica que es definida por
Agmo (2014), como aquellos mecanismos que determinan la activacion,
direccién y persistencia de la conducta, dirigidas hacia un incentivo. Son todas
aquellas respuestas a clases especificas de estimulos (Agmo, 2011). Los
estimulos que producen un comportamiento de aproximacion suelen tener
propiedades gratificantes y se denominan incentivos (Paredes, 2014). Un
incentivo es cualquier estimulo que activa una conducta de aproximacion (Agmo,

1999; Paredes, 2009). El valor gratificante de un incentivo, para animales no



humanos, lo inferimos con el comportamiento de aproximacion mostrado por el
sujeto (Ventura-Aquino et al.,, 2018) y la intensidad de las conductas de
acercamiento que es un indicador de la intensidad de la motivacion sexual
(Agmo, 2003). Asi pues, la motivacion sexual es, por tanto, un caso de
motivacion incentivada (Agmo, 1999, 2003). En investigaciones anteriores
(Agmo, 2003) se demostr6 que la rata hembra es un incentivo sexual
incondicionado para un macho y que la intensidad de la conducta de
aproximacion o acercamiento que muestra el macho hacia la hembra aumenta

conforme aumenta su experiencia sexual.

5.4. Conductas motivadas

Las conductas motivadas u orientadas a una meta son voluntarias, variables,
impredecibles y frecuentemente anticipatorias por lo cual, utilizan aspectos
cognoscitivos asociados al aprendizaje y a la planeacion (Hernandez, 2002).
Existen motivos primarios y secundarios (o “superiores”). Los motivos primarios
corresponden a necesidades biolégicas que son cruciales para la supervivencia
del individuo, por ejemplo, comer y beber. Por otro lado, los motivos secundarios
corresponden a las necesidades de proteccion, seguridad, afecto y valoracion.
Aqui entran aquellos comportamientos con aspectos sociales como el
comportamiento materno, el juego y los comportamientos sexuales (Hernandez,
2002; Paredes, 2014). A pesar de que los motivos secundarios no son cruciales
a nivel individuo, lo son a nivel especie. En el caso de la conducta sexual, este
comportamiento, al ser gratificante, favorece la reproduccién y por lo tanto, la
supervivencia de la especie (Paredes, 2014). Esto se ha demostrado por medio
del paradigma de preferencia de lugar que es el método mas utilizado para
evaluar estados afectivos positivos y efectos gratificantes de comportamientos

naturales o de diferentes estimulos como drogas (Paredes, 2009).

Los estados motivacionales son capaces de generar la ejecucion de una
conducta (Hernandez, 2002) por medio de la integracion y el procesamiento de
informacion sensorial proveniente del medio interno y del externo, por parte del

SNC. Es decir, el aspecto motivacional de la conducta, implica un procesamiento



sensorial, visceral, humoral y motor con caracter integrativo. Por lo tanto, los
estados motivacionales cumplen con tres funciones (Hernandez, 2002):
1. Funcion activadora: aumentan el nivel de alertamiento (arousal).
2. Funcidn directiva: guia la conducta hacia una meta especifica.
3. Funcién organizadora: combina todos los componentes de la conducta
para dar una respuesta coherente al comportamiento, pudiendo asi
alcanzar una meta especifica o evitar una situacién aversiva gracias al

llamado circuito de transicién de la motivacién a la accion.

La evaluacion en humanos de aspectos motivacionales se puede realizar de
manera sencilla al preguntar qué tan gratificante 0 no es un estimulo. Sin
embargo, en animales no humanos, esto dependera de los comportamientos de
aproximacion (Paredes, 2014). Existen varios métodos o paradigmas para
evaluar ciertos aspectos motivacionales de la conducta sexual en roedores. De
forma indirecta, en todas las conductas motivadas, como la conducta sexual, se
suele separar la fase apetitiva de la consumatoria. En el caso de la conducta
sexual, la apetitiva hace referencia a la fase pre-copulatoria y la consumatoria a
las fases copulatoria y post-copulatoria considerando a la apetitiva como
conductas indicadoras de motivacion sexual y a la consumatoria como

indicadores de la ejecucion sexual (Hernandez, 2002).

Existen varios métodos para estudiar los aspectos motivacionales asociados
a la conducta sexual entre los que podemos mencionar los métodos como la
respuesta operante, la prueba de preferencia de pareja (PPP), el laberinto en T
(T-Maze) y la prueba de motivacion sexual incentiva (MSI) (Paredes, 2009;
Ventura-Aquino & Paredes, 2017). Las respuestas operantes, también llamadas
instrumentales, son comportamientos guiados por consecuencias mediante
reforzadores positivos naturales, como el sexo, los alimentos o bien por
reforzadores de segundo orden. La PPP es un método efectivo para evaluar
conductas de aproximacién y consumatorias con interacciones sociales y
sexuales. A diferencia de las pruebas de preferencia sexual en donde se busca
la medicion combinada de acercamiento y comportamientos consumatorios, la
prueba de MSI es utilizada para medir Unicamente la conducta de acercamiento
o aproximacién (Paredes, 2009; Ventura-Aquino & Paredes, 2017). En la prueba

de MSI los sujetos pueden ver, oler y oir a los estimulos, pero no tener contacto



fisico con ellos (Paredes, 2009; Ventura-Aquino & Paredes, 2017) de esta forma
se evalua el valor de un incentivo especifico ya que este activa una conducta de

aproximacion.

En este proyecto se utilizé la Prueba de Preferencia de Pareja (PPP) y la
prueba de Motivacion Sexual Incentiva (MSI), como métodos para evaluar la
activacion de ciertos circuitos neuronales, producto de la experiencia sexual
adquirida por ratas macho durante 10 semanas, ya que tanto la fase motivacional
como la fase ejecutiva son fundamentales para que se lleve a cabo la conducta
sexual. Con esto, se busca conocer mas sobre las estructuras neuronales
involucradas tanto en la ejecucién como en la motivacién de la conducta sexual
y determinar si esta induce cambios plasticos reflejados en la expresion de
proteinas sinapticas.

5.5. Sistemas dopaminérgicos como activadores de la conducta sexual

Dentro de las aminas biogénicas se encuentran 3 tipos de
neurotransmisores, las catecolaminas, las indolaminas y las imidazolaminas
(Purves et al., 2004). La dopamina (DA) es uno de los neurotransmisores que
pertenece a la familia de las catecolaminas, junto con la noradrenalina y la
adrenalina (Giuliano & Allard, 2001; Purves et al., 2004). La DA puede liberarse
y/lo actuar de forma diferencial tras los efectos de los esteroides como las
hormonas sexuales (Hull et al., 2004). Los receptores para DA, todos de tipo
metabotropico, se han clasificado en dos familias: los receptores de la familia D1
que incluyen a los subtipos D1 y Ds, y los receptores de la familia D2 incluyendo

a los subtipos D2, D3 y D4 (Purves et al., 2004).

La DA juega un papel importante en la regulacion del comportamiento
sexual masculino (Hull & Rodriguez-Manzo, 2017). Evidencia sobre el tema se
menciona en la revision realizada por Hull y colaboradores (2004) en donde
analizan lo que sucede en la conducta sexual, al utilizar agonistas y antagonistas
de receptores a DA. Con respecto a lo mismo Giuliano y colaboradores (2001)
evidencian alteraciones del comportamiento sexual con efectos negativos tras la
administracion de antagonistas dopaminérgicos en ratas sexualmente

experimentadas, describiendo un aumento de la latencia de intromision, de



eyaculacién, asi como una disminucion de la conducta sexual en ratas macho
(Giuliano & Allard, 2001; Melis & Argiolas, 1995). Por el contrario, agonistas
dopaminérgicos administrados sistémicamente, como la apomorfina,
bromocriptina, pergolida o lisurida, facilitan la cépula de los machos en presencia
de hembras receptivas (disminuyen la latencia de intromision) y reducen el
umbral eyaculatorio (disminuyen el nimero de intromisiones y la latencia de
eyaculacion) (Melis & Argiolas, 1995). De igual manera, un agonista selectivo del
receptor D1, SKF-38393, provoca el aumento en el niumero de conductas
copulatorias, asi como el tiempo que paso6 en un compartimento con una hembra
en celo, lo que sugiere que la dopamina mejora la motivacion sexual y la
conducta copulatoria (Beck et al., 2002). La DA se libera antes y/o durante la
cOpula en varios sitios integradores como por ejemplo, el sistema nigroestriatal,
el sistema mesolimbico y el sistema del area predptica medial, lo que facilita la

motivacion sexual, el desempefio motor y los reflejos genitales (Hull et al., 2004).

Existe evidencia suficiente sobre el papel que juega la DA en la motivacién
sexual y en la conducta sexual en general. Sin embargo, a pesar de estas
evidencias, hay discrepancias sobre si la DA efectivamente regula este tipo de
comportamientos posiblemente debido a las dosis, las vias de administracién,
los métodos empleados, entre otras (Paredes & Agmo, 2004). Se ha mencionado
que este neurotransmisor mas bien juega un papel generalizado en
comportamientos asociados con respuestas tanto aversivas como gratificantes

teniendo mas un papel como activador general de conducta (Alcaro et al., 2007).

Los somas de las neuronas dopaminérgicas se encuentran
mayoritariamente en el mesencéfalo dando lugar a 4 sistemas: el sistema
mesoestriatal dorsal y ventral o nigroestriatal, el sistema mesolimbico, el sistema
mesocortical y el sistema tuberohipofiseal o tuberoinfundibular (Hull et al., 2004;
Kandel et al., 2001; Purves et al., 2004). De igual manera, existen otras vias
dopaminérgicas como lo es el sistema periventricular (incerto-hipotalamico)
(Kandel et al., 2001) y el sistema del area predptica medial. La salida de estos
sistemas controla la expresion de la motivacion sexual, los reflejos genitales,
reflejos somatomotores, y los patrones de copula (Hull et al., 2004). El sistema
nigroestriatal es importante para el control del movimiento y los mecanismos de

recompensa (Kandel et al., 2001; Purves et al., 2004). El sistema mesolimbico



es fundamental para el comportamiento y el refuerzo del apetito y es considerado
fundamental en la fase apetitiva de la conducta sexual (Hull et al., 2004). El
sistema mesolimbico al igual que el mesocortical son importantes para los
afectos, las emociones y la motivacion (Kandel et al., 2001). El sistema incerto-
hipotalamico contribuye a los reflejos genitales, asi como a la motivacion
especificamente sexual (conductas motivadas) y los patrones motores de la
copula (Hull et al., 2004). El sistema tuberoinfundibular controla la produccién de
leche durante la lactancia (Purves et al., 2004) y regula la secrecion de hormonas
(Kandel et al., 2001).

El area predptica medial (MPOA, por sus siglas en inglés), desempefia un
papel de suma importancia en el comportamiento sexual de los machos ya que
esta area recibe informacion de todas las modalidades sensoriales y contiene
gran cantidad de receptores de hormonas esteroideas que permiten un
procesamiento de los estimulos sexualmente relevantes (Hull et al., 2004). Dos
circuitos cerebrales dopaminérgicos estan implicados directamente en la
regulacion del comportamiento sexual masculino en ratas: el sistema
dopaminérgico incerto-hipotalamico y sistema mesolimbico (Guadarrama-
Bazante & Rodriguez-Manzo, 2019). En estos circuitos participa la MPOA, el
nacleo accumbens (NAcc, por sus siglas en inglés), el area tegmental ventral
(VTA, por sus siglas en inglés) y todos, al activarse, facilitan la expresion de la
conducta copulatoria en ratas macho con experiencia sexual (Guadarrama-

Bazante & Rodriguez-Manzo, 2019).

El nucleo paraventricular (PVN, por sus siglas en inglés) del hipotalamo
es ampliamente inervado por neuronas dopaminérgicas que pertenecen al
sistema incerto-hipotalamico el cual constituye parte importante de la inervacién
dopaminérgica del hipotalamo (Giuliano & Allard, 2001). El sistema incerto-
hipotalamico, inerva varias regiones dentro del hipotalamo, al MPOA y al PVN
(Giuliano & Allard, 2001). El sistema incerto-hipotalamico esta asociado con la
motivacion sexual, la funcion copulatoria y la activacion endocrina de la cépula.
Este va desde las fibras dopaminégicas proyectando hacia el MPOA

(Guadarrama-Bazante & Rodriguez-Manzo, 2019).

Otro de los sistemas que participan fuertemente en la regulacion del

comportamiento sexual es el sistema nigroestriatal. El sistema nigroestriatal



mejora la preparacion para responder a los estimulos y puede contribuir a la
ejecucion de movimientos consumatorios, incluida la persecucion de la hembra
y el montaje, pero no ejerce rol alguno en la fase precopulatoria, por lo cual, es
considerado importante en la fase consumatoria pero no en la motivacional
(Robbins & Everitt, 1992). Por otro lado, el sistema mesolimbico es de suma
importancia para el comportamiento apetitivo y el reforzamiento (Hull et al.,
2004).

Es importante recordar que varios de los sistemas anteriormente
mencionados, son circuitos dentro de los ganglios basales donde participan las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra (SN) modulando las vias de
salida del cuerpo estriado, por lo que estas pueden ser mediadas por receptores
D1 o D2 segun sea el caso. Gracias a esto, las neuronas nigrales proporcionan
entradas excitatorias al cuerpo estriado (caudado y putamen) que inhiben a su
vez al globo palido interno (GPi) estimulando asi a la via directa de los ganglios
basales, o proporcionan entradas inhibitorias sobre el caudado y putamen,
proyectando al globo palido externo (GPe) inhibiendo la via indirecta. Cualquiera
de las respuestas de las vias de salida culminaria en la produccion de
movimiento al generar una desinhibicion del tAlamo motor, estimulando asi a la
corteza motora. De esta forma estos circuitos participan en las dos fases de la
conducta sexual en machos, tanto en la persecucién a la hembra como en la
ejecucion de movimientos consumatorios haciendo que los estimulos
sensoriales provoquen una respuesta motora (Kandel et al., 2001; Purves et al.,
2004).

Dado lo anterior, es posible que la DA no provoque el comportamiento
directamente, pero puede permitir que los estimulos sexualmente relevantes
faciliten la liberacién de neurotransmisores excitadores, como el glutamato (Glu).
Esto gracias a que la DA elimina la inhibicion tonica de las células GABAérgicas
o estimula la produccién excitatoria glutamatérgica. Por otro lado, el 6xido nitrico
(NO, por sus siglas en inglés), un posible mediador de la influencia de los
esteroides en la liberacion de DA y mejorador de la liberacion de las
catecolaminas (West et al., 2002), activa el eje hipotalamico-pitutario-gonadal
(HPG) a través del guanosin monofosfato ciclico (GMPc) y desencadena la

liberacién de hormonas gonadales que aseguran la preparacion de los circuitos



involucrados en la copula (Hull et al., 2004). La DA, uno de los reguladores del
comportamiento sexual, a su vez es regulada de manera rigurosa por el
transportador de DA (DAT, por sus siglas en inglés). EI DAT es una proteina en
las membranas presinépticas de las neuronas dopaminérgicas que al regular el
transito y disponibilidad de la DA, ayuda a un correcto procesamiento de
recompensas importantes en la plasticidad sinaptica y en el aprendizaje
conductual (DiCarlo et al., 2019).

5.6. Areas cerebrales involucradas en la conducta sexual

Los animales constantemente reciben informacién a través de estimulos
tanto internos como externos que deben ser procesados por el sistema nervioso
para asi, junto con la experiencia previa, poder emitir una respuesta conductual.
Estas acciones, muchas veces resultan beneficiosas para el individuo (y para la
especie por cuestiones de supervivencia y adaptacion), cuando la respuesta
conductual es la apropiada. Para que el comportamiento social, incluido el
comportamiento sexual, el cuidado paternal y la agresién, sean considerados
como adaptativos, estos comportamientos deben ser gratificantes de alguna
manera (O’Connell & Hofmann, 2011).

En ratas, la conducta sexual esta bajo el control neuronal de distintas
areas cerebrales. Diversas investigaciones (Coolen et al., 1998; Hurtazo et al.,
2008) han demostrado que el NAcc, el palido ventral (VP, por sus siglas en
inglés), el tabique lateral (LS, por sus siglas en inglés), el MPOA del hipotalamo,
el estriado (Str, por sus siglas en inglés), el nacleo del ama de la estria terminal
(BNST, por sus siglas en inglés), el nucleo preéptico posterodorsal (PD), la
amigdala medial (MeA, por sus siglas en inglés), la amigdala basolateral (BLA,
por sus siglas en inglés), la sustancia gris periacueductal (PAG, por sus siglas
en inglés), el VTA, el nucleo taldmico subparafascicular parvocelular (SPFp)
estan involucradas en la conducta sexual en roedores, asi como también el bulbo
olfatorio principal (MOB, por sus siglas en inglés), el bulbo olfatorio accesorio
(AOB, por sus siglas en inglés) (Turner et al., 2019) y el hipocampo (HPO)
(Okuyama, 2018).



A su vez, estas y otras estructuras pertenecen a dos circuitos o redes
neuronales: la red del comportamiento social (SBN, por sus siglas en inglés,
Social Behavior Network) y el sistema de recompensa mesolimbico (MRS, por
sus siglas en inglés, Mesolimbic Reward System). Estos circuitos regulan el
comportamiento y evallan la importancia de los estimulos y la salida conductual
(O’Connell & Hofmann, 2011).

5.6.1. Red del Comportamiento Social (SBN)

La red del comportamiento social modula diferentes conductas incluyendo
el comportamiento sexual, la agresion y el cuidado parental (O’Connell &
Hofmann, 2011). Las estructuras centrales de esta red neuronal estan
conectadas reciprocamente y contienen receptores de hormonas esteroides
sexuales (O’Connell & Hofmann, 2011). Este sistema neuronal puede reforzar
las respuestas a estimulos sobresalientes, por ejemplo, el sexo con un
conespecifico (O’Connell & Hofmann, 2011; Paredes, 2009). Comprende las
areas de la MeA, el MPOA, el VMH, el hipotdlamo anterior (AH), el LS, la PAG y
BNST (Newman, 1999) (Figura 1). Todas las areas se encuentran en el
prosencéfalo basal excepto la PAG que es parte del mesencéfalo. Todos estos
nodos estan conectados bidireccionalmente y contienen receptores a esteroides
sexuales implicados en el control de diversas formas de comportamiento social
(Newman, 1999).

5.6.2. Sistema de recompensa mesolimbico (MRS)

El MRS es un sistema neuronal marcadamente conservado, asociado con
emaociones positivas, que evoluciond para mediar el comportamiento relacionado
con aspectos motivacionales de interaccion social (Bustos, 2008). Juega un
papel importante en el procesamiento de la recompensa, la motivacion de las
conductas de aproximacion, el refuerzo positivo (Berridge & Kringelbach, 2015)
y de igual forma se asocia con mayor frecuencia con los efectos gratificantes de
la comida, el sexo y las drogas de abuso (Nestler & Carlezon, 2006). En los



mamiferos abarca principalmente regiones cerebrales telencefalicas y es
definido como la via DA desde las neuronas del area tegmental ventral (VTA) del
mesencéfalo que proyectan hasta el NAcc o al estriado ventral (O’'Connell &
Hofmann, 2011), asi como a la amigdala, la corteza prefrontal y el neoestriado
(Berridge & Kringelbach, 2015). Es por ello que este sistema comprende a
estructuras como el Str, el NAcc, el VP, el HPO, la BLA y el VTA (O’Connell &
Hofmann, 2011) (Figura 1).

Los dos circuitos comparten estructuras como el LS, el BNST y la
amigdala medial (MeA como parte del SBN y la BLA considerada parte del MRS)
(O’Connell & Hofmann, 2011) (Figura 1). Dentro del comportamiento sexual en
machos, una de las estructuras que juega un papel central es MPOA tanto en la
motivacion sexual como en el desempefio copulatorio (Hull & Dominguez, 2007;
O’Connell & Hofmann, 2011). Si bien, ambos circuitos neuronales ayudan al
control y procesamiento de los estimulos sexualmente relevantes para ejecutar
una respuesta conductual apropiada, es necesaria la recepcién de informacion
proveniente de estimulos olfativos. El sistema olfativo cumple con esta funcién

procesando olores volatiles y no volatiles como las feromonas.

PFC BT

SPAG
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Figura 1. Corte sagital del cerebro de rata donde se observan las diferentes areas cerebrales que participan dentro de
los circuitos reguladores del comportamiento sexual (SBN y MRS) y sus proyecciones. SBN: Social Behavior Network,
MRS: Mesolimbic Reward System. Amarillo: estructuras que forman parte de MRS. Verde: estructuras que forman parte
del SBN. Rojo: estructuras que comparten los dos circuitos. Creado en: BioRender.com. (Adaptado de: Ventura-Aquino
et al., 2018).



Debido a que los bulbos olfatorios (MOB y AOB), el VMH, la AMY vy el
HPO son parte del MRS y SBN y participan en la modulacién y coordinacion de
la conducta copulatoria, en el presente proyecto analizaremos la expresion de la
sinaptofisina (ver punto 5.8) en estas cuatro estructuras para determinar su papel

dentro de estos circuitos.

A continuacioén, describiré las principales caracteristicas de estas cuatro

regiones que son objeto de estudio en esta tesis.

5.6.3. Sistema olfativo y bulbos olfatorios

El sistema olfativo se compone del sistema olfatorio accesorio y el sistema
olfatorio principal. Las sefiales quimiosensoriales, como las feromonas, son
sumamente importantes dado que los roedores son animales nocturnos y estas
son transmitidas desde el VNO al AOB (Hull & Rodriguez-Manzo, 2009). Los
olores volatiles son transmitidos a la mucosa nasal cuyos axones penetran a la
placa cribiforme y a su vez al MOB. Los olores no volatiles son procesados por
el VNO situado en la base de la cavidad nasal el cual proyecta hacia el AOB. El
AOB envia eferencias a la amigdala, principalmente a la MeA que esta
fuertemente involucrada en el comportamiento sexual en roedores macho, y al
MPOA. La MeA envia proyecciones al MPOA y otras nucleos reguladores del

comportamiento sexual (Hull & Rodriguez-Manzo, 2009).

Diversos estudios han demostrado que la bulbectomia bilateral en
roedores altera el comportamiento sexual en machos (Settembrini, 1985)
observando déficits en el rendimiento copulatorio (Edwards et al.,, 1990;
Kirkpatrick et al., 1994). Sin embargo, Williams y colaboradores (1991) han
demostrado que la bulbectomia en ratas hembra potencia el comportamiento
sexual aumentando el reflejo de lordosis y disminuyendo el umbral requerido de
estrogenos para inducir proceptividad y receptividad. Este sistema no se limita al
control de conductas reproductivas, también se ve involucrado en
comportamientos de cuidado maternal, conductas de agresion, habitos de
alimentacion, entre otros (Kirkpatrick et al., 1994; Yang & Shah, 2016).



5.6.4. Hipotalamo ventromedial (VMH)

El hipotdlamo es una regidn prosencefalica muy conservada en muchas
especies de vertebrados; coordina respuestas fisiologicas, conductuales y ayuda
a mantener un estado homeostatico (Xie & Dorsky, 2017). EI VMH esta ubicado
en el hipotdlamo caudal a lo largo del tercer ventriculo (O’Connell & Hofmann,
2011). De igual forma, al tener conexién con la glandula pituitaria, ayuda a
controlar la secrecion hormonal enddocrina y las respuestas al estrés (Xie &
Dorsky, 2017). Contiene un grupo de ndcleos que tienen una gran influencia en
la coordinacién de las conductas de ingesta, de defensa y reproductivas
(Swanson, 2000).

Recibe proyecciones de nucleos relacionados con el sistema olfativo
como la MeA, el nacleo basal posterior y cortical posterolateral (Sah et al., 2003),
es decir, esta altamente intercomunicado con la amigdala y otras regiones del
hipotalamo (O’Connell & Hofmann, 2011).

El VMH tiene un papel central en la regulacion de la receptividad femenina
(O’Connell & Hofmann, 2011) y a la vez en los comportamientos defensivos hacia
los machos (Hull & Rodriguez-Manzo, 2009; O’'Connell & Hofmann, 2011; Sah et
al., 2003). También tiene un papel relevante modulando el cuidado parental
(O’Connell & Hofmann, 2011; Sheehan et al., 2001).

5.6.5. Amigdala

El complejo amigdalino esta ubicado en el I6bulo temporal medial y
contiene aproximadamente 13 nucleos (Sah et al., 2003). Estos nucleos estan
clasificados en 3 grupos: el grupo profundo o basolateral que comprende al
nuacleo lateral, al nucleo basal y al ndcleo basal accesorio, el grupo superficial o
cortical que abarca al nucleo cortical y al ntcleo del tracto olfatorio lateral y por
altimo, el grupo centromedial, formado por el nicleo medial y el nacleo central
(Sah et al., 2003). De igual manera hay otro conjunto de nucleos que no se

incluyen dentro de estos grupos. Esta division depende de la organizacion



arquitectonica y la conectividad intranuclear y extranuclear entre los grupos, los
ndcleos y los subnucleos del complejo amigdalino (Sah et al., 2003). La amigdala
recibe aferencias de estructuras corticales y taldmicas y de estructuras como el
hipotalamo y el tallo cerebral. Estas ultimas dos areas suministran informacion

de areas asociadas con el comportamiento (Sah et al., 2003).

La MeA, proyecta principalmente al hipotdlamo (anterior y ventromedial)
através de la estria terminal para modular los comportamientos sociales, incluido
el comportamiento sexual (Choi et al., 2005; Sheehan et al., 2001). Algunos
estudios han trazado esta via de proyecciones a través de la activacién por
estimulos olfativos reproductivos y agresivos (Choi et al., 2005) y otros sobre el
estudio del comportamiento de cuidado parental (Sheehan et al., 2001). La MeA
es rica en receptores de hormonas esteroides sexuales (Cooke et al., 2003;
O’Connell & Hofmann, 2011) por lo cual participa en el comportamiento sexual y
al parecer es crucial para el reconocimiento social de olores en roedores donde
participa el sistema vomeronasal y recibe informacién del bulbo olfatorio principal
(Sah et al., 2003). Recibe proyecciones de todas las modalidades sensoriales e
incluso de sistemas de memoria por lo que se le atribuye la capacidad de formar
asociaciones entre las entradas sensoriales actuales y la experiencia previa (Sah
et al., 2003). La experiencia juega un papel muy importante en el desarrollo y
eficiencia del comportamiento sexual (Hull & Rodriguez-Manzo, 2017). Ademas,
la amigdala tiene proyecciones hacia regiones hipotalamicas, al sistema de
memoria del l6bulo temporal medial con aferencias al hipocampo, entre otros
(Sah et al., 2003).

La amigdala modula los mecanismos de acercamiento que evocan
comportamientos sociales y exploratorios, y comportamientos de evitacion que
evocan retraimiento y huida (Miller et al., 2019) como es el caso de los
comportamientos de aproximacion y evitacion en la conducta sexual. Asi mismo,
la asociacion de la informacion sensorial con la memoria emocional permite que
el animal produzca una respuesta conductual apropiada a un estimulo social y si
es gratificante, como el caso de una potencial pareja sexual, se lleve a cabo una
conducta de aproximacion (O’Connell & Hofmann, 2011). Se han observado
alteraciones en el comportamiento sexual al inducir lesiones bilaterales en el

ndcleo medial de la amigdala, que esta conectado con la BNST y el MPOA. Estas



alteraciones se reflejaron al observar un aumento en la latencia de monta,
aumento en la latencia de intromision, aumento de los intervalos de montas e
intromisiones al igual que un mayor niamero de intromisiones antes de llegar a

eyaculacion (Lehman et al., 1983; Settembrini, 1985).

5.6.6. Hipocampo (HPO)

El hipocampo es una de las areas denominadas nichos de precursoras
neuronales que tienen la capacidad de generar nuevas neuronas incluso en la
vida adulta (Leal-Galicia et al., 2019), siendo el giro dentado (DG, por su siglas
en inglés) del hipocampo el mayor sitio de neurogénesis (Glasper & Gould,
2013). La relevancia de la neurogénesis radica en la mejora del funcionamiento
del cerebro y aumento de los comportamientos adaptativos como lo es el
comportamiento sexual, permitiendo al individuo adaptarse a los cambios

constantes del entorno (Leal-Galicia et al., 2019).

Tras ciertas investigaciones mencionadas por Leal-Garcia vy
colaboradores (2019), se ha sugerido que la conducta sexual podria inducir o
estimular la neurogénesis en el cerebro adulto de mamiferos, incluidos los
roedores, como mecanismo de adaptacion a estos entornos cambiantes y asi
poder interactuar con una pareja potencial ya que la neurogénesis adulta
hipocampal es considerada un fenémeno de plasticidad sinaptica estructural y
funcional. En ratas macho adultas jovenes, la experiencia sexual aumenta la
proliferacion celular y la neurogénesis en el hipocampo al igual que en ratas
mayores, la experiencia sexual induce la neurogénesis y mejora la funcion
cognitiva (Glasper & Gould, 2013; Leuner et al., 2010).

El hipocampo es fundamental para las representaciones de la memoria
relacionada con el entorno y/o experiencias (Humphries & Prescott, 2010).
Anteriormente se ha mencionado que, en el caso del comportamiento sexual, la
conducta de aproximacion es intrinsecamente gratificante y es una medida de
preferencia. Por lo tanto, si es gratificante para el individuo, éste recordara la
ubicacion del estimulo gratificante (en este caso, una pareja sexual potencial)

(O’Connell & Hofmann, 2011). En entornos novedosos, cambiantes y complejos,



como los ambientes naturales, los animales deben ir en busqueda de una pareja
sexual potencial. Para lograr esto, necesitaran de una mayor capacidad de
aprendizaje, mejores habilidades y mejor memoria visuoespacial (Leal-Galicia et
al., 2019).

5.7. Plasticidad sinaptica

La plasticidad sinaptica es el proceso mediante el cual el nimero y la
fuerza de las sinapsis cambian como consecuencia de su uso, resultando en una
modificacion de las conexiones neuronales y de las redes que estas constituyen
(Herrera-Morales et al., 2019). Se dice que la plasticidad sinptica es el resultado
de la transformacién de como se procesan ciertos estimulos (Herrera-Morales et

al., 2019), que a su vez, producen cambios en el comportamiento.

La conducta sexual no es un proceso estéatico. EI comportamiento sexual
cambia a medida que el animal va adquiriendo experiencia sexual (Herrera-
Morales et al., 2019). Debido a esto se plantea la idea de posibles cambios
plasticos inducidos por la conducta sexual y por la adquisicion de experiencia. El
aprendizaje sexual, definido por Woodson (2002) es un cambio duradero en un
comportamiento apetitivo o consumatorio especifico de una especie después de
cualquier experiencia social o sexual durante el desarrollo o la vida adulta. La
experiencia sexual puede inducir cambios fisiolégicos, como la liberacion de
hormonas sexuales, que tienen la capacidad de influir en la plasticidad sinaptica
del SNC de diversas formas. Los niveles hormonales diferenciales dan como
resultado patrones sinapticos sexualmente dimérficos en varias estructuras del
SNC provocando cambios morfoldgicos y fisiolégicos por ejemplo, en el nUmero
de neuronas, el volumen nuclear, el nimero de receptores de neuropéptidos, la
longitud dendritica, la organizacion de la membrana neuronal, cambio en las
células gliales las cuales estan intimamente asociadas con la formacién

sinaptica, la remodelacion sinaptica, entre otros (Garcia-Segura et al., 1994).

La actividad sexual (y por lo tanto, la experiencia sexual) también puede
inducir cambios plasticos morfoldgicos en el SNC, neurogénesis, sinaptogénesis,
cambios conductuales, tanto en hembras como en machos (Herrera-Morales et

al., 2019). En estudios con ratas macho con un solo episodio de experiencia



sexual e inyectadas con BrdU, un analogo de la timina e indicador de
proliferacion celular, se encontraron niveles circulantes elevados de
corticosterona a causa de la experiencia sexual aumentando asi la proliferacion
celular en el giro dentado (Leuner et al.,, 2010). Por otro lado, el aspecto
gratificante del apareamiento comparte caracteristicas en comun con el correr,
una experiencia que también eleva los niveles de glucocorticoides y promueve
la eficiencia neuronal en el hipocampo al aumentar el nUmero de contactos
dendriticos, el nimero de espinas dendriticas, lo cual lleva a un aumento de la
plasticidad estructural y la neurogénesis (Cotman et al., 2007; Leuner et al.,
2010). De esta manera se promueve la mejora del aprendizaje y la memoria
(Leuner et al., 2010). En el mismo estudio mencionan que en ratas con 14 dias
de experiencia sexual (experiencia sexual cronica) no hubo aumento de
corticosterona, pero si mejord el nimero de espinas dendriticas, aumento la
longitud total dendritica y el nUmero de puntos de ramificacion en las neuronas

granulares del DG.

En nuestro laboratorio demostramos que la conducta sexual también
induce neurogénesis en el sistema de los ventriculos laterales, la via migratoria
rostral (VMR) y los bulbos olfatorios tanto en ratas macho como en hembras. Los
cambios se observan tanto en proliferacion en la VMR como en la integracion de
las neuronas nuevas en circuitos preexistentes en los bulbos olfatorios ya que
hemos encontrado neuronas nuevas inducidas por la conducta sexual 45 dias
después de desplegar la conducta en diferentes capas del bulbo olfatorio. Estos
datos sugieren que la conducta sexual induce cambios plasticos permanentes
(Bedos et al., 2018).

5.8. La sinaptofisina como marcador de densidad sinaptica

Para una correcta liberacion del neurotransmisor, es importante y
necesaria la participacion de ciertas proteinas que ayuden y controlen el trafico
vesicular, asi como también, la presencia de estas tanto en la membrana
plasmatica como en el citoplasma y en las membranas vesiculares. En algunos

estudios (Takamori et al., 2006) se identificaron mas de 80 proteinas integrales



de membrana de las cuales, aproximadamente 40 son residentes de las

vesiculas sinapticas.

Las vesiculas sinpticas contienen sinaptofisina (SYP), sinaptobrevina,
neurotransmisores, transportadores, Rab3A, sinapsinas y sinaptotagminas
(Maeda et al., 2016; Takamori et al., 2006), entre otras, que funcionan como
reguladores de la exocitosis. La SYP, también llamada proteina p38, es una de
las principales proteinas integrales de la membrana de las vesiculas secretoras
(Chang et al., 2021) y también una de las primeras en identificarse en estas
estructuras representando alrededor del 7-10% del total de las proteinas
vesiculares sinapticas (Gincel & Shoshan-Barmatz, 2002; Hami et al., 2016). Se
le encuentra de forma ubicua en las neuronas de todo el cerebro (Navone et al.,
1986). Es una proteina integral de la membrana de las vesiculas secretoras que
consta de seis mondmeros de 38 kDa (Hami et al., 2016). Contiene cuatro
dominios transmembranales con su extremo N-terminal y su extremo C-terminal

en el citoplasma (Gordon & Cousin, 2014).

La SYP tiene una importante participacion en procesos tales como la
formacién de canales o poros para la liberacion de neurotransmisores (Arthur &
Stowell, 2007) y el reciclaje de vesiculas sinapticas (Aizawa & Yamamuro, 2020;
Evans & Cousin, 2005). También se ha demostrado que la expresion de SYP se
correlaciona con la sinaptogénesis durante el desarrollo del sistema nervioso
central (Elibol-Can et al., 2014). Algunos estudios mencionan la participacién que
tienen ciertos biomarcadores como SYP y GAP-43 (growth-associated protein,
también denominada F1, neuromodulina, B-50) en cambios plasticos
estructurales inducidos por el aprendizaje (Grijalva et al., 2021). Debido a esto,
la sinaptofisina y otras proteinas vesiculares sinapticas, junto con proteinas que
pertenecen a las densidades postsinapticas como PSD-95, se han relacionado
con mecanismos de neuroplasticidad (Davies et al., 2003; Glantz et al., 2007),
neurotransmision y, por lo tanto, se considera un marcador confiable que puede
utilizarse para determinar la distribucion y la densidad de las sinapsis funcionales
(Glantz et al., 2007; Li et al., 2010; Tata et al., 2021). Por ello, en el presente
trabajo, se utilizara la sinaptofisina como marcador de densidad sinaptica, la cual

se evaluard mediante la técnica de estereologia en tres dimensiones (X, Yy Z).



5.9. Técnicas de evaluacion de actividad neuronal

El procesamiento de estimulos durante la conducta sexual y la experiencia
sexual se ha observado mediante la evaluacion de actividad neuronal con
estudios de lesiones, de estimulaciébn eléctrica, por trazado de Vvias,
inmunoreactividad de c-Fos (Snoeren et al., 2014) y algunas otras técnicas de
inmunohistoquimica y neuroimagen. La evaluacién in vivo de la actividad
neuronal como es el caso de la resonancia magnética funcional (MRI, por sus
siglas en inglés), asi como muchas otras técnicas de neuroimagen comunmente
utilizadas, tienen ciertas desventajas como son el costo, el tiempo o incluso llegar
a obtener falsos positivos. Por esa razn muchas veces se opta por técnicas de
tincibn mediante el marcaje de productos proteicos como lo son la
inmunohistoquimica y/o la inmunofluorescencia. Este tipo de técnicas son

ampliamente utilizadas dada su rapidez y su versatilidad.

La inmunohistoquimica es una técnica que consiste en el marcaje de
proteinas. Esto se lleva a cabo utilizando anticuerpos que tienen especificidad y
por lo tanto se unen a las proteinas de interés para asi, establecer su presencia
y su cantidad. Dentro de las técnicas de inmunohistoquimica (IHC) se encuentra
la inmunofluorescencia. Esta tiene el mismo principio que la inmunohistoquimica
sobre el marcaje de proteinas a través de uniones antigeno-anticuerpo, pero se
cambia el uso de enzimas por fluorocromos que se unen a proteinas de interés.
La tincién por inmunofluorescencia (IF) aprovecha tanto la especificidad de union
de los anticuerpos contra epitopos especificos como la visibilidad selectiva de
diferentes longitudes de onda a través de la emision de luz estimulada
(fluorescencia) para localizar la proteina que contiene el epitopo (proteina de

interés) dentro de las células o tejidos (Eyers, 2020).

En el presente trabajo evaluaremos la IF para SYP con estereologia, que
es un método morfométrico de conteo tridimensional que nos permite estudiar la
densidad sinaptica a partir de planos bi-dimensionales. Es una técnica
ampliamente utilizada para estimar el nimero de sinapsis en ciertas regiones
cerebrales e incluso, actualmente, para realizar reconstrucciones 3D de tejidos.
Es asi como por medio de la estereologia podemos estimar el aumento y/o

disminucién del nimero de sinapsis derivadas por alguna conducta.



6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La plasticidad sindptica es un proceso importante involucrado en el
remodelado de conexiones sinapticas dentro de los circuitos neuronales. Se
sabe que la conducta sexual y la experiencia sexual, pueden influir en la
plasticidad sinaptica de diversas maneras. Aunque existen varias
investigaciones referentes a los circuitos neuronales que regulan y controlan la
conducta sexual en modelos animales, hasta el momento no hay trabajo alguno
gue estudie puntualmente cuales estructuras cerebrales estan involucradas en
cada una de las dos fases de la conducta sexual: la motivacion y la ejecucion
sexual. A pesar de que ambas fases son necesarias para el despliegue de la
conducta sexual, es imprescindible conocer a mayor detalle cuales estructuras

se activan durante la motivacion y cuales durante la ejecucion sexual.

Por lo que en el presente estudio se determinard que estructuras cerebrales
estan involucradas en cada una de las fases de la conducta sexual de ratas
macho tras diez semanas de experiencia sexual mediante la utilizacion de las
pruebas de MSI y PPP. De esta manera, se podran evaluar los cambios plasticos
inducidos por la motivacion (con la prueba MSI) y la ejecucion de la conducta
(mediante la prueba PPP) a través de la intensidad de sinaptofisina en cuatro
estructuras cerebrales involucradas en el circuito de recompensa sexual: el BO,
el VMH, la AMY y el HPO.



7. HIPOTESIS

La motivacion sexual, evaluada a través de la prueba de Motivacién Sexual
Incentiva (MSI) y la ejecucion sexual evaluada a través de la Prueba de
Preferencia de Pareja (PPP), induciran el aumento en la expresion de SYP en el
BO, el VMH, la AMY y el HPO, debido a cambios plasticos causados por la

experiencia sexual adquirida.

8. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar cambios plasticos en estructuras cerebrales involucradas en el
circuito de recompensa sexual derivados de la activacibn generada por la

adquisicién de experiencia sexual.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluar los cambios plasticos a través de la expresion de sinaptofisina en
el BO, VMH, AMY e HPO tras la adquisicion de experiencia sexual en la
PPP.

« Evaluar los cambios plasticos a través de la expresion de sinaptofisina en
el BO, VMH, AMY e HPO tras la adquisicion de experiencia sexual en la
prueba de MSI.



9. MATERIAL Y METODOS

9.1. Animales

Se utilizaron 30 ratas (Rattus norvegicus) macho de la cepa Wistar (300-
350 gr) las cuales de forma aleatoria se asignaron a uno de los tres grupos
siguientes: control (n=10), MSI (n=10) y PPP (n=10). Como animales estimulos
se utilizaron ratas macho de la misma cepa que recibieron previo entrenamiento
para considerarse sexualmente expertos (ver punto 9.3 y punto 9.4.1). De igual
forma se utilizaron ratas hembra de la misma cepa a las que se les realizé una
ovariectomia con anticipacion a las pruebas conductuales, para ser utilizadas
como estimulo durante las pruebas. La receptividad y proceptividad de las
hembras posterior a la ovariectomia se indujeron mediante la administracion de
benzoato de estradiol (25 pg/kg) y progesterona (1 mg/kg) 48 y 4 horas antes de
cada prueba, respectivamente. El vehiculo donde se disolvieron estas hormonas

fue aceite comestible o aceite de oliva.

Todos los animales se mantuvieron a una temperatura ambiente
constante. Dado que las ratas son animales nocturnos, se mantuvieron en un
ciclo invertido luz/oscuridad de 12/12 horas, con agua y alimento ad libitum. Los
animales fueron proporcionados por el Bioterio del Instituto de Neurobiologia de
la Universidad Nacional Autbnoma de México con registro de funcionamiento
vigente bajo la NOM-062-Z00-1999/ y SADER-SENASICA AUT-B-C-0815-024.

9.2. Ovariectomia

Las ratas fueron anestesiadas via intraperitoneal con ketamina y xilacina
a una concentracion 7:3 respectivamente a una dosis de 1 ml/kg cada rata para
inducir anestesia profunda. Se rasuraron y se hizo una pequefa incision central
con tijeras quirargicas en el vientre bajo. Ya realizada la incisién en la piel, se
continuo con la fascia y la capa muscular. Encontrados los ovarios se cortaron,
se extrajeron y se ligaron las trompas, finalmente se suturé tanto la capa

muscular como la piel con hilo quirargico. Se limpid la herida y se colocé Furacine



de uso veterinario, con nitrofurazona como principio activo con funcion

antimicrobiana.

9.3. Entrenamiento de animales estimulos

Se realizaron pruebas de conducta sexual en cajas de acrilico de 60 x 40
x 30 cm durante 30 minutos con una hembra sexualmente receptiva durante 5
semanas (una prueba de 30 minutos cada semana). Las ratas hembra
ovariectomizadas se inyectaron con benzoato de estradiol y progesterona 48y 4
horas antes de cada prueba conductual, respectivamente, para inducir
receptividad y proceptividad. Las ratas macho que eyacularon minimo 3 veces
en 3 sesiones de conducta sexual de 30 minutos, fueron seleccionadas como

animales estimulo (sexualmente expertos) para el experimento.

Los sujetos que participaron en el experimento no tenian experiencia
sexual y fueron aleatoriamente divididos en 3 grupos. El grupo control no fue
expuesto a hembras sexualmente receptivas. Los otros dos grupos fueron
entrenados en la prueba de preferencia de pareja o en la de motivacion sexual

incentiva.

9.4. Pruebas de conductas motivadas

La prueba de preferencia de pareja (PPP) se realiz6 una vez por semana
durante 10 semanas. La prueba de motivacién sexual incentiva (MSI) se realizé
en la semana 1, 5y 10. Las semanas restantes, las ratas macho inexpertas se
aparearon con una hembra sexualmente receptiva en las cajas de copula en
sesiones de 30 minutos (Figura 2). En ambas pruebas se llevo a cabo el registro
del numero de intromisiones, el numero de montas, asi como también las
latencias respectivas. Las ratas control no pasaron por estas pruebas, durante
las 10 semanas se colocaron en las cajas de copula sin la presencia de animales

estimulo.



Experimento 1. MSI
MsI

MsSI MSI Sacrificio
Cépula Coépula Copula Cépula Cépula Coépula Cédpula
Inilcio Semana 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Inmunofluorescencia
1 1
I T 1
PPP PPP PPP PPP PPP PPP PPP PPP PPP  PPP

Sacrificio

Experimento 2. PPP

Figura 2. Esquema representativo de la cronologia utilizada en los experimentos de las pruebas de conductas motivadas
MSIly PPP durante 10 semanas.

9.4.1. Prueba de Preferencia de Pareja (PPP)

La preferencia de pareja es evaluada en una caja de madera (95 x 30 x 32 cm)
con tres compartimentos iguales con viruta de madera en el piso (Figura 3). El
compartimento central donde se coloca al sujeto experimental se comunica con
los compartimentos laterales a través de puertas corredizas (10 x 10 cm). En
cada compartimento lateral se coloca un animal estimulo: un macho
sexualmente experto en uno, y en el otro a una hembra sexualmente receptiva.
Los animales estimulo estan sujetos por un arnés atado a la parte trasera del
compartimento con una cuerda flexible, lo que permite cierta libertad de
movimiento dentro de su compartimento y por lo tanto desplegar la conducta
sexual. Durante la prueba, se coloca al sujeto experimental (animal inexperto) en
el compartimiento central durante 1 minuto, se levantan las puertas corredizas y
se toma el registro del tiempo que permanecié en cada compartimento, asi como
también se registran los parametros sexuales desplegados por el macho (actos

copulatorios) hacia los animales estimulos. La prueba dura 15 minutos.



Figura 3. Paradigma Prueba de Preferencia de Pareja (PPP). Consiste en tres compartimentos donde se coloca a los
animales estimulo (un macho sexualmente activo y una hembra sexualmente receptiva) a los laterales y al sujeto
experimental en el central. El animal experimental tiene libertad de movimiento entre los compartimentos mientras que

los estimulos estan sujetos con un arnés. La prueba dura 15 minutos. Creado en: BioRender.com

En esta prueba si los sujetos repiten una eleccion o muestran una clara
preferencia por un animal estimulo, se asume que la conducta de aproximacién
es intrinsecamente gratificante y es una medida de preferencia (Paredes, 2009).
Para las ratas macho, una hembra receptiva es un incentivo incondicional que
activa comportamientos de aproximacion; los machos sexualmente activos
muestran una clara preferencia de pareja hacia una hembra receptiva (Agmo,
2003). Sin embargo, el macho sexualmente activo es colocado también como
estimulo, tanto en la prueba MSI (ver punto 9.4.2) como en la PPP, ya que
algunos machos muestran preferencia hacia parejas sexuales de su mismo sexo.
Lo anterior puede ser debido principalmente a sus condiciones de crianza
(Zenchak & Anderson, 1980). Esta idea es apoyada por investigaciones donde
se menciona que aquellos animales que exhiben preferencias de pareja de su
mismo sexo, han experimentado ambientes hormonales perinatales que son mas
tipicos del sexo opuesto, es decir, que han experimentado una exposicién por
debajo del umbral o una respuesta a la testosterona que es mas tipica de las
hembras (Roselli et al., 2011). De igual forma, Price (1987) demostré que la
exposicion temprana de los machos a las hembras, aumentara la probabilidad

de que los machos se vuelvan sexualmente activos, pero no evitara que algunos



machos estén orientados hacia los machos o tengan un desempefio bajo. Las
ratas de laboratorio (en este caso machos), inmediatamente después del
destete, son asignados a cajas con individuos de su mismo sexo (separados de
las hembras). Estudios anteriores (Katz et al., 1988; Zenchak & Anderson, 1980)
han probado la hipétesis de que la exposicion exclusiva a los machos después
de la crianza y la falta de experiencias sociales con las hembras podrian conducir
a preferencias orientadas hacia los machos. Algunas otras hipétesis que podrian
dar explicacion al desarrollo de preferencias sexuales entre individuos del mismo
sexo son la existencia de diferencias cerebrales (estructuras cerebrales
sexualmente dimdrficas), determinantes genéticos y un procesamiento sensorial

diferencial (principalmente olfativas) (Zenchak & Anderson, 1980).

Para los machos, el indice de preferencia se calcula dividiendo el tiempo que
pasa el macho experimental con el incentivo hembra entre la sumatoria del
tiempo que pasa el macho experimental con el incentivo macho mas el tiempo

gue pasa con el incentivo hembra.

P TH
Indice d a =
ndice de preferencia M +TH
TH:Tiempo que pasa con la hembra TM: Tiempo que pasa con el macho

Un indice de preferencia igual a 0.5 indica que el sujeto experimental no
tiene preferencia por ninguno de los dos estimulos. Un indice de preferencia
menor a 0.5 indica que el sujeto experimental tiene preferencia por la hembra
sexualmente receptiva y el puntaje de preferencia mayor a 0.5 indica preferencia

por el macho sexualmente receptivo.

9.4.2. Motivacion Sexual Incentiva (MSI)

La MSI fue evaluada en una caja central de acrilico negra (100 x 50 cm)
con dos compartimentos adicionales colocados en esquinas diagonalmente
opuestas por fuera de la caja principal (Figura 4). En cada compartimento
adicional se coloca a un animal estimulo, un macho sexualmente experto y una

hembra sexualmente receptiva. En el compartimento principal se coloca al



animal experimental. En esta prueba, el sujeto puede oler, escuchar y ver a los
sujetos estimulo (incentivos), pero no tiene contacto fisico con ellos ya que los
compartimentos adicionales estan divididos el uno con el otro por una malla de
alambre (Paredes, 2009; Ventura-Aquino et al., 2018). Se establecié una zona
incentiva (20 x 30 cm) contigua al compartimento de cada animal estimulo por
dentro del compartimento principal. Se registro el tiempo que pasan las ratas
experimentales en cada zona incentiva, asi como el nUmero de visitas a la
misma (Paredes, 2009; Portillo & Paredes, 2004). Cada sesion duré 10 minutos.
Previo a la prueba, se realizaron tres sesiones de 10 minutos cada una para la

adaptacion de los sujetos al ambiente experimental.

Zona incentiva

50cm

Zona incentiva

100 cm
30 cm

Figura 4. Paradigma donde se evalu6 la Motivacion Sexual Incentiva (MSI) Creado en: BioRender.com.

9.5. Cortes histologicos

Después de las 10 semanas de entrenamiento, las ratas fueron
anestesiadas intraperitonealmente con pentobarbital sédico a una dosis de 10
mg/kg. Se realizé perfusion intracardiaca con una solucion fisiol6gica (PBS) y

una solucion fijadora (PFA). Al finalizar se decapitaron con el fin de obtener los



cerebros. Los tejidos se fijaron con paraformaldehido al 4 % por una hora y
transcurrido este tiempo se transfirieron a un frasco con solucion de sacarosa al

30% y fueron etiquetados respectivamente.

La seleccion de los cerebros de las ratas fue de manera azarosa tomando
5 por cada prueba conductual (n=5 PPP; n=5 MSI, n=5 CTRL). Los cerebros se
cortaron coronalmente en un criostato Leica modelo CM 1850 a una temperatura
de -25 °C con un grosor de 30 pm cada uno y fueron almacenados en una
solucién anticongelante para su crioproteccién en un cuarto frio a 4 °C para su
posterior seleccion.

Para la seleccion de los cortes, se tomaron en cuenta Unicamente aquellas
secciones coronales donde se pudieran encontrar las estructuras cerebrales de
interés, el VMH, la AMY, el HPO y, por ende, las cinco regiones de interés (ROIs,
Regions Of Interest, por sus siglas en inglés) analizados CA1, CA3, DG, AMY e
VMH. Se seleccionaron aleatoriamente 4 cortes por rata de las coordenadas
correspondientes a los planos -2.12 mm, -2.56 mm, -3.14 mm y -3.6 mm respecto
a bregma para AMY, HPO e VMH tomando como referencia el atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson (Paxinos & Watson, 1997). Para las
estructuras anteriormente mencionadas, se analizaron un total de 20 cortes por

grupo y un total final de 60 cortes coronales.

Para los bulbos olfatorios se realizaron cortes coronales con el mismo
grosor y se seleccionaron 4 cortes por rata de las coordenadas 5.2 mm, 5.7 mm,
6.2 mmy 6.7 mm respecto bregma. De igual manera, se obtuvieron y analizaron
un total de 20 cortes por grupo y un total final de 60 cortes coronales para el

bulbo olfatorio. Asi, en total analizamos 120 cortes.

9.6. Inmunofluorescencia

Todos los cortes seleccionados recibieron cuatro lavados con PBS (0.1 M,
pH 7.2) por 3 minutos cada uno. Para desenmascarar los epitopos se utilizd
borohidrato de sodio al 0.5% durante 15 minutos y posteriormente se realizaron
3 lavados de PBS de 3 minutos cada uno. Se bloquearon las peroxidasas
enddgenas para evitar interferencia de sefiales propias del tejido con peréxido

de hidrégeno al 0.3% durante 30 minutos. Seguido, se realizaron 2 lavados de 5



minutos cada uno con PBT (Phosphate Buffered Saline with Tx-100, por sus
siglas en inglés) al 1% (Tx-100, para permeabilizar las membranas) y tres
lavados mas de 3 minutos cada uno en PBT al 0.1%. Los cortes se bloquearon
con Tx-100 en albumina al 1% durante 30 minutos y transcurrido este tiempo se
incubaron durante toda la noche, a una temperatura de 4°C con agitacion
constante, en anticuerpo primario anti SYP hecho en conejo con albumina
(1:1000), exceptuando al control negativo que se conservé en albumina al 1%. A
continuacion, todos los cortes se lavaron nuevamente en PBT al 0.1% tres veces
por tres minutos cada uno y se colocaron en una solucion de albimina al 1% con
PBT durante 30 minutos. Todos los cortes se incubaron durante 90 minutos en
anticuerpo secundario (Alexa 568 rojo Goat Anti-rabbit, 1:1000). Posteriormente,
se realizaron tres lavados de 3 minutos cada uno con PBT al 0.1% y se colocaron
en Hoechst (1:1000) por 10 minutos, una solucion de tincion nuclear que emite
fluorescencia azul (Figura 9). Por ultimo, los cortes se lavaron cuatro veces (3

minutos cada uno) con PBT al 0.1%.

9.6.1. Montaje

Los cortes se montaron en portaobjetos esmerilados y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Se utilizé6 Aqua-Poly/Mount como medio de montaje y se
colocaron los cubreobjetos. Se dejaron secar a temperatura ambiente, se
limpiaron con alcohol al 70% vy finalmente las laminillas se etiquetaron y se

mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta la toma de las imagenes.

9.7. Microscopia confocal y obtencion de imagenes

Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio confocal de barrido
laser (Zeiss LSM 700, Carl Zeiss, Jena, Alemania) con un objetivo de 10x/0.30 y
con el software ZEN 2012 (versidén 14.0.13.201, Carl Zeiss). La configuracion del
laser se mantuvo en 555 nm 2% (rojo) para sinaptofisina y 490 nm 2% (azul)
para Hoechst. Se establecieron y aplicaron los mismos parametros de
configuracion para todas las imagenes con un Master gain 936 para
sinaptofisina. Master gain es uno de los parametros de deteccion utilizado para
regular la saturacion de la imagen. Se utilizé la opcion Z-Stack 3 um y Tile Scan



25x19. Se obtuvieron un total de 80 imagenes por tratamiento y un total final de
240 imagenes. Posteriormente, se delimitaron los ROIs para amigdala, VMH
(Figura 5) e HPO (CAl, CA3 y DG) (Figura 5 y 6) con base en el atlas
estereotéxico de Paxinos (Paxinos & Watson, 1997) en el software Zen (version
2.1.57.100, Carl Zeiss) y se analizaron las imagenes para obtener la intensidad
volumétrica para sinaptofisina. En el bulbo olfatorio, la configuraciéon del laser se
mantuvo en 555 nm 3% (rojo) para SYP y 405 nm 0.2% (azul) para Hoechst. Se
establecieron y aplicaron los mismos parametros de configuracion para todas las
imagenes con un Master gain 942 para sinaptofisina y de 787 para Hoechst. De
igual forma, se utilizd la opcién Z-Stack 3 um y Tile Scan 5x5 para las

coordenadas 5.2 mmy 5.7 mmy de 5x8 para las coordenadas 6.2 mmy 6.7 mm.

Figura 5. Fotomicrografia confocal de barrido laser de la expresion de SYP en un corte coronal del cerebro de rata macho
con la delimitacion de los ROIs analizados (CAl, CA3, DG, AMY e VMH). DG: giro dentado; AMY: amigdala; VMH:
hipotadlamo ventromedial. Barra de escala: 1000 um.



Figura 6. Fotomicrografia confocal de barrido laser que muestra la delimitacién de los ROIs analizados en hipocampo. (A
y B) Delimitacién de CA1, CA3y DG en hipocampo. (A) Canal rojo (B) Canal LUT grey SYP. Aumento 10x



Figura 7. Fotomicrografia confocal de barrido laser del merge de la expresion de SYP y Hoechst (marcador de nucleos)

gue muestra las cuatro coordenadas analizadas en hipocampo: -2.12 mm, -2.56 mm, -3.14 mm y -3.60 mm con respecto

a Bregma. Aumento 10x.




Figura 8. Fotomicrografia confocal de barrido laser del merge de la expresion de SYP y Hoechst que muestra las cuatro

coordenadas analizadas en amigdala: -2.12 mm, -2.56 mm, -3.14 mm y -3.60 mm. Aumento 10x.




Figura 9. Fotomicrografia confocal de barrido laser del merge de la expresion de SYP y Hoechst en el DG del HPO. Las

flechas blancas sefialan algunos nucleos marcados con Hoechst. Aumento 20x.

9.8. Estereologia

Se utilizé la herramienta Z-Stack del programa ZEN del microscopio
confocal para seleccionar 3 um en el eje Z en cada corte de cada coordenada (4
cortes por rata, 20 cortes por tratamiento) por lo que analizamos 60 cortes totales
para HPO, AMY e VMH y 80 fotografias por grupo. El programa nos arroja 4
imagenes por coordenada obteniendo un total de 240 imagenes (Figura 7 y 8).
En bulbo olfatorio se analizaron la misma cantidad de cortes y se obtuvieron, de
igual forma, 240 imagenes para analizar. De cada imagen se obtuvo la intensidad
volumétrica para SYP de los ROIs: CAl (exceptuando la coordenada
correspondiente al plano -3.14 mm puesto que en ésta no se muestra CA1l

tomando como referencia el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (1997)),



CA3, DG, AMY, VMH, MOB y AOB, (éste ultimo solamente en las coordenadas
5.7 mmy 6.2 mm ya que en las coordenadas previas tampoco se muestra el ROI
AOB en el atlas Paxinos). Al ser areas bilaterales se realiz6 el promedio de
intensidad volumétrica bilateral para SYP y se obtuvieron 1,140 datos para su
posterior analisis estadistico para AMY, VMH e HPO (Figura 10), y para bulbo

olfatorio se obtuvieron un total de 480 datos para analizar.

‘ 2 4 fotografias

n=5 ¢/grupo |

MSI

— PP -—
CTRL
3 grupos
1620 datos
7 ROIs

Figura 10. Representacion esqguematica del numero total de fotografias por coordenada y por profundidad (3 pm por

corte) para bulbo olfatorio, HPO, AMY e VMH, Creado en: BioRender.com.

9.9. Andlisis estadistico

9.9.1. Analisis de conducta sexual en MSly PPP

La prueba de Shapiro-Wilk arrojé que los parametros de conducta sexual
dentro de cada grupo durante las 10 sesiones (niumero de montas, niumero de
intromisiones, latencia de montas y latencia de intromision) no se distribuyeron
normalmente, por lo que utilizamos las pruebas de Friedman y Dunn’s (p<0.05)

como prueba post-hoc no paramétricas para analizar los datos. (Tabla 1y 2).



En la prueba de PPP se contabilizd el tiempo que pasaron los animales
experimentales en el compartimento de cada animal estimulo, asi como también
se registraron los parametros sexuales. Los datos se analizaron mediante un
ANOVA de dos vias (tiempo con cada animal estimulo y sesiones, p<0.05) para
medidas repetidas en el factor sesion y una prueba Tukey como prueba post-hoc
(Figura 11).

En la prueba de MSI, se contabilizé en las semanas 1, 5y 10 el tiempo
que pasaron las ratas experimentales en la zona incentiva de cada animal
estimulo mediante un ANOVA de dos vias (tiempo con cada animal estimulo y
sesiones) para medidas repetidas en el factor sesién y una prueba Tukey como
prueba post-hoc (Figura 11). En las semanas intermedias los animales tuvieron
sesiones de copula normal y se registraron los pardmetros de conducta sexual
los cuales fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de Friedman y

Dunn’s como prueba post-hoc. (Tabla 1y 2).

9.9.2. Analisis de intensidad volumétrica de SYP en PPP y MSI y grupo control.

Bajo la prueba de Shapiro-Wilk (p<0.05) se observo que los datos de intensidad
volumétrica para SYP de cada una de las estructuras analizadas (ROIs) no se
distribuyeron normalmente, por lo tanto, fueron analizados con la prueba no

paramétrica Kruskal Wallis y Dunn’s como post hoc.

9.9.3. Analisis de intensidad de SYP en los grupos PPP, MSl y control por
coordenada.

Se realizé un analisis de la intensidad de SYP por coordenada ya que no

hay investigaciones de la actividad neuronal a través del eje antero-posterior.

Con respecto a los datos de intensidad de SYP por grupo y coordenada,
la prueba Shapiro Wilk, mostré que los datos no se distribuyeron normalmente,
por lo tanto, se realizé un analisis no paramétrico para comparar la intensidad de
sinaptofisina entre coordenadas dentro del mismo grupo utilizando la prueba

Kruskal Wallis seguida de la prueba Dunn’s como prueba post hoc.



Por otro lado, para comparar la intensidad de sinaptofisina entre grupos

se realizo una prueba de U de Mann-Whitney.

Todo el andlisis estadistico fue realizado en el software Sigma Plot version
11.0.



10. RESULTADOS

10.1. Parametros registrados en la conducta sexual

Los datos de los parametros registrados en la prueba de MSI se muestran
en la Tabla 1. No se observaron diferencias significativas en la latencia de monta,
pero si se observa una disminucion significativa en la latencia de intromision (y()=
18,302, p=0.006) en la sesion 4, 6, 7, 8 y 9 con respecto a la sesion 2. Con
respecto al niumero de montas se observé un aumento significativo (y )= 15.444,
p=0.016) en la sesidn 6 con respecto a la sesién 3y 2. Con respecto al nUmero
de intromisiones también se observé un aumento significativo (ye)= 18.302,

p=0.006) en la sesion 3, 6, 7, 8 y 9 con respecto a la sesion 2.

Tabla 1. Latencias de monta e intromision (en segundos) y numero de montas e
intromisiones en el grupo MSI, en las semanas que copularon cuando no
realizaron la prueba de MSI. Los datos representan la media y el error estandar
de la media.

Latencia de monta Latencia de intromisioén No. montas No. intromisién
Sesién Media + SE n Sesion Media + SE n Sesién Media + SE n Sesién Media + SE n
2 351 + 14.7 9 2 622.8 + 184 8 2 10.8 + 3.1 10 2 8.6 + 3.4 10
3 269.88 + 171 9 3 430.2 + 168.6 9 3 8.4 + 2.2 10 3 22 + 5.8 # 10
4 149.1 + 38.6 | 1@ 4 334 + 97.8 * 10 4 8.4 + 2.6 10 4 29 + 3.2 10
6 97.6 + 18.9 10 6 397,22 + 133,38 * 9 6 24.1 + 4.7 + | 18 6 20 + 5.7 # 9
7 124.5 + 22.8 10 7 251 + 74.16 * 10 7 13.8 +2.3 10 7 22.3 + 3.2 # 10
8 186.3 + 99.8 | 1@ 8 358.9 + 112.89 * 1e 8 27.6 + 8.1 10 8 21.3 + 4 & 10
9 125.6 + 44.2 | 10 9 295.2 + 75.60@ * 10 9 23 + 4.8 10 9 26.8 £ 5.7 # | 10

* Diferente de la sesién 2, P<0.05.
+ Diferente de las sesiones 3y 2, P<0.05.
# Diferente de la sesion 2, P<0.05.

Los datos de los parametros registrados en la prueba PPP se muestran
en la Tabla 2. Se observé una disminucion significativa en la latencia de monta
(y=103.097 con 14 grados de libertad, p=0.001) asi como en la latencia de
intromision (y=41.314 con 9 grados de libertad, p=0.001) ambas en las sesiones
3, 5,9y 10 con respecto a la sesidon 1. De igual forma, se observo un incremento
significativo tanto en el numero de montas (y= 29.605 con 9 grados de libertad,
p=0.001) como en el niumero de intromisiones (y= 50.428 con 9 grados de

libertad, p=0.001) de la sesién 10 con respecto a la sesion 1.



Tabla 2. Latencias de monta e intromision (en segundos) y numero de montas e
intromisiones en el grupo PPP. Los datos representan la media y el error
estandar de la media.

Latencia de monta

Latencia de intromisién

No. montas

No.

intromision

Sesiodn

Media + SE

Sesion

Media + SE

Sesidn

Media + SE

Sesidn

Media + SE

428.3 + 180

398.7 + 82.4

9.75 £ 8.3

6.1 + 1.4

90.2 + 21 *

158.5 + 62.8 *

4.8 1.8

12.5 + 2.2

144 + 24 *

129.7 + 25.4 *

O |lw | o |~

+
6.8 + 1.3
+

16.1 + 1.2

O e | o |~

169.6 + 41.5

93.6 + 21.9

5.3 1.4

18.2 + 2.1

O~ v |w|e

81.2 + 27.0 *

|00 |00 |V | W

W N |wv|w|e

65.3 + 25.5 *

W |~ (v w | =

2.9 +1

O |00 G0 | v | 0O

W |~ v w | =

16.8 + 3.2

79 + 31.6 *

126.1 + 43.3 *

1e

7.4 + 1.8 *

21.3 + 1.5 *

10

*Diferente de la sesién 1, p<0.05.

Al analizar el tiempo que las ratas experimentales pasaron en la zona
incentiva de la hembra sexualmente receptiva y en la zona del macho
sexualmente experto en la prueba de PPP, se observo un aumento significativo
(F(1)=15.811, p=0.001) en la cantidad de tiempo que permanecié el macho en la

zona incentiva de la hembra, en la sesion 2 hasta la sesion 10 (Figura 11 A).

Se observa un aumento significativo en el tiempo que permanecio el
macho en el compartimento de la hembra (F1)=5.317, p<0.001) en las sesiones
8, 9 y 10 con respecto a la sesion 1 (Figura 11 A). De igual forma, también
observamos una disminucion significativa en el tiempo que el macho pasa en el
compartimento del estimulo macho (F)=5.317, p<0.001) en las sesiones 2, 4, 5,
6, 7,8, 9y 10 respecto a la sesion 1 (Figura 11 A). Estos resultados nos reflejan
la adquisicion de experiencia por parte del macho al aumentar, a través de las
sesiones, el tiempo que pasa en el compartimento de la hembra y disminuyendo

el tiempo que pasa con el macho desde la segunda sesion (Figura 11 A).

Con respecto a la prueba MSI, al analizar el tiempo que las ratas
experimentales pasaron en el compartimento de la hembra estimulo con
respecto al del macho estimulo, observamos un aumento significativo en el
compartimento de la hembra (F1)=27.36, p<0.001) en la sesion 5 (q=5.182,
p=0.001) y la sesién 10 (g=6.367, p=0.001) (Figura 11 B) lo que refleja que el
macho experimental pasa mas tiempo con la hembra que con el macho estimulo

a lo largo de las sesiones.
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Figura 11. Tiempo en segundos que pasaron las ratas experimentales en los compartimentos de la prueba PPP, durante
10 sesiones (A) y tiempo en segundos que pasaron los sujetos en las zonas incentivas de la prueba MSI sesiones 1, 5y
10 (B). Ambos con una n=10. Los datos representan la media y el error estandar de la media. * Diferencia significativa
del tiempo que pasa el macho en el compartimento de la hembra con respecto al del macho en la misma sesién, p<0.05.
# Diferencia significativa del tiempo que pasa el macho en el compartimento de la hembra en las sesiones con respecto
a la sesioén 1, p<0.05. + Diferencia significativa del tiempo que pasa el macho en el compartimento del macho estimulo
en las sesiones con respecto a la sesién 1, p<0.05.

10.2. Intensidad de SYP

10.2.1. Intensidad volumétrica de SYP para las Prueba de Preferencia de Pareja
(PPP), Motivacion Sexual Incentiva (MSI) y control.

En el MOB se encontraron diferencias significativas (p=0.003) y tras la
prueba de Dunn’s como prueba post-hoc se observan diferencias significativas
(H2=8.966, Q=2.958, p<0.05) entre el grupo MSI y el grupo control (Figura 12
A). En AOB, no se observaron diferencias significativas (p=0.088) entre ninguno

de los grupos (Figura 12 B).

No se observaron diferencias significativas en CAl (H)=1.054, p=0.379),
tampoco en CA3 (H2=1.833, p=0.202) ni en VMH (H=1.084, p=0.369,) (Figura
13 A, 13 B y 13 E, respectivamente). Sin embargo, en AMY observamos un
aumento significativo en la intensidad de SYP (Q=3.600, p=0.038) entre el grupo
MSI con respecto al grupo control (Figura 13 D y 15).

De igual forma, en DG observamos diferencias significativas entre grupos

(H2=4.629, p=0.032) por lo que se realizo6 la prueba post-hoc de Dunn’s y arrojé



un aumento significativo (p=0.011) de la intensidad volumétrica de SYP en el
grupo PPP con respecto al grupo control (Figura 13 Cy 14).
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Figura 12. Intensidad de sinaptofisina volumétrica (4 coordenadas) entre los grupos CTRL, MSIy PPP en los 2 ROIs (A)
MOB Y (B) AOB de bulfo olfatorio. Los datos representan la mediay el error estandar de la media. * Diferencia significativa
con respecto al grupo control con una p<0.05. CTRL: Control; MSI: Motivacion Sexual Incentiva; PPP: Prueba de
Preferencia de Pareja; MOB: Bulbo Olfatorio Principal; AOB: Bulbo Olfatorio Accesorio.
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Figura 13. Intensidad de sinaptofisina entre los grupos CTRL, MSI y PPP en (A) CAl del hipocampo (B) CA3 del
hipocampo (C) DG del hipocampo (D) AMY (E) VMH. Los datos representan la media y el error estandar de la media.
*Diferencia significativa con respecto al grupo control p<0.05. CTRL: Control; MSI: Motivacion Sexual Incentiva; PPP:

Prueba de Preferencia de Pareja; DG: Giro dentado; AMY: Amigdala; VMH: Hipotalamo ventromedial.



Figura 14. Fotomicrografia confocal de barrido laser de la expresion de sinaptofisina en el hipocampo en los dos grupos
experimentales (PPP y MSI) y el grupo control (CTRL) tras la técnica de inmunofluorescencia. Aumento 10x a la izquierda
y 20x a la derecha mostrando el DG del HPO. n=5 por grupo. PPP: Prueba de preferencia de pareja. MSI: Motivacion

sexual incentiva. CTRL: control.

Figura 15. Fotomicrografia confocal de barrido laser de la expresion de sinaptofisina en AMY e VMH en los dos grupos
experimentales (PPP y MSI) y en el grupo control (CTRL) tras técnica de inmunofluorescencia. Aumento 10x ala izquierda
y 20x a la derecha mostrando AMY. Barra de escala: 1000 um. n=5 por grupo. PPP: Prueba de preferencia de pareja.
SIM: Motivacion sexual incentiva. CTRL: control.



10.2.2.Intensidad de SYP por coordenada para las Prueba de Preferencia de
Pareja (PPP), Motivacion Sexual Incentiva (MSI) y control.

Se analiz6 la expresion de sinaptofisina por coordenada de los ROIs MOB y
AOB (Figura 19). Las coordenadas fueron 5.12 mm, 5.7 mm, 6.12 mmy 6.7 mm

respecto bregma.

Con respecto al andlisis intragrupal por coordenada en MOB de PPP se
encontraron diferencias significativas (p<0.001) en la coordenada 5.2 mm con
respecto a las coordenadas 5.7 mm (q=5.417), 6.2 mm (q=4.503) y 6.7 mm
(q=4.369). No se encontraron diferencias significativas en MOB en ninguna
coordenada en el grupo control (p=0.288) ni en MSI (p=0.685) (Figura 16 A).
Para el AOB no se encontraron diferencias significativas en control (U=107.000,
T=243.000, p=0.440), MSI (U=199.000, T=411.000, p=0.316) ni PPP
(U=131.000, T=479.000, p=0.064) (Figura 16 B).

El andlisis intergrupal de MOB mostré diferencias significativas en la
coordenada 5.2 mm (U=27.000, T=163.000, p<0.001), en la coordenada 5.7 mm
(U=14.000, T=150.000, p=<0.001), en la coordenada 6.2 mm (U=10.000,
T=146.000, p=<0.001), y la coordenada 6.7 mm (U=19.000, T= 155.000,
p=<0.001) entre el grupo MSI con respecto al grupo control (Figura 16 A). De
igual forma, en MOB se encontraron diferencias significativas en la coordenada
5.2 mm (U=21.000, T=157.000, p=<0.001), en la coordenada 5.7 mm (U=39.000,
T=175.000, p=<0.001), la coordenada 6.2 mm (U=26.000, T=162.000, p=<0.001)
y la coordenada 6.7mm (U=7.000, T=143.000, p=<0.001) en el grupo PPP con

respecto al grupo control (Figura 16 A).

Al analizar el grupo MSI con respecto al PPP, se observaron diferencias
significativas en la coordenada 5.7 mm (U=65.000, T= 545.000, p=<0.001), y en
la 6.2 mm (U=105.00, T=505.000, p=0.011) (Figura 16 A).

Al analizar el AOB, se encontraron diferencias significativas en el grupo MSI
con respecto al grupo control en la coordenada 5.7 mm (U=40.000, T= 176.000,
p= <0.001) y en la coordenada 6.2 mm (U=42.000, T= 178.000, p=<0.001)

(Figura 16 B). En el mismo ROI no se encontraron diferencias significativas entre



el grupo PPP y control en la coordenada 5.7 mm (U=101.000, T=237.000,
p=0.062) ni en 6.2 mm (U=156.000, T=300.000, p=0.911). Para AOB entre los
grupos experimentales (MSI vs PPP), no hubo diferencias significativas en la
coordenada 5.7 mm (U=174.000, T=436.000, p=0.490) pero si en la coordenada
6.2 mm (U=66.000, T=544.000, p=<0.001) (Figura 16 B).
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Figura 16. Intensidad de SYP entre los tres grupo (MSI, PPP y CTRL) en los 2 ROIs analizados por coordenada: (A) MOB
y (B) AOB. * Representa diferencias significativas entre coordenadas de cada grupo con una p<0.05. +Representan
diferencias significativas entre grupo CTRL y grupo experimental, ya sea MSI o PPP con una p<0.05. # Representa

diferencias significativas entre los grupos experimentales.

Hoechst

Figura 17. Fotomicrografias confocal de barrido laser que muestra la expresion de de SYP (A), la expresion de Hoechst,
marcador nuclear que emite fluorescencia azul (B) y merge de Ay B (C) en el bulbo olfatorio coordenada 6.7 mm respecto
Bregma. Barra de escala: 500 pm. Aumento 10x.



De igual forma, analizamos la expresion de sinaptofisina por coordenada de los
ROIs GD, CAl, CA3 (Figura 7), AMY y VMH (Figura 8). Las coordenadas fueron

-2.12 mm, -2.56 mm, -3.14 mm y -3.60 mm respecto bregma.

De forma intragrupal, con respecto al VMH, se observaron diferencias
significativas (p=0.001) en el grupo CTRL en las coordenadas -2.12 mm con
respecto a la -3.14 mm (Figura 18 E) y en el grupo MSI observamos diferencias
significativas (p=0.001) entre la coordenada -2.12 mm con -2.56 mm, -3.14 mm
y -3.60 mm (Figura 18 E).

Con respecto a la AMY se observaron diferencias significativas (p=0.001)
entre las coordenadas -2.12 mm vs -2.56 mm, -2.12 mmvs -3.14 mmy -3.14 mm
vs -3.60 mm en el grupo CTRL (Figura 18 D). En el MSI observamos diferencias
significativas (p=0.001) en AMY en la coordenada -2.12 mm con respecto a las
coordenadas -2.56 mm, -3.14 mm y -3.60 mm (Figura 18 D). De igual forma,
hubo diferencias significativas en AMY en la prueba PPP (p=0.001) entre las
coordenadas -2.12 mm vs -2.56 mm, -3.14 mm vs -2.56 mm y -3.60 mm (Figura
18 D).

Con respecto a los ROIs de HPO, no se encontraron diferencias significativas
en CAly CA3 en ninguna coordenada. En DG en la prueba PPP se encontraron
diferencias significativas (p=0.009) en la coordenada -2.12 mm con respecto a

las coordenadas -2.56 mm, -3.14 mm y -3.60 mm (Figura 18 C).

Analizamos los datos entre grupos. En este analisis, con respecto al VMH,
en la coordenada -2.12 mm observamos diferencias significativas entre los
grupos experimentales (U=92.000, T=365.000, p=0.032). En la coordenada -2.56
mm también observamos diferencias significativas entre los experimentales
(U=55.000, T=401.000, p=<0.001). Con respecto a la coordenada -3.14 mm se
observaron diferencias entre el grupo control vs MSI (U=84.000, T=194.000,
p=0.002) y entre control y PPP (U=66.000, T=276.000, p=<0.001) y por ultimo,
en la misma coordenada pero entre los grupos experimentales (U=95.000,
T=305.000, p=0.005) (Figura 18 E).

Con respecto a la AMY el analisis entre grupos, se encontraron diferencias
significativas (U=82.000, T=374.000, p=0.014) entre los grupos experimentales
(MSIl y PPP) en la coordenada -2.12 mm (Figura 18 D). En la coordenada -2.56



mm de ese mismo ROI hubo diferencias significativas entre los grupos
experimentales (U=32.000, T=424.000, p=<0.001) y entre el grupo control y MSI
(U=96.000, T=360.000, p=0.043) (Figura 18 D). En la coordenada -3.14 mm
observamos diferencias significativas (U=74.000, T= 284.000, p=<0.001) entre
el grupo control vs MSI y al PPP (U=43.000, T=253.000, p=<0.001) y entre MSI
y PPP (U=87.000, T=297.000, p=0.002) (Figura 18 D). Al analizar la coordenada
-3.60 mm en AMY se encontraron diferencias significativas entre los grupos
experimentales (U=104.000, T=506.000, p=0.010) (Figura 18 D).

No se encontraron diferencias significativas en CA1 del HPO. Sin embargo,
hubo diferencias significativas en CA3 (U=82.000, T=218.000, p=0.014) y en DG
(U=63.000, T=199.000, p=0.002) en el grupo PPP con respecto al grupo control
en la coordenada -2.12 mm. En la misma coordenada en DG también se
encontraron diferencias significativas (U=53.000, T=131.000, p=0.010) entre MSI
y PPP.



Intensidad de SYP

Intensidad de SYP

Figura 18. Intensidad de SYP entre los tres grupo (MSI, PPP y CTRL) en los 5 ROIs analizados por coordenada:
hipocampo (A) CA1, (B) CA3, (C) DG, (D) AMY y (E) VMH. * Representa diferencias significativas entre coordenadas de
cada grupo con una p<0.05. + Representa diferencias significativas entre grupo CTRL y grupo experimental, ya sea MSI
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Figura 19. Fotomicrografia del merge de la expresion de SYP y Hoechst. Se muestran los ROIs de MOB y AOB para las

cuatro coordenadas analizadas (A) 5.12 mm (B) 5.70 mm (C) 6.12 mm y (D) 6.7 mm. Barra de escala: 500 pm. Aumento
10x.




11. DISCUSION

Esta investigacibn demostro a través de la expresion de SYP, plasticidad

neuronal en algunas estructuras cerebrales que modulan la conducta sexual.

Sugerimos que el aumento de la intensidad de SYP en DG en la prueba de
preferencia de pareja (PPP) con respecto al grupo control fue debido a que el
DG es un sitio de neurogénesis, proceso a partir del cual se provoca una mejora
en el funcionamiento del cerebro y se aumentan los comportamientos
adaptativos como la conducta sexual. De hecho, la neurogénesis es considerado
como un mecanismo adaptativo neurobiologico (Leal-Galicia et al., 2019). El
estrés es uno de los principales causantes de la inhibicion neurogénica
hipocampal. Diversos estudios (Kim et al., 2013) han reportado que la actividad
sexual genera cierta neuroproteccion ante el estrés cronico, protegiendo asi, la
neurogénesis hipocampal. Leuner y colaboradores (2010) han reportado que
una sola interaccion sexual puede incrementar la proliferacion hipocampal y que
14 dias consecutivos de 30 minutos de interaccion sexual generan un incremento
significativo de neurogénesis hipocampal asi como también un incremento en la

densidad y la longitud de espinas dendriticas.

El hipocampo tiene estrecha relacion con el tabique, los cuerpos
mamilares, el hipotdlamo y la amigdala, por lo que cualquier estimulacion de
estas regiones estimula también al hipocampo (Fogwe et al., 2021). Al
hipocampo se le confieren funciones de toma de decisiones, almacenamiento de
informacion y en animales inferiores la de responder a invitaciones sexuales por
la deteccion de feromonas, discriminacion olfativa, entre otros (Fogwe et al.,
2021). De igual forma, se sabe que el hipocampo es una estructura relacionada
fuertemente con funciones de aprendizaje y memoria. Como se menciono
anteriormente, en ambientes cambiantes y complejos, como los ambientes
naturales, los animales deben ir en busca de una pareja sexual potencial ya que
a pesar de que la conducta sexual no es considerada como una conducta
motivada primaria como lo es comer o beber, es indispensable para la
supervivencia de la especie. Para lograr esto, se sugiere que se necesita una
mayor capacidad de aprendizaje, mejores habilidades y mejor memoria

visuoespacial (Leal-Galicia et al., 2019).



La neurogénesis adulta hipocampal es un fendmeno de plasticidad
sinaptica tanto funcional como estructural. En esta investigacion, el aumento de
SYP lo relacionamos con un cambio estructural (nacimiento de nuevos contactos
sinépticos) ya que la SYP se ha asociado como marcador confiable que puede
utilizarse para determinar la distribucion y densidad de sinapsis nuevas y
funcionales (Glantz et al., 2007; Li et al., 2010; Tata et al., 2021). Sin embargo,
esto es Unicamente una inferencia debido a que actualmente no se sabe si las
nuevas sinapsis observadas y este cambio estructural, reflejadas con el aumento
de la intensidad de SYP, trae consecuencias funcionales o no. Hace falta el
desarrollo de técnicas que nos permitan dilucidar este ultimo punto. Gracias a
circuitos neuronales preexistentes y a la conectividad sinaptica que el giro
dentado tiene con &areas como la corteza entorrinal, se puede llegar a la
integracion de nuevas neuronas con la participacion de factores como
neurotransmisores que promueven y modulan su supervivencia. Asi pues, la
neurogénesis contribuye a la plasticidad de circuitos ya existentes (Toda & Gage,
2018).

Se sabe que la neurogénesis adulta hipocampal depende de factores
como la experiencia. Consideramos que, en el presente trabajo, la experiencia
sexual adquirida contribuy6 a los cambios plasticos observados por el aumento
de SYP en los grupos experimentales con respecto al grupo control, el cual no
estuvo expuesto la experiencia sexual por lo que podemos sugerir que la
neurogénesis hipocampal que observamos en este estudio mejoro el rendimiento
sexual en individuos con experiencia sexual. Se sabe que la plasticidad neuronal
trata de disminuir los efectos de algunas lesiones produciendo la reorganizacion
sinaptica estructural y/o funcional, por ejemplo, Aguilar-Arredondo vy
colaboradores (2017) indujeron dafio neurotéxico en el hipocampo de ratas,
especificamente en el DG, con la infusion de &cido kainico y observaron un
aumento de las proteinas SYP y Arc (Activity-Regulated Cytoskeleton-associated
protein, por sus siglas en inglés), asi como un aumento en la actividad neuronal
de los animales dafiados tras inducir una tarea de exploracion espacial como
experiencia conductual. Este tipo de estudios apoyan nuestros resultados, ya
gue observamos un aumento de SYP en el DG inducido por la experiencia

sexual.



Con respecto al aumento de SYP observado en la AMY en el grupo MSI
con respecto al grupo control, creemos que es debido a que este es un sitio de
asociacion de informacion dado que recibe proyecciones de todas las
modalidades sensoriales y es una de las regiones mas relacionadas con
aspectos motivacionales y aspectos gratificantes (O’Connell & Hofmann, 2011).
De igual forma, se le atribuye la capacidad de formar asociaciones entre las
entradas sensoriales actuales y la experiencia previa (Sah et al., 2003), por lo
gue la experiencia sexual adquirida durante 10 semanas se puede asociar con
este incremento observado. Esto nos sugiere que la participacion de la amigdala
dentro de estos circuitos neuronales involucrados en la conducta sexual, es
fundamental en la fase motivacional la cual hace referencia a la etapa pre-
copulatoria donde se expresan conductas de acercamiento y aproximacion hacia
el estimulo con propiedades gratificantes (en este caso, una hembra

sexualmente receptiva), sin la cual la ejecucion sexual no se llevaria a cabo.

De igual forma, la importancia de la amigdala en la etapa motivacional se
ve reflejada en el hecho de que esta region presenta conexiones directas con el
bulbo olfatorio ayudando a procesar sefales olfativas sexualmente relevantes
como la orina u otros olores del conespecifico. Se sabe que el érgano
vomeronasal (VNO) coordina sefiales quimicas (feromonas) importantes para los
comportamientos de acercamiento y que tiene aferencias directas hacia el bulbo
olfatorio accesorio (AOB), por lo que la pérdida de su funcidn limita la plasticidad
conductal en los patrones de comportamiento y, por tanto, se altera el

comportamiento sexual (Kikusui et al., 2018).

Diversos estudios han tratado de dilucidar las vias de sefializacion
dependientes del sexo utilizando sefiales olfativas sexualmente relevantes como
la orina. Asi, se identific6 en ratones machos, un patron de activacion
dependientes del sexo que va desde el AOB a la amigdala medial postero-dorsal
(MePD) que transmite mayoritariamente informacion sexualmente relevante de
la hembra (Kikusui et al., 2018). En este estudio se observd que el nimero de
neuronas positivas que responden a la orina femenina en la MePD fue
significativamente mayor que las que respondieron a la orina masculina tanto en
el MePD como en la amigdala medial posteroventral (MePV, por sus siglas en
inglés), es decir, la orina femenina activo la MePD en los ratones macho



induciendo comportamientos de montas opuesto a lo ocurrido con la orina
masculina que produjo activacion del MePV en las hembras (Kikusui et al., 2018).

Otro aspecto importante es que, la amigdala a su vez, envia proyecciones
a varios nucleos del hipotalamo como el VMH y la BNST, los cuales participan
en el control del comportamiento sexual y otras formas de comportamientos
sociales (Yang & Shah, 2016). Por esta razon, se considera a la amigdala como
region fundamental en las primeras etapas del comportamiento sexual (etapa
pre-copulatoria), siendo una estructura de relevo de informacion proveniente de
estimulos sexualmente relevantes y de diversos comportamientos sociales, o

cual observamos en este trabajo.

Nuestros resultados muestran una mayor intensidad de SYP en el MOB
para el grupo MSI con respecto al grupo control, lo que concuerda con estudios
en los cuales se ha observado que lesiones o la remocidn bilateral de los bulbos
olfatorios producen déficits en el comportamiento sexual en ratas macho
(Edwards et al., 1990; Kirkpatrick et al., 1994). Los bulbos olfatorios tienen una
influencia clara en la conducta sexual en roedores ya que este comportamiento
depende de la deteccion adecuada de estimulos del conespecifico. Estos, junto
con el giro dentado, son dos de los tres nichos neurogénicos actualmente
conocidos que permiten cierta flexibilidad y adaptabilidad en los circuitos
neuronales dependiendo del procesamiento diferencial de ciertos estimulos.

Al discutir por qué en el grupo PPP no hubo diferencias significativas en
la AMY, pero si en DG, aun sabiendo que se estan evaluando las dos etapas de
la conducta sexual, especulamos que es debido a que al evaluar Gnicamente la
motivacion se ve un aumento en aquellas estructuras mas relacionadas con esa
etapa (como la AMY). Sin embargo, cuando se evalla la ejecucién sexual, que
lleva aunada a la motivacion que es indispensable para la ejecucion, entonces la
motivacion se ve “opacada” por la sumatoria de las dos etapas y no se ve
reflejado este aumento del grupo PPP con respecto al grupo MSI, pero si del

grupo PPP con el grupo control.

Las investigaciones de la actividad neuronal a través del eje antero-posterior
en estas regiones cerebrales son nulas tanto en roedores como en humanos. Es
por ello que, en el presente trabajo, se quiso abrir paso al estudio de estas

estructuras y dilucidar si hay diferencias en la expresion de SYP a través del eje



antero-posterior. Como puede apreciarse en nuestros resultados, hay patrones
muy diferentes en la intensidad de SYP observada por coordenadas. En la
mayoria de los casos (no en todos los grupos ni en todas las regiones
analizadas), se ha observado que, en regiones anteriores (o rostrales), esto es
coordenadas -2.12 mm y -2.56 mm, hay mayor intensidad de SYP. Esta mayor
distribucion de SYP en regiones anteriores podria deberse a que en estas
coordenadas se recibe informacion del conespecifico de forma mas directa para

comenzar su procesamiento.

Por ultimo, una de las limitantes observadas en el presente trabajo se centra
principalmente en la imposibilidad de evaluar de manera Unica y separada la fase
de ejecucion sexual, ya que, como lo mencionamos anteriormente, la motivacion

sexual es indispensable para que se despliegue la copula como tal.

Con el objetivo de dar seguimiento a las demas estructuras que conforman el
circuito de recompensa sexual, a la fecha, estamos evaluando la intensidad de
SYP en estructuras cerebrales como el NAcc, la BNST y el MPOA. De igual
forma, al determinar si existen cambios plasticos en estas estructuras cerebrales
debido a la conducta y la experiencia sexual, nos permitird sugerir o implementar
futuras investigaciones en campos como la fisiologia y la morfologia,
identificando, por ejemplo, mecanismos sobre la liberacion hormonal y la
neurotransmision que se relacionen con cambios en la organizacion cerebral que

incluyan el nimero o el volumen neuronal inducidos por la conducta sexual.



12. CONCLUSIONES

El presente estudio muestra evidencia de que la ejecucion sexual, evaluada
a través de la Prueba de Preferencia de Pareja (PPP) indujo un incremento en la
expresion de SYP en el giro dentado del hipocampo mientras que la motivacion
sexual, evaluada a través de la Motivacion Sexual Incentiva (MSI) indujo también
un incremento de SYP, pero en la amigdala (AMY) y en el MOB. De manera
general, la conducta sexual como conducta motivada, induce cambios plasticos
en estructuras cerebrales pertenecientes al circuito de recompensa sexual. Los
cambios observados en estas estructuras son evidencia de que son nucleos

clave dentro de los circuitos que controlan las respuestas sexuales.
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