Instituto de
Fisiologia

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
PUEBLA

INSTITUTO DE FISIOLOGIA

PAPEL DEL CUIDADO MATERNO EN LA
CONDUCTA SEXUAL MASCULINA EN RATAS
DE ALTO (HY) Y BAJO (LY) BOSTEZO Y
SPRAGUE-DAWLEY

Tesis para obtener el titulo de:

DOCTORA EN CIENCIAS FISIOLOGICAS

PRESENTA:
M. C. MARIA DE LOS ANGELES DORANTES NIETO

DIRECTORES:
D. C. JOSE RAMON EGUIBAR CUENCA
D. C. MA. DEL CARMEN CORTES CUENCA

NOVIEMBRE/2019



INDICE

AGRADECIMIENTOS ....cocititritiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss sssssssssssssssssssnssanssssssssssssasssasssassssnens 6
RESUMEN ..octiiitiiminiemssninisssssssssssssssssssass sssssss s sssss snsssssssssssssssss ssssss sss snsss s s snssssssnssnssnsssassansnnssasane 8
7 N 3 8 7 O 12
1 INTRODUCCION ...oucuerrcrsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassans 16
1.1 LA CONDUCTA DEL BOSTEZO .....cccciiteeniiiinnniiinennieisnssssisnssssisnssssisssssssssssssssnssssssnssssssnssssssnsssssanssssss 16
1.2 LA CONDUCTA MATERNA .......ooetiiierreriernresissnesssssnnessssssssssssnesssssnnesssssnsessssnssssssanesssssnssssssanssssne 25
13 LA CONDUCTA MATERNA DE LA RATA DE LABORATORIO......c.cccccotiirmmmmmnsisnninnnmmnssssssssnnesssssssssssanes 25
1.4 REGULACION NEUROENDOCRINA DE LA CONDUCTA MATERNA.......ccceetrrermrneresnssessssesssessssssenssnes 29
1.5 LAS HORMONAS Y LA CONDUCTA MATERNA ......cccciiiiintiiisnneiisssnesissssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssss 31
1.6 LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA ......oueririernerrissnesisssnnesssssnssssssanesssssnsssssssnssssssnsesssssnssssssanassases 33
1.7 LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA DE LA RATA NORUEGA ALBINA DE LABORATORIO (Rattus

[0 Lo 1V 7=T e ol 7 L) N 42
1.8 EL AREA PREOPTICA IMEDIAL ......ucovrrenereerereeresesseessesssssessssesssessssssssssssnssssssesssssssensssssssssssnsssenssnes 52
1.9 EL COMPLEJO ENZIMATICO DE LA AROMATASA Y LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA ............... 54
1.10 LA DIFERENCIACION SEXUAL DEL CEREBRO EN LA RATA ALBINA DE LABORATORIO. .........cceuveneene 60
1.11 EL PATRON COPULATORIO EN GRUPOS RATAS MACHO DIFIERE AL EVALUAR GRANDES

POBLACIONES......cocotttiiinneniissnesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssasssssssassssssassssssss 66
1.12 LAS ERECCIONES DEL PENE Y SU REGULACION DOPAMINERGICA EN LA RATA ALBINA DE

LABORATORIO......ccoetiiiinnennissnnenssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssns 70
1.12.1 TIPOS DE ERECCIONES EN LA RATAMACHO ...cooiiieieeieee e, 76
1.12.2 EL NUCLEO PARAVENTRICULAR DEL HIPOTALAMO Y LOS PRINCIPALES NEUROTRANSMISORES

INVOLUCRADOS EN LAS ERECCIONES DEL PENE. ..ot 79

1.12.3 LA DOPAMINA Y LAS ERECCIONES DEL PENE ....ccvieiieeieeeieeeeieeieeiesaeseeseeesseeseeesesneesnsesnnessnens 79
2 ANTECEDENTES......co ot rressnssssrssssssssssssssssssssssssms ssssssssssssssssssssmssnssssssans snsnssensmssnsnnnes 82
2.1 LAS RATAS HY Y LY COMO UN MODELO DE DESORGANIZACION DEL PATRON COPULATORIO ..... 82
2.1.1 LAS RATAS HY Y SU FRECUENCIA DE BOSTEZO ....ccciiiiiiiiii 82



2.1.2

2,13

2.2

5.1

5.2

7.1

7.2

7.21
7.2.2
7.2.3

7.3

7.4

7.5
7.5.1

7.6

7.7

7.7.1
7.7.2
773
7.7.4

CORRELACION ENTRE EL BOSTEZO Y LA ERECCION DEL PENE ESPONTANEA E INDUCIDA POR

AGENTES DOPAMINERGICOS. ..eveveeeeeeeeereereeeeeeeeeaeeeseeseesessessessssssssesessessessessesssssssessessessessesnes 83
PATRON COPULATORIO EN RATAS HY Y LY ¢ ooeeeeeeeee oo eeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeeeeaseerseeeeeneenan 83
LOS CUIDADOS MATERNOS Y SU IMPACTO SOBRE EL PATRON COPULATORIO ......vveeeeeeeeeeerneens 90
LURY U 020 (07 X3 (0] R 93
HIPOTESIS «.ooeeeeeeeeeeeeesessasessessssessesessessssessessasessessssessasessessssessessasessesessessasessesssseasessasessees 94
(0] 33 ) 24 U 470 1 95
OBJETIVO GENERAL....cccvuttiteerereirereireseesesressesessessssessessssessssesssssssessssessssssssssssessssssssssssessssassesassesssss 95
OBJETIVOS PARTICULARES ... outeiititeireirereeeretreeceeeressesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnns 95
ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO ....corneressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesss 96
1% 024 0] D10 ) 00 1) 7 NPT 97
CONDICIONES GENERALES.....c.ctuittitireirereecreireseeeressesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassassnns 97
INTERCAIVIBIO DE CAINADAS .....cotuitiretireereresresseressessssessessssessssesssssssessssesssssssessssssssssssessssasssssssennns 97
AP AR EAINMIENTO ettt ettt et ettt eee s st s e e tasenean st sanstnsenssasesnsansensenssnsenssssesnsenssnsensensenses 97
PRENEZ Y PREPARACION DE LAS MADRES PARA EL INTERCAMBIO DE CAMADAS ......covveevennn. 97
INTERCAMBIO DE CRIAS Y OBSERVACION DE LA CONDUCTA DE LAS MADRES ...cvveevveeeeveennn, 98
REGISTRO DEL BOSTEZO Y LAS ERECCIONES ESPONTANEAS DEL PENE ....cceceeeveeeeereeeeessneeseesanees 101

QUINPIROLE .....uveeuverveisesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssessssssstssstssssssssssstssssssstssssssstesssssstssssesssssnsons 101
DETERMINACION DEL DESEMPENO SEXUAL .....ceveeeeereieieesseesessesssessessessssssessesssessessessessssssessesnes 102
PRUEBAS DE COPULA. ..ottt et e et eteeee et eteseeeteseseetereseeetereseesteseneeteneneeteneneeeeneneens 102

................................................................................................................................................... 103
ANALISIS ESTADISTICO ...eouviveeneereieeesesseseeseessessesssessesseesesssesssssessssssessesstsssessessesssessessessssssessessess 104
CONDUCTA MATERNA ...ttt et et et et e e eeeeeeeseseseeeae et eeeeeeeeeeeesesaeeeeeeeeseeesaseeesanenesaeaens 104
CONDUGCTAS BASALES.....eetetteeeeeeeeeeeeeeeeeeetetseseseseeeeseseesasoseteteseseseseseneseseaesassesesesssseseneasnesasaens 105
CONDUCTAS BAJO EL EFECTO DEL QUINPIROLE w...vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseeesennenaeaens 105
CONDUCTA SEXUAL .. tete e et etseseseseeaesese e sttt eseseseseseneneseassassesesenesnesenensnesasaens 106
RESULTADOS Y DISCUSION ...oeeeeeeeeesessssessesensessssessessasessessasessessasessesessessnsesseens 108



8.1

8.2

83

8.3.1
8.3.2
8.3.3
8.3.4
8.4

8.5

8.5.1
8.5.2
8.5.3
8.5.4

8.6

8.7

8.7.1

8.7.2

8.7.3

8.74

8.7.5

8.8

10

11

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 1: EVALUACION DE LA CONDUCTA MATERNA ......c.cceveeenenes 108

DISCUSION DEL EXPERIMENTO 1......coveueieeenneenenenesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 112

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 2: EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE LAS CONDUCTAS

BASALES BOSTEZOS Y ERECCIONES ESPONTANEAS DEL PENE..........ceeueurueeennnneeeseesesesensnens 116
FRECUENCIA DE BOSTEZO ESPONTANEO .....couvviuiriieiieeieieseie st sessesesans 116
ERECCIONES ESPONTANEAS DEL PENE........cviuieeiariiieeseessessssssesssessssssssssessssessessssssssssssessnsnes 117
EPISODIOS DE ASEO ... .ciiiiiiiiiiiiicitiet s 118
FRECUENCIA DE RASCADOS. ..ottt 119

DISCUSION DEL EXPERIMENTO 2......cceueurururneeesesesssseseessssssssssesesessssssssesessssssssssessssssssssssesessnes 120

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 3: EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE LA RESPUESTA DE
LAS CONDUCTAS DE ERECCIONES DEL PENE, BOSTEZOS, ASEOS Y RASCADOS AL AGONISTA

DOPAMINERGICO QUINPIROLE .......cevrueeeeceenesenssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssens 124
BOSTEZO ...ttt e 124
ERECCIONES DEL PENE ...uvviiiiiiiiiciicc e 126
EPISODIOS DE ASEOD ... .ciiiiiiiiiiiiicicci e 128
RASCADO ..ttt e 130

DISCUSION DEL EXPERIMENTO 3......cccetetrurrereeesnssssssesesesessssssesesssessssssssesessssssssesesssssssenssessssses 133

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 4: EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE EN LA CONDUCTA

SEXUAL MASCULINA.......cciittiiitiiiiiinniiieeiiiissanittesiissssssmesesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssesssns 141
CONDUCTA SEXUAL MASCULINA DE LAS RATAS SPRAGUE-DAWLEY, Y DE LAS SUBLINEAS DE
ALTO Y BAJO BOSTEZO SIN INTERCAMBIO DE CAMADAS.......ccccoiviiiiiiiiiiinie e 141
PORCENTAJE DE NO COPULADORES, COPULADORES LENTOS, COPULADORES PROMEDIO Y
COPULADORES PRECOCES EN RATAS SD, LY Y HY SIN INTERCAMBIO DE CAMADAS............... 145
EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE LA PROPORCION DE NO COPULADORES,
COPULADORES LENTOS, COPULADORES PROMEDIO Y PRECOCES........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiicns 146

EXPRESION DE LA ENZIMA AROMATASA DEL HIPOTALAMO DE NO COPULADORAS,
COPULADORAS LENTAS, COPULADORAS PROMEDIO Y PRECOCES EN RATAS SD, LY Y HY SIN

INTERCAMBIO DE CAMADAS. ......ooriiiiiimiiiineiinssessssssssssssssssssss s sss s s s s ssasonas 151
EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE LOS COMPONENTES DE LA CONDUCTA SEXUAL
MASCULINA. ..ottt 153

DISCUSION DEL EXPERIMENTO 4.......ocurrrrnrncrncssnssnssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssassassassssssens 161

DISCUSION GENERAL w..covvuuurersssssmsesssssssssssssssssssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssss 165

0001008 1L UL 10,11 3, 168

BIBLIOGRAFIA ....covvoeeerssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 169



La presente tesis se realizd con el apoyo de CONACYT, beca para Doctorado No. 164220.
También se contd con apoyos via proyectos de la Vicerrectoria de Investigacion y Estudios

de Posgrado, area de la salud 2015, 2016, 2017, 2018 y 2019; y CONACYT No. 243247 y
243333 a favor de los Dres. José Ramon Eguibar Cuenca y Ma. del Carmen Cortés

Sanchez.



Agradecimientos

A mis tutores, el Dr. José Ramén Eguibar Cuenca y a la Dra. Maria del Carmen Cortés
Sanchez, por su dedicacion, responsabilidad, asertividad y por el apoyo recibido en cada
momento.

A la M. en C. Araceli Ugarte y al M.V.Z. Omar Isidro Maldonado, integrantes del
Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor, quienes mas alla de su
trabajo, me brindaron su amistad, ensefianza y apoyo desinteresado para la realizacion de
esta tesis.

A mis revisores: Dr. Alejandro Clemente Moyaho Martinez, Dr. Gonzalo Flores Alvarez,
Dr. Julio César Morales Medina y al Dr. Raul Gerardo Paredes Guerrero, por las acertadas
observaciones que permitieron mejorar y enriquecer todos los aspectos de la tesis.

Al Psicélogo Héctor Alejandro Cepeda Freire por solidaridad y entusiasmo al realizar el
analisis estadistico del presente trabajo, ademas de su amistad y consejo.

A la Psicdloga Sandra Luz Rugerio Rojas por su, solidaridad, entusiasmo, amistad y por el
apoyo recibido en la realizacion de los diversos experimentos del presente trabajo.

A la M. C. Lilia Dias Espinosa por su amistad y ayuda en varias actividades y
experimentos.

A la Dra. Maria de los Angeles Carrasco Ruiz por su amistad y por la realizacion de los
experimentos de Western blot.

A Karely Espinoza por su apoyo en los ultimos experimentos.

A Dofla Emma Aguas Villegas por alimentarme a mi familia y a mi durante la realizacion
de este proyecto y de tratarme como a una hija.

A mis compafieros de laboratorio.



Dedico esta tesis a mi hijo y a mi madre.

De nifia leia fascinada acerca de los seres vivos que pablaban la selva amazonica, seres
extraordinarios, la vida parecia maravillosa, hoy tristemente esta desapareciendo, ¢la vida
humana tiene algun sentido?



RESUMEN

Las ratas Sprague-Dawley (SD), y las sublineas endogamicas de alto y bajo bostezo, HY y
LY (de sus siglas en inglés high-yawning y low-yawning, respectivamente), en diversos
estudios han mostrado diferencias en el despliegue de varias conductas. En una
investigacion previa acerca de la conducta materna, las ratas SD dedicaron mas tiempo a
permanecer el nido y menos tiempo a su autoaseo respecto a las madres HY y LY. Ademas,
las madres HY realizaron mas acarreos atipicos y construyeron nidos de mala calidad
respecto a las madres SD y LY. En otros reportes, los machos SD, LY y HY han mostrado
diferencias significativas en la frecuencia de bostezo basal, erecciones espontaneas del pene
y episodios de aseo en un ambiente novedoso y bajo el efecto de la administracion
sistémica de agonistas dopaminérgicos como el (-)-quinpirole. Finalmente se reporté que
varios componentes de la conducta sexual masculina obtuvieron diferencias significativas
en los tres grupos de ratas, en el cual las ratas macho SD mostraron mejor desempefio
sexual desde de la 12 sesion de cOpula y mejoraron con la experiencia sexual, a diferencia
de las ratas macho HY, en las cuales ya se habia observado que presentan un nimero mayor
de no copuladores respecto a las ratas SD y LY. Estas diferencias entre las sublineas
pueden estar, al menos parcialmente, originadas por la calidad y cantidad del cuidado que

proveen las madres de los tres grupos de ratas.

Con lo anterior nos dimos a la tarea en evaluar el papel de la conducta materna sobre el
bostezo basal, los episodios de aseo y las erecciones del pene espontaneas e inducidas con
la administracién sistémica de (-)-quinpirole y la conducta sexual masculina en los tres
grupos de ratas. Ademas, nos dimos a la tarea de medir la proporcion de machos no

copuladores, copuladores lentos, copuladores promedio y precoces en los machos SD, LY y



HY sin intercambio de camadas (controles) y los niveles de expresion de la enzima
aromatasa en cada tipo de copulador. Posteriormente medimos si la proporcion de cada tipo

de macho se modificaba en funcion del cuidado materno recibido.

Se obtuvieron hembras prefiadas de los tres grupos de ratas, al parir se realizd en
intercambio de camadas entre madres del mismo o diferente grupo de ratas, se evalud la
conducta materna en los dias 1, 3, 5y 7 postparto, a los machos descendientes de esos
intercambios y a los machos control se les registro el bostezo basal, los episodios de aseo y
erecciones espontaneas del pene a los 60 dias de edad, a los 90 dias de edad a algunos de
esos machos se les registraron esas mismas conductas pero bajo el efecto de varias dosis
sistémicas de (-)-quinpirole y a otros machos se les evallo la conducta sexual masculina en
cuatro pruebas de copula de 30 min cada 72 horas. Una semana después de terminados los
experimentos se sacrificaron a los machos y se disecé el cerebro para obtener estructuras
como el hipotdlamo y la corteza prefrontal las cuales fueron conservadas a -80 °C,
posteriormente se midid la expresion de la enzima aromatasa con Western blot en el

hipotalamo en los diferentes tipos de copuladores en los machos control.

Los resultados obtenidos mostraron que la conducta de bostezo, los episodios de aseo y
erecciones del pene espontaneas no fueron sensibles al cuidado materno, tampoco las
respuestas conductuales al (-)-quinpirole. Por lo que estads conductas y la sensibilidad al
agonista dopaminérgico D> puede estar determinado a factores genéticos, ya que por lo

menos el ambiente materno no tiene efecto en estas conductas.

La conducta sexual masculina fue muy sensible al intercambio de camadas, ya que la

latencia y nimero de montas e intromisiones se modificaron significativamente debido



principalmente al proceso de adopcion mas que por el tipo de madre que crio a los machos,

estas diferencias fueron significativamente mas notorias en los machos LY.

La proporcion de cada tipo de copulador fue significativamente diferente en los machos de
los tres grupos de ratas criados por sus madres biologicas. La proporcién de los machos con
una latencia de eyaculacion promedio fue mas alta en la cepa SD, los machos con una
latencia de eyaculacion lenta fue més alta en la sublinea LY; y los machos no copuladores y
machos con latencia de eyaculacion precoz fue mas alta en la sublinea HY. La expresion de
la enzima aromatasa fue significativamente mayor en los copuladores lentos SD respecto a
los copuladores promedio SD. No se encontraron diferencias significativas en la expresion
de la enzima aromatasa de los diferentes tipos de copuladores en la sublinea LY y HY, por
lo que la diferencia en la latencia de eyaculacién de los diferentes tipos de copuladores en
las dos sublineas puede deberse a diferencias en la expresion del receptor para estrogenos
alfa y/o a diferencias en la expresion del receptor para andrégenos o para progesterona a
nivel del area predptica medial o a nivel de otras estructuras involucradas en la regulacion
de la conducta sexual masculina como la amigdala y el bulbo olfatorio. También se podrian
hallar diferencias en el tono dopaminérgico en la corteza prefrontal medial y otras
diferencias neurofisiologicas en otros sitios integradores de la conducta sexual masculina
como el nacleo paraventricular del hipotalamo, el hipotdlamo lateral y el hipotalamo

ventromedial.

Los machos SD no cambiaron de manera significativa la proporcion de cada tipo de macho
debido al tipo de madre que los crio, ni debido a la adopcion. No se obtuvieron no
copuladores en los machos LY control, pero cuando fueron criados por madres SD y
madres adoptivas LY la proporcién de no copuladores fue mayor al 40% vy la proporcion de
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copuladores promedio disminuyd de un 54% a menos del 8%, de manera interesante,
cuando los machos LY fueron criados por madres HY la proporcion de cada tipo de
copulador fue similar al de los LY control con un ligero incremento de los machos
precoces. En la sublinea HY no hubo un cambio significativo en la proporcion de cada tipo
de copulador en funcion del tipo de madre que los crio a los machos, aunque hubo una
tendencia en el incremento de los machos copuladores promedio y precoces debido a la
adopcion. Nuestros resultados muestran que los machos LY fueron sensibles al cambio de
madre. Esta mayor sensibilidad de los machos LY puede deberse a que presentan un
fenotipo ansioso, en un trabajo previo se obtuvo que los machos LY exploran menos en el
campo abierto, la caja luz-oscuridad y el laberinto en cruz elevado respecto a los SD y HY,
Ademas los machos LY presentan una mayor concentracién de corticosterona en suero
sanguineo ante un estresor que los otros dos grupos de ratas. Las ratas HY parecen tener un
fenotipo resiliente, ya que suelen explorar mas el compartimento iluminado de la caja luz
oscuridad y los brazos abierto del laberinto en cruz elevado, ademas de tener una mejor

memoria espacial respecto a las LY.
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ABSTRACT
The Sprague-Dawley (SD) rats, and the high and low yawning inbred sublines, HY and LY

(high and low yawning, respectively), in various studies have shown differences in the
deployment of various behaviors. In a previous investigation of maternal behavior, SD
dams spent more time staying in the nest and less time in their self-grooming compared to
HY and LY dams. In addition, HY dams had more atypical retrievings and built poor
quality nests compared to SD and LY dams. In other reports, males SD, LY and HY have
shown significant differences in the frequency of basal yawning, spontaneous penile
erections and grooming episodes in a novel environment and under the effect of systemic
administration of dopamine agonists such as (-)-quinpirole. Finally, it was reported that
several components of male sexual behavior obtained significant differences in the three
groups of rats, in which SD male rats showed better sexual performance since the 1st
copulatory session and improved with sexual experience, unlike HY male rats, in which it
had already been observed that they present a greater number of non-copulators with
respect to SD and LY rats. These differences between the sublines may be, at least partially,
caused by the quality and quantity of care provided by the mothers of the three groups of

rats.

With the above we set out to evaluate the role of maternal behavior on basal yawning,
episodes of grooming and spontaneous penile erections or induced by the systemic
administration of (-)-quinpirole and male sexual behavior in the three groups of rats. In
addition, we were given the task of measuring the proportion of non-copulators, sluggish
copulators, average and rapid copulators in SD, LY and HY males without cross-fostering

and in-fostering manipulation and the aromatase enzyme expression levels in each type of
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copulator. Later we measured if the proportion of each type of male was modified

according to the maternal care received.

Pregnant females were obtained from the three groups of rats, when giving birth it was
carried out the in-fostering and cross-fostering of litters, the maternal behavior was
evaluated on days 1, 3, 5 and 7 postpartum. The male descendants of these infostering and
crossfostering and the control males (without in or crossfostering) were registered basal
yawning, episodes of grooming and spontaneous erections of the penis at 60 days of age, at
90 days of age some of those males were recorded the same behaviors but under the effect
of several systemic doses of (-)-quinpirole and other males were evaluated for sexual
behavior in four 30-minute copulatory tests every 72 hours. A week later the males were
sacrificed and the brain was dissected to obtain structures such as the hypothalamus and
prefrontal cortex which were stored at -80 °C, subsequently the expression of the aromatase
enzyme with Western blot was measured in the hypothalamus in the different types of

copulators in the control males.

The results obtained showed that yawning behavior, grooming episodes and spontaneous
penile erections were not sensitive to maternal care, nor were behavioral responses to (-)-
quinpirole. Therefore, this behaviors and the sensitivity to the D> dopamine agonist may be
determined to genetic factors, since at least the maternal environment has no effect on these

behaviors.

Male sexual behavior was very sensitive to cross and in-fostering, since the latency and

number of mounts and intromissions were significantly modified mainly due to the
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adoption process rather than the type of mother who raised the males, these differences

were significantly more noticeable in males LY.

The proportion of each type of copulator was significantly different in the males of the
three groups of rats raised by their biological mothers. The proportion of males with an
average ejaculation latency was higher in the SD strain, males with a slow ejaculation
latency was higher in the LY subline and non-copulatory males and males with rapid
ejaculation latency was higher in the HY subline. The aromatase enzyme expression was
significantly higher in the sluggish SD males compared to the average SD copulators. No
significant differences were found in the expression of the aromatase enzyme of the
different types of copulators in the LY and HY subline, so the difference in ejaculation
latency of the different types of copulators in the two sublines may be due to differences in
alpha estrogen receptor expression and/or differences in androgen or progesterone receptor
expression at the level of the medial preoptic area or at the level of other structures
involved in the regulation of male sexual behavior such as the amygdala and the olfactory
bulb. Differences in the dopaminergic tone in the medial prefrontal cortex and other
neurophysiological differences could also be found in other sites integrating male sexual
behavior such as the paraventricular nucleus of the hypothalamus, the lateral hypothalamus

and the ventromedial hypothalamus.

SD males did not significantly change the proportion of each type of copulators due to the
type of mother that raised them, nor due to adoption. Non-copulators weren’t obtained in
the LY control males, but when they were raised by SD mothers and LY adoptive mothers
the proportion of non-copulators was greater than 40% and the average copulators
proportion decreased from 54% to less than 8%, of Interestingly, when LY males were
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raised by HY mothers, the proportion of each type of copulator was similar to that of the
LY control with a slight increase in rapid copulators. In the HY subline there was no
significant change in the proportion of each type of copulator depending on the type of
mother that raised them to the males, although there was a tendency in the increase of the
average and rapid copulators due to adoption. Our results show that the LY were sensitive

to the change of dam.

This greater sensitivity of the LY males may be due to the fact that they have an anxious
phenotype, in a previous work it was obtained that the LY males explore less in the open
field maze, the light-dark box and elevated plus maze with respect to the SD and HY. In
addition, LY males have a higher concentration of corticosterone in blood serum after a
stressor than the other two groups of rats. HY rats appear to have a resilient phenotype, as
they tend to further explore the illuminated compartment of the dark light box and the open
arms of the elevated plus maze, in addition to having a better spatial memory with respect

to LY.
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1 INTRODUCCION

1.1 LA CONDUCTA DEL BOSTEZO

La conducta de bostezo es el fenotipo en base el cual han sido seleccionadas por endogamia
las ratas HY y LY a partir de la cepa Sprague-Dawley, por lo que es importante iniciar este

escrito describiendo esta conducta (Urba-Holmgren et al., 1990).

El bostezo es un comportamiento filogenéticamente antiguo mantenido a lo largo de la
evolucién y con poca variacién, que se puede observar en la mayoria de las especies de
vertebrados desde las etapas fetales hasta la vejez, por lo que se considera
ontogenéticamente primitivo (Guggisberg et al., 2010; Walusinski, 2013). El origen y la
funcion de este fendmeno conspicuo ha estado sujeto a especulaciones durante siglos

(Guggisberg et al., 2010).

El bostezo es altamente estereotipado y se inicia con una amplia abertura de la boca con
una inspiracion amplia, lenta y profunda, seguida de una breve interrupcién de los flujos de
ventilacion una vez que el térax esta lleno (el llamado estado acmé, que a menudo se
acompafa de estiramiento de las extremidades y oclusion ocular) y concluye con una corta
expiracion, acompafiada por la relajacion de todos los musculos participantes (Collins y

Equibar, 2010; Walusinski, 2013; véase Figura 1).

Se ha demostrado claramente la influencia de los ritmos circadianos en la frecuencia de los
bostezos, en los seres humanos el bostezo ocurre con mas frecuencia temprano en la
mafana y al final de la tarde, cerca del inicio del suefio y después del despertar, y puede
estar relacionado con la propension al suefio (Zilli et al., 2007). En las ratas HY la

frecuencia de bostezo es més alta justo antes de la fase oscura tanto con luz natural como
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artificial (véase Figura 2; Anias et al, 1984). El pico en el bostezo desaparecié cuando las
ratas fueron sometidas a condiciones de luz constante, lo que sugiere que este patron de
bostezo no se genera de manera endogena (Anias et al, 1984). Curiosamente, cuando estas
ratas fueron sometidas a un horario de alimentacion restringido de solo 2 h por dia, se
observo un aumento significativo en el bostezo justo antes de la alimentacion, lo que
sugiere que la anticipacion de los alimentos es capaz de funcionar como un zeitgeber para
la regulacion circadiana de bostezo (Holmgren et al., 1991). Se han reportado casos
similares de bostezos anticipatorios justo antes de alimentarse en animales del zooldgico,
como carnivoros, peces y monos, asi como en hienas salvajes, que bostezan repetidamente
mientras circundan a un animal muerto justo antes de comerlo (Collins y Eguibar, 2010).
Estos picos en el bostezo se correlacionan con el aumento de los niveles de corticoides
(Collins y Eguibar, 2010), un estudio con ratas Wistar ha demostrado la importancia de
estas hormonas del estrés, en el cual las ratas adrenalectomizadas no bostezaron y la
inyeccion de dexametasona restituyd la frecuencia normal de bostezo (Anias-Calderdn et

al., 2004).

Se han clasificado a los bostezos en diferentes tipos:

“Bostezo universal”, el cual es visto en casi todos los vertebrados, es asociado con el suefio
y el despertar, el hambre y la saciedad (Giganti et al., 2010; Giganti y Salzarulo, 2010;

Walusinski, 2013).

“Bostezo emocional”, el cual se ha observado s6lo en algunos mamiferos (Walusinski,
2013). En los mamiferos, se ha observado que mas del 90% de los bostezos ocurren en

reposo, mientras que los bostezos restantes parecen ser provocados por estimulos sociales o
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emocionales (Guggisberg et al., 2010; Walusinski, 2013). Este es el bostezo que ayuda a
apaciguar después del estrés. Los perros en situaciones veterinarias o los chimpanceés
enjaulados bostezan con mas frecuencia que en momentos sin estrés (Walusinski, 2013).
Los etdlogos llaman a este tipo de comportamiento una actividad de desplazamiento
(Walusinski, 2013). En humanos, los atletas bostezan repetidamente antes de las
competencias, al igual que los paracaidistas antes de saltar, y los actores antes de actuar
(Walusinski, 2013). En estos casos, bostezar tiene un efecto calmante y antiestrés. Esto
podria explicar por qué los profesores de yoga usan bostezar para relajar a sus alumnos
(Walusinski, 2013). Un tipo de bostezo relacionado es el asociado con la sexualidad en
macacos machos dominantes, que bostezan repetidamente antes de aparearse, para dar a
conocer su estado dentro del grupo (Beckmann y Zimmer, 1981; Maestripieri et al., 1992;

Walusinski, 2013).

"Bostezo contagioso”, que se observa solo en los grandes simios y humanos que muestran
una teoria de la mente (Walusinski, 2013). Esta capacidad de responder al bostezo de otros
estd ausente en personas autistas (Walusinski, 2013). La imagenologia funcional muestra la
activacion de las mismas estructuras cerebrales que las utilizadas para decodificar la
empatia. Como actividad neocortical (l6bulos frontal y parietal, insula y amigdala), el
bostezo comunicativo es un signo de empatia involuntaria (Helt et al., 2010; Senju, 2010;

Walusinski, 2013).

Se puede concluir que, a través de la evolucién, un comportamiento puede ser reciclado
para diferentes propositos de acuerdo con la creciente complejidad del sistema nervioso

central, correlacionado con la riqueza de las interacciones sociales (Walusinski, 2013).
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Figura 1. Bostezo de ratas HY en 2 ambientes diferentes. A) Bostezo en cristalizador de vidrio. B) Bostezo
en caja de acrilico transparente.
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Figura 2. El ritmo circadiano del bostezo. A) Cambios en la frecuencia de bostezo espontaneo a lo largo del
dia cuando las ratas se encuentran bajo iluminacion natural. B) Cambios en la frecuencia de bostezo a lo largo
del dia cuando los animales se encuentran bajo un ciclo luz-oscuridad artificial, incluye encendido o apagado
total de la luz. La frecuencia de bostezo espontaneo en ambos casos se incrementa significativamente cuando
se aproxima el cambio de luz a oscuridad, lo que en roedores se relaciona con un incremento en la actividad
del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal. Tomada de Anias et al., 1984.

Una variedad de neurotransmisores y neurohormonas estan involucrados en la induccion y
regulacion del bostezo, incluyendo acetilcolina, dopamina, glutamato, serotonina,
oxitocina, acido gamma aminobutirico (GABA, de sus siglas en inglés), opioides,
adrenérgicos y oxido nitrico, asi como los péptidos derivados de la proopiomelanocortina,
como la adrenocorticotropina y la hormona estimulante de melanocitos alfa (Collins y
Eguibar, 2010; Walusinski, 2013; véase la Figura 3). La mayoria de los bostezos esta
mediada por al menos tres vias distintas, que parecen converger en neuronas colinérgicas

dentro del hipocampo, a pesar del conjunto diverso de neurotransmisores involucrados
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(Collins y Eguibar, 2010; Walusinski, 2013). Ademas, se ha demostrado la importancia del
hipotdlamo en la regulacion del bostezo, ya que muchos de estos neurotransmisores parecen
afectar el bostezo a través de sus interacciones con las neuronas oxitocinérgicas dentro del
nucleo paraventricular del hipotadlamo (Collins y Eguibar, 2010; Walusinski, 2013). Por
ejemplo, se sabe que la activacion de estas neuronas oxitocinérgicas por dopamina,
glutamato, 6xido nitrico y oxitocina induce bostezos, mientras que la inhibicion de estas
neuronas por los opioides p y GABA ha demostrado que reduce la frecuencia de bostezos.
Es importante tener en cuenta que, aunque los efectos de la hormona adrenocorticotropa y
la hormona estimulante de melanocitos alfa también estan mediados por el hipotalamo, la
induccion de bostezos por parte de estos péptidos no involucra neuronas oxitocinérgicas
(Collins y Eguibar, 2010; Walusinski, 2013). De manera similar, se sabe que la induccion
del bostezo por la serotonina ocurre independientemente de las neuronas oxitocinérgicas
dentro del nucleo paraventricular del hipotdlamo; sin embargo, las regiones cerebrales
responsables del bostezo serotoninérgico son actualmente desconocidas (Walusinski, 2013).
A pesar de los grandes avances realizados hacia nuestra comprensién de la regulacion
neurofarmacologica del bostezo, se necesitan mas estudios para dilucidar completamente
como estos sistemas de neurotransmisores interactGan entre si, asi como los subtipos de
receptores especificos y las regiones cerebrales involucradas en la induccion e inhibicion

del bostezo (Collins y Eguibar, 2010; Walusinski, 2013).
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Figura 3. Representacion esquematica de los neurotransmisores y subtipos de receptores involucrados
en la mediacion del bostezo. Las principales vias neuronales que estan involucradas en la regulacion del
bostezo incluyen: (1) dos grupos separados de neuronas oxitocinérgicas que se proyectan desde el nlcleo
paraventrivular del hipotalamo (NPV) a la region CA1 del hipocampo, o al puente troncoencefalico o la
médula espinal; (2) neuronas activadas por ACTH-/a-MSH que se proyectan desde el NPV al hipocampo a
través de la activacion de neuronas colinérgicas septo-hipocampales; (3) activacion directa de las neuronas
colinérgicas septo-hipocampales/hipocampales; (4) una via serotoninérgica-colinérgica que aln no se ha
identificado. Los sistemas/receptores de neurotransmisores que son capaces de inducir o mejorar el bostezo se
denotan con un (+), mientras que los que estan involucrados en la inhibicion del bostezo se denotan con un (-)
Abreviaturas: Aco = acetilcolina, ACTH = hormona adrenocorticotropa, a-MSH = hormona estimulante de
melanocitos alfa, a-Adr = receptor adrenérgico alfa, B-Adr = receptor adrenérgico beta, GABA = 4cido
gamma aminobutirico, GABAg = Receptor de GABAg, M1 = receptor muscarinico 1, 5HT,c = receptor de
serotonina 2C, 5HT1a = receptor de serotonina 1A, R NMDA = &cido N-metil-D-aspartico, ON = éxido
nitrico, ORp = receptor de opioides mu. Modificado de Collins y Eguibar, 2010.
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La existencia de bostezos en casi todas las especies de vertebrados sugiere funciones
basicas importantes, y la naturaleza espontanea e involuntaria de un bostezo lo respalda con
un significado adaptativo (Walusinski, 2013). Entre las teorias recientes bajo discusion
cientifica acerca del bostezo tenemos que la funcion fisiologica del bostezo y la
pandiculacion (se refiere al bostezo junto con el estiramiento generalizado de los musculos
antigravedad) es estimular la vigilancia y el despertar (arousal), junto con la activacion del
tono muscular, a través de la retroalimentacion sensorial del tracto somatosensorial
(funiculo posterior), con proyeccion al locus ceruleos (bucles sensorimotor trigeminal-
cervical-espinal), el sistema de activacion reticular ascendente en el tronco encefélico y el
lateral hipotalamo (Walusinski, 2013). La pandiculacion podria ser una compensacion
biolégica por periodos de inmovilidad y/o posiciones viciosas del cuerpo, restaurando la
movilidad del animal al romper los enlaces cruzados anormales del metabolismo muscular
formados por inactividad o actividad suboptima (Bertolucci, 2011; Walusinski, 2013). Otra
teoria sugiere que el bostezo afecta el sistema del fluido cerebroespinal, la gran inhalacion
y la apertura maxima de la boca aceleran la circulacién del liquido cefalorraquideo (Schroth
y Klose, 1992), que controlaria el contenido de neuromediadores contenidos en él como la
prostaglandina 2, una hormona que actia localmente y es producida por las meninges,
cuando se une a un receptor especifico, la transduccion ocurre de las leptomeninges al
parénquima cerebral a través de la activacion de la produccion de adenosina, que induce el
suefio en el nucleo predptico ventrolateral del hipotdlamo anterior (Huang et al. 2007, 2011;
Walusinski, 2013). Investigaciones previas de Andrew C. Gallup (2010, 2011) sugieren que
una funcion bioldgica del bostezo entre las homeotermas es la termorregulacion central. La
investigacién comparativa de aves, ratas y humanos sugiere, para ellos, que el bostezo

reduce la temperatura del cerebro y del cuerpo, y estd influenciado por el rango y la
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direccion del cambio de temperatura ambiente (Walusinski, 2013). Sin embargo, ninguna
de las hipotesis anteriores ha sido cientificamente demostradas o cuentan con suficiente
evidencia cientifica, el bostezo parece ser un proceso homeostatico que involucra

variaciones circadianas en la vigilancia y la emocion (Walusinski, 2013).

24



1.2 LA CONDUCTA MATERNA

La conducta materna en mamiferos no humanos comprende una amplia constelacion de
conductas estereotipadas que preparan a la madre para la llegada de los recién nacidos y el
cuidado de ellos (Kristal, 2009). La calidad de la conducta materna es transmitida entre las
generaciones; la conducta materna inadecuada tiene efectos adversos en el individuo adulto
(Pérez-Torrero y Rubio-Navarro, 2015). Los componentes especificos de la conducta
materna varian en las especies con demandas ecoldgicas diferentes (Kristal, 2009).
Carnivoros y muchos omnivoros tienen crias altriciales que nacen ciegas, sin los conductos
auditivos abiertos, practicamente sin pelo y con movilidad muy limitada (Kristal, 2009). La
mayoria de los herbivoros y muchos omnivoros tienen crias precociales, que son aquellas
gue pueden ver, oir, moverse y alimentarse por si mismas, aunque también requieren de la
leche materna (Kristal, 2009). Las especies altriciales requieren de mayor cuidado, tiempo
y recursos que las precocioales, las cuales requieren amamantamiento, aseo y proteccion

(Kristal, 2009).

1.3 LA CONDUCTA MATERNA DE LA RATA DE LABORATORIO

La mayor parte del trabajo experimental de la conducta materna en mamiferos no humanos
se ha enfocado en la rata noruega de laboratorio (Rattus norvegicus) que ha servido como
animal experimental de los mamiferos altriciales, debido a su elaborada y estereotipada

conducta materna (Dollinger et al., 1980; Kristal, 2009).

La conducta materna de la rata y de otras especies de mamiferos altriciales tiene muchas
demandas, algunos comienzan antes del nacimiento de las crias, las madres de las especies
altriciales generalmente preparan el nido durante la prefiez 0 cambian su arquitectura, por
ejemplo, un nido con paredes altas en la esquina de la jaula es diferente a un nido en el
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centro y plano de una hembra no prefiada (Rosenblatt y Lehrman, 1963; Kristal, 2009). Las
ratas prefiadas también alteran su patron de autoaseo, conforme la prefiez avanza la hembra
dedica mas tiempo al aseo especialmente en las areas de los pezones, tienen 12 (Lucas et

al., 2007) y area anogenital (Rosenblatt y Lehrman, 1963; Kristal, 2009).

Al igual que otros mamiferos, durante el parto la rata ayuda a sus crias a salir del conducto
vaginal y una vez fuera de este, ingiere la placenta, el cordén umbilical y las membranas
fetales y lame para limpiar la sangre y liquido amniotico (Kristal, 1980, 2009). Después de
liberar a todas las crias, la madre lame el cuerpo entero de cada una con énfasis a la region
anogenital, debido a que los neonatos altriciales no pueden expulsar su orina y heces
fecales, el aseo anogenital ayuda a la eliminacion de sus desechos (Friedman et al, 1981;
Kristal, 2009). La orina de las crias machos es mas atractiva que de las crias hembras, se ha
observado que las ratas madres dedican mas tiempo en lamer a los neonatos machos que a
las neonatas hembras, ya que esto impacta su desempefio sexual en la edad adulta (Moore,

1984; Moore, 1985; Kristal, 2009).

Cuando la madre ha concluido el lamido de las crias, ella acarrea a cada una al nido
(Kristal, 2009), una vez que todos estan en el nido, la madre se coloca sobre ellos y entra en
una fase inmovil de la conducta materna, con una dorsiflexion de la columna llamada
cifosis y permite que las crias succionen sus mamas (véase Figura 4; Stern y Lonstein,
2001; Kristal, 2009). Después de un intervalo de amamantamiento, la madre deja el nido,
periddicamente regresa y se ocupa en secuencias de aseo y lactancia de sus crias (Kristal,

2009).
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Las crias que se encuentran fuera del nido y emiten vocalizaciones ultrasonicas de entre 40-
50 kilohertz (KHz) son acarreadas por la madre al nido (Brunelli et al., 1994; Kristal,
2009). El acarreo requiere de una suave mordida o apretones bucales sobre la parte dorsal
del cuello de la cria, mientras la cria adopta una postura refleja de inmovilidad, colgante y
pasiva (Kristal, 2009; véase la Figura 4). Las crias necesitan del acarreo mientras madura su

funcién motora cuando se alejan del nido (Kristal, 2009).

Una caracteristica de las hembras maternas con nidos y camadas es la tendencia a mantener
el area del nido libre de heces y orina (Kristal, 2009). Las ratas hembra virgenes tienden a
defecar y orinar en cualquier lugar de su jaula, mientras que cuando son madres tienen la
tendencia de mantener el nido materno libre de heces y orina, utilizan un extremo de la
jaula para defecar, se ha propuesto que es debido a que el olor de su orina y heces se vuelve

mas aversivo durante la lactancia (Noonan y Kristal, 1979; Kristal, 2009).

En la segunda semana de edad las crias comienzan a buscar a la madre cuando tienen
hambre, en lugar de esperar a que la madre los agrupe y realice la postura de cifosis sobre
ellos cuando requiere ser ordefiada (Kristal, 2009). Las crias localizan a la madre por un
olor liberado analmente, posiblemente una feromona generada a nivel del ciego de la madre
y que requiere la accion de la bilis y de la prolactina (Ledn, 1974; Moltz y Leidahl, 1977,
Kristal, 2009). A las tres semanas de edad, las crias necesitan mas alimento del que la
madre les puede proporcionar, y sus dientes en crecimiento se convierten en una fuente de
irritacion y dolor para ella (Kristal, 2009). Aunque el umbral de dolor de una madre
lactante se eleva durante la fase temprana de la lactancia, a medida que las crias crecen y
comienzan a pasar mas tiempo lejos de la madre, su umbral de dolor disminuye
significativamente (Cruz et al., 1996; Kristal, 2009). La madre comienza entonces a evitar a
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las crias enterrandose en el aserrin de la caja de vida, saliendo del alcance o presionando su
superficie ventral contra el suelo (Kristal, 2009). Entonces las crias se ven obligadas a

encontrar sustento en otra parte, y asi se logra el destete (Kristal, 2009).

Figura 4. Principales conductas maternas de las ratas de laboratorio Sprague-Dawley. A) Postura alta
de lactancia que permite el amamantamiento de las crias. B) Postura baja de lactancia. C) Postura de lactancia
de costado o pasiva. D) Acarreo de las crias. E) Lamido corporal de las crias y F) Lamido genital de las crias.
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Durante el periodo de lactancia, las madres de mamiferos se caracterizan por defender a sus
crias y sus nidos (Krasnegor y Bridges 1990; Lonstein y Gammie 2002; Kristal, 2009). Las
madres lactantes de la gran mayoria de las especies de roedores muestran una forma de
agresion debido a los altos niveles de hormonas como son la progesterona, la prolactinay la
oxitocina, y de la modificacion de ciertos neurotransmisores como la serotonina (Kristal,
2009). Los altos niveles de esteroides sexuales producen una mayor sensibilidad de los
receptores dérmicos (Komisaruk et al., 1972), y esto se asocia con niveles elevados de
irritabilidad, la que a su vez produce la necesidad de aumentar su territorio, en parte para
reducir el contacto con los estimulos que desencadenan respuestas aversivas (Kristal,

2009).

En resumen, existen cuatro etapas de la conducta materna: preparacion a traves de la
construccién del nido y cambios en el autoaseo; inicio o la primera expresion de la
conducta materna después del parto o después de una larga exposicion a ellas;
mantenimiento de la conducta materna a través de la lactancia y las conductas no dirigidas
a las crias, pero que son ejecutadas por las madres como la placentofagia, el mantenimiento

del nido y la agresion hacia un intruso (Kristal, 2009).

1.4 REGULACION NEUROENDOCRINA DE LA CONDUCTA MATERNA

El area preoptica medial es un sitio integrativo donde las hormonas interactian con
receptores para estimular el inicio y mantenimiento del cuidado materno (Numan, 1974;
Numan 2012; Bridges, 2015). Se ha encontrado un papel clave en la olfaccién y sus vias
relacionadas, y una participacion importante del nucleo accumbens, una region del cerebro
relacionada con la recompensa, en una serie de respuestas maternales, incluyendo la
memoria materna (véase la Figura 5; Lee et al., 1999; Bridges, 2015).
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El sistema olfatorio es muy importante en el reconocimiento de las crias, pero no en todos
los mamiferos. En las ratas hembra nuliparas sin experiencia materna el olor de las crias es
aversivo, los cambios fisioldgicos que acomparian al embarazo alteran la preferencia de las
sefiales sensoriales relacionadas con las crias otorgandole un valor heddnico, el cual es un
estimulo muy potente y su procesamiento sensorial constituye un parte importante de la
motivacion materna (Bridges, 2015; Lévy et al., 2004). Adicionalmente, los olores de los
infantes proveen bases para el reconocimiento individual por sus madres, en algunas
especies como los ungulados han desarrollado mecanismos altamente especializados para
procesar los olores de sus infantes (Bridges, 2015; Lévy et al., 2004). La percepcion del
olor de las crias regula también varios aspectos de la conducta materna, en el caso de los
roedores, el propionato de dodecilo (CisH3002), un compuesto liberado por las glandulas
prepuciales de las crias atrae a las madres y les induce el lamido anogenital a las crias el
cual es esencial en las tres primeras semanas de vida para estimular la defecacion y la
expulsion de la orina (Lévy et al., 2004). Las proyecciones de la amigdala que reciben
sefiales olfativas terminan en varios sitios, incluidos el area predptica medial, el hipotdlamo
anterior y el nacleo del lecho de la estria terminal (Bridges, 2015). Se piensa que las sefiales
inhibitorias putativas de la amigdala se amortiguan en el parto, lo que resulta en una
estimulacion de la atencion materna que se procesa a través de sitios hipotaldmicos clave
como el area preoptica medial (Bridges, 2015). Las proyecciones anatomicas del area
predptica medial al area tegmental ventral se ha propuesto que estimulan las proyecciones
dopaminérgicas mesolimbicas hacia el sistema de recompensa, como el nicleo accumbens
(Bridges, 2015). Otras proyecciones del hipotdlamo anterior/hipotdlamo ventromedial y del
area predptica medial/lecho del nacleo de la estria terminal se dirigen hacia la sustancia gris

periacueductal las cuales reducen la conducta de evitacion de las crias y aumentan la
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probabilidad de que la hembra encuentre atractiva a sus crias recién nacidas (Bridges,
2015). Un nimero de hormonas y neuroquimicos junto con sefiales sensoriales y entradas
corticales convergen en esta red neuronal para modular la expresion de la atencion materna,
una red que se modifica en funcion de los procesos de desarrollo y la experiencia maternos

(vease Figura 5; Bridges, 2015).
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Figura 5. Red neuronal que regula la conducta materna. Representacion esquematica de la red neural
involucrada en la regulacion de la conducta materna. Se presenta en letras mas grandes y en negrita a el area
predptica medial (APM) para enfatizar que es el sitio integrador de la conducta materna. Las flechas muestran
las vias facilitadoras de la conducta materna, excepto hipotdlamo anterior (HA) y el hipotalamo ventromedial
(HVM) y la sustancia gris periacueductal (SGP), que son inhibitorios. BOA, bulbo olfativo accesorio; NLET,
nucleo del lecho de la estria terminal; AMGm, amigdala medial; NA, nicleo accumbens; OB, bulbo olfatorio;
PV, palido ventral; ATV, area tegmental ventral. Modificado de Bridges, 2015.

1.5 LASHORMONAS Y LA CONDUCTA MATERNA

El patrén hormonal de la prefiez estimula al cerebro materno del roedor, el cual comienza
con el apareamiento cuando la estimulacion vagino-cervical inicia un patron de liberacion
de prolactina dos veces al dia desde la pituitaria anterior durante aproximadamente 9 a 10
dias después del apareamiento, que funciona para prevenir la degradacion de los cuerpos
luteos (Terkel y Sawyer, 1978; Stolzenberg y Champagne, 2016). En consecuencia, hay un

aumento constante en los niveles circulantes progesterona durante la primera parte del
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embarazo, lo que prepara al endometrio uterino para la implantacion y mantiene un entorno
uterino que promueve el crecimiento del embrion (Zakar y Hertelendy, 2007; Stolzenberg y
Champagne, 2016). En la mitad del embarazo, los lactdgenos placentarios apoyan la
secrecion lutea de progesterona que es necesaria para la continuacién del embarazo
(Stolzenberg y Champagne, 2016). Mientras que los niveles crecientes de progesterona
promueven el mantenimiento del embarazo, la disminucién de esta a partir de la mitad del
embarazo inicia un cambio en los eventos hormonales que eventualmente regulan el
momento del parto (Stolzenberg y Champagne, 2016). Los niveles crecientes de estradiol
secretados por el ovario preparan el endometrio uterino para el parto al promover la
contractilidad ritmica del Utero, y la fuerte disminucidén de progesterona justo antes del
alumbramiento elimina el tono inhibitorio sobre los muasculos uterinos y les permite
responder a la oleada en la oxitocina de la hipdfisis posterior que induce la contraccion

uterina y el trabajo de parto (Hertelendy y Zakar, 2004; Stolzenberg y Champagne, 2016).

Aunque la rata prefiada estad expuesta a niveles circulantes de hormonas del embarazo, la
capacidad de respuesta hacia los estimulos de las crias se retrasa hasta las Gltimas horas
antes del parto (Stolzenberg y Champagne, 2016). El doctor Jay Rosenblatt (1968) plante6
la hipotesis de que las fluctuaciones hormonales presentes en este momento también
pueden estimular al cerebro a responder ante los estimulos infantiles. Al probar esta
hipdtesis, se determiné que los factores que circulaban en la sangre al momento del
nacimiento y justo después del nacimiento eran responsables de iniciar la respuesta materna
(Terkel y Rosenblatt, 1968, 1972; Stolzenberg y Champagne, 2016) y podria inducir
latencias de sensibilizacion acortadas en las ratas virgenes (Stolzenberg y Champagne,

2016). La interrupcion artificial del embarazo por histerectomia durante la segunda mitad
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del embarazo, lo que resulta en una disminucion de la progesterona y un aumento en la
secrecion de estradiol produce un inicio inmediato del comportamiento materno cuando las
crias se presentan 48 h despues de la cirugia (Rosenblatt y Siegel, 1975; Stolzenberg y
Champagne, 2016). Es evidente que la disminucion combinada de la progesterona y la
elevacion del estradiol son necesarias para que se induzca el comportamiento materno
(Siegel y Rosenblatt, 1978; Stolzenberg y Champagne, 2016). Por lo tanto, los cambios
hormonales durante el embarazo desempefian un papel al cambiar gradualmente las
respuestas de comportamiento de las hembras y desencadenar la respuesta a las crias
durante el parto. Estos cambios hormonales influyen en varios sistemas neurales, y en
particular modifican los niveles de receptores hormonales y la actividad neural dentro del
area predptica medial del hipotdlamo (Numan e Insel, 2003; Numan, 2015; Stolzenberg y
Champagne, 2016). Los implantes de benzoato de estradiol en el area predptica medial en
hembras ovariectomizadas con histerectomia prefiadas de 16 dias inducen un rapido inicio
del comportamiento materno (Numan et al., 1977; Stolzenberg y Champagne, 2016). Esto
se debe a que las hormonas del embarazo aumentan la distribucién y la union de los
receptores de estrogeno en el area predptica medial (Giordano et al., 1989, 1991), lo que
contribuye a los cambios celulares y moleculares que dan forma al cerebro materno y

permite la expresion de la conducta materna (Stolzenberg y Champagne, 2016).

1.6 LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

El comportamiento sexual de los animales, incluyendo la copula y el cortejo que lo precede,
es uno de los comportamientos méas diversos (Hull et al., 2002). Esa diversidad, un
producto de la seleccién natural y sexual, ayuda a asegurar que el apareamiento se produzca

con la pareja correcta, en el momento y en el lugar adecuado (Hull et al., 2002). La medida
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de un apareamiento “exitoso", en la mayoria de las especies, es si la progenie resultante

Ileva los genotipos parentales a la siguiente generacion (Hull et al., 2002).

El comportamiento sexual es la expresion de la fisiologia reproductiva del organismo, un
sistema cuya estructura fundamental se desarrollé (etapa perinatal en mamiferos) a menudo
meses 0 afos antes a través de una serie compleja de eventos neuroendocrinos (Hull et al.,

2002).

El comportamiento sexual masculino (CSM) comprende un patron complejo de respuestas
somatomotoras y genitales, provocado, dirigido y sostenido por sefiales internas y externas
(Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). Incluye tanto a la cOpula, asi como, los patrones
precopulatorios o motivacionales que permiten al macho detectar y localizar una pareja a
través de sefiales odoriferas (feromonas), somatosensoriales, auditivas (emision de
vocalizaciones ultrasénicas) y visuales, y de esta forma evaluar su potencial idéneo para el
apareamiento; y el componente consumatorio que permite llevar a cabo dicha interaccién
(Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). El aspecto consumatorio de la conducta sexual en la
mayoria de las especies de mamiferos macho se caracteriza por el despliegue de tres
respuestas motoras: montas, intromisiones y la eyaculacion. En la mayoria de las especies
estudiadas, la CSM es regulada por la interaccion de las hormonas esteroideas tanto con el
sistema nervioso central, como con estructuras periféricas (Hull, et al., 2002; Hull y

Rodriguez-Manzo, 2009).

El comportamiento precopulatorio consiste desde la investigacion anogenital hasta incluir
patrones de comportamiento altamente elaborados, especificos de cada la especie (Hull y

Rodriguez-Manzo, 2009). Los machos y las hembras de los roedores muestran un periodo
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inicial de investigacion anogenital mutuo, asociado a la emision de vocalizaciones de 50
KHz, las cuales estimulan la actividad sexual (Geyer y Barfield, 1978); otro aspecto es el
marcaje de territorio mediante orina, heces fecales o glandulas apdcrinas especializadas que
ayudan a marcar objetos que les rodean en ecosistemas especificos (Ralls, 1971), como son
la glandula del mentdén de los conejos (Arteaga et al., 2008), las glandulas preorbitales en
los ciervos y antilopes (Ralls, 1971; Mohamadi et al., 2011; Rajagopal y Archunan. 2011) y
los sacos anales de los canidos y félidos (Pageat y Gaultier, 2003). Las hembras receptivas
solicitaran la copula con el macho a través de sefiales quimicas (feromonas), visuales y
comportamientos proceptivos caracteristicos, dirigidos hacia el macho para estimularlo a
seguirla y lograr la monta (Beach, 1976; Hull, Meisel y Sachs, 2002; Hull y Rodriguez-
Manzo, 2009). Las funciones de adaptacion de los diferentes aspectos de la atractividad
incluyen la aproximacion del macho a la hembra, ayudandolo a identificar el sexo y el
estado reproductivo de la hembra (Beach, 1976). Por ejemplo, antes de que él perro intente
copular con una perra en estro, el perro macho investiga su area anogenital y lame la vulva
vigorosamente (Beach y LeBoeuf, 1967; Beach, 1976). Los gorilas macho son atraidos a la
hembra en celo en parte por las secreciones odoriferas de la vagina y de la axila (Hess,
1973 citado por Beach, 1976). Por lo que el comportamiento proceptivo funciona para
excitar al macho y facilitar, coordinar y sincronizar lo ajustes del cuerpo necesarios para la
unién genital y la insercion peneana (Beach, 1976). Si un perro macho monta a la hembra
de una posicion anterior o lateral por lo general lo retira e inmediatamente se acomoda
mediante la colocacion de su vulva y los cuartos traseros al frente de la cabeza del macho
para que su siguiente monta sea posterior y con sus patas delanteras abracen la region
lumbar de la hembra y que sus movimientos pélvicos dirijan el pene hacia la vagina (Beach,

1976).

35



Casi todos los mamiferos machos montan a las hembras dorsalmente aproximandose por la
parte trasera, colocando sus patas delanteras en la espalda de la hembra y sus patas traseras
apoyadas en el suelo (Beach, 1976; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). Las hembras pueden
asumir la postura de lordosis o cifosis, una postura mas rigida en la que la espalda toma una
forma concava y su cola se desvia lateralmente para permitir el acceso del pene orificio
vaginal (Hull, et al., 2002; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009), asociado a esta el macho
despliega envites pélvicos que inducen o acentGan la postura receptiva de la hembra.
Durante una monta sin intromision, el macho no alcanza la insercion del pene y desmonta a
la hembra rapidamente, una o0 ambas patas traseras del macho por lo general permanecen en
el suelo durante la monta (Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). En especies, como los félidos
(Lanier y Dewsbury, 1976) y mustélidos (Carroll et al, 1985) el macho muerde el cuello de
la hembra con los dientes antes o durante la monta, y €l puede sostener la mordida
produciendo un reflejo de inmovilidad durante la monta. (Dewsbury, 1972). Los primates
tienen mayor variabilidad en la conducta de monta, por ejemplo, los loris montan a la
hembra en una posicién invertida colgados de una rama, los macacos y babuinos machos
utilizan "un broche de doble pie para la monta™ en el que las extremidades posteriores del
macho sujetan las patas traseras de la hembra por encima de los tobillos (Chevalier-
Skolnikoff, 1975; Dixson, 2003); por otra parte los monos arafia y monos aulladores al
montar a la hembra colocan sus piernas en los muslos de ella y los bonobos utilizan

diversas posturas al copular (Dixson, 2009).

Cada monta con envites pélvicos en la mayoria de los mamiferos roedores, lagomorfos,
canidos, félidos, primates, etcétera es un intento de lograr la intromision del pene en la

vagina (Hull, et al., 2002). Sin embargo, si el macho no detecta la vagina con el pene
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relativamente pronto después de que efectda envites pélvicos, por lo general desmonta y se
vuelve acercar a la hembra o se retira para realizar otras actividades (Hull, et al., 2002). La
intromision, en una monta, se refiere a la insercidn intravaginal del pene (Hull, et al., 2002).
En algunos roedores, el macho monta a la hembra, que se acompafia de envites pélvicos, y
subitamente realiza un envite mas profundo que coincide con la insercion de este en la
vagina, seguida de un desmonte abrupto hacia atras y por el lamido y acicalamiento del area
perigenital (Hull, et al., 2002; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). En otras especies, tales
como el ratdén, el macho mantiene la intromision y muestra una serie de envites
intravaginales. En ungulados, la insercion del pene puede implicar sélo un breve contacto

genital con la eyaculacidon inmediata (Hull, et al., 2002).

La mayoria de los mamiferos machos eyaculan durante la copula s6lo después de que han
recibido el estimulo derivado de una serie de envites intravaginales (Dewsbury, 1972; Hull,
et al., 2002). Por ejemplo, en la mayoria de los roedores se requiere de multiples
intromisiones. En la eyaculacién, el macho a menudo muestra un envite mas profundo y
largo, durante el cual se levanta el torso y abre sus patas delanteras, liberando asi su abrazo
sobre la hembra. Esto es seguido por un desmonte mas relajado y lento que el que se
observa después de una intromision (Hull, et al., 2002; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). El
raton tiene el mismo patrén eyaculatorio, excepto que durante la eyaculacion ellos suelen
quedarse quietos antes de desmontar (Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). Los perros y otros
canidos, la eyaculacion comunmente comienza inmediatamente después de la insercion del
pene y antes de que la dilatacion de la base del pene que resulta en un "candado” del macho
a la hembra, que puede durar 30 minutos 0 mas (Hull, et al., 2002; Hull y Rodriguez-

Manzo, 2009). La eyaculacion suele ir acompafiada de contracciones espasmadicas de los
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musculos esqueléticos de la zona perineal, incluyendo el isquiocavernoso, el
bulboesponjoso, y el esfinter del ano (Hull, et al., 2002). En el ser humano estos eventos se
asocian con el orgasmo (Hull, et al., 2002; Dominguez, 2007; Hull y Rodriguez-Manzo,

2009).

La variacion aparentemente sutil en el patrén o la frecuencia de varios elementos durante la
copula puede ser de gran importancia para lograr una gestacion exitosa. Por ejemplo, si
ocurren 1 a 4 intromisiones antes de la eyaculacion en ratas de laboratorio sélo el 5% de las
hembras se prefian; mientras que se incrementa la tasa de prefiez hasta un 83% con 13 a 16
intromisiones (Adler,1969; Dewsbury, 1972), la baja taza de fertilidad se debe que el bajo
numero de intromisiones no logra activar el cuerpo lateo de las hembras (Coopersmith y
Erskine, 1994). La reanudacion de la actividad copulatoria del macho dentro de 1 a 15
minutos después de la eyaculacion produce una disminucién apreciable en el nimero de
espermatozoides en los cuernos uterinos en ratas de laboratorio (Adler y Zoloth, 1970;

Dewsbury, 1972).

La eyaculacion es seguida por el aseo genital y un periodo de inactividad sexual, el
denominado periodo de post-eyaculatorio que puede durar desde 30 segundos en el hamster
sirio, hasta 5 a 10 minutos en ratas, u horas o dias en otras especies (Hull, et al., 2002).
Durante la etapa de reposo, el macho puede producir vocalizaciones ultrasonicas
distintivas, por ejemplo, en la rata macho las vocalizaciones son 22 kHz y tipicamente se
limitan del 50 al 75% del primer del intervalo post-eyaculatorio (Hull, et al., 2002). Durante
este tiempo, denominado el periodo refractario absoluto, ningln tipo de estimulos puede
inducir el macho para reanudar la copula. El periodo refractario relativo ocupa el resto del
intervalo post-eyaculatorio (IPE); durante este tiempo, los estimulos dolorosos o la
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introduccion de una nueva hembra puede provocar la reanudacion de la cépula, el
denominado efecto Coolidge (Hull, et al., 2002; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009; Tlachi-
Lopez et al., 2012). El intervalo post-eyaculatorio no es resultado de una falla de la funcion
eréctil, ya que se ha mostrado en ratas, que son capaces de manifestar erecciones sin

contacto ex copula después de la eyaculacion (Hull, et al., 2002).

Existe diversidad en los patrones copulatorios en mamiferos, que se pueden agrupar en
cuatro caracteristicas (véase Figura 6). En primer lugar, los machos y hembras pueden
llegar a establecer una fuerte conexion mecanica conocida como ‘“candado” (sélo en
canidos) durante la cépula (Dewsbury, 1972). En segundo el envite de la pelvis puede o no
puede ocurrir durante la insercion (Dewsbury, 1972). En tercer lugar, las intromisiones
maultiples sin transferencia de esperma pueden o no pueden ser requisito previo para la
aparicion de la eyaculacion (Dewsbury, 1972). En cuarto lugar, puede ocurrir una sola
eyaculacion o bien multiples eyaculaciones antes de la saciedad sexual (Dewsbury, 1972).
Como cada uno de los cuatro atributos tiene dos alternativas, los patrones de
comportamiento copulatorio elaborado en este esquema pueden tomar cualquiera de 16
formas de comportamiento copulatorio que caracterizan a géneros y especies (Figura 6;

Dewsbury, 1972).

Cada una de estas cuatro caracteristicas se refiere a la organizacién del patrén copulatorio,
y, por lo tanto, a la estimulacion dada por el macho hacia la hembra para una reproduccion
exitosa (Dewsbury, 1972). Adicionalmente de proporcionar al macho la estimulacion
genital necesaria para que alcance el umbral eyaculatorio, y por lo tanto fertilizar el mayor
namero de 6vulos de la hembra, ademas, el comportamiento de apareamiento del macho
puede afectar a la fisiologia reproductiva de la hembra y la propia (Hull, et al., 2002). Para
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el macho, la retroalimentacion de un cierto patron de contactos vaginales es esencial para la
aparicion de la eyaculacion, ya que mdltiples intromisiones o envites intravaginales
también pueden facilitar el transporte de los espermatozoides (Adler y Bermant, 1966;
Dewsbury, 1972). Retrasar la eyaculacion hasta que el macho muestre un nimero suficiente
de intromisiones también puede aumentar el nimero de espermatozoides en el eyaculado, y
puede mejorar su capacidad de fertilizacion (Dewsbury, 1972). Sin embargo, la
reproduccion sexual es energéticamente costosa, y prolongar la cdpula puede poner ambos
compafieros en riesgo de predacion. Por lo tanto, durante la copula se debe reflejar un
equilibrio de presiones de seleccion impuestas por sus ambientes fisicos, bioldgicos y
sociales que son reflejo del proceso de seleccidn natural (Hull, et al., 2002). Para la hembra
la copula, con o sin transferencia de semen, estimula una amplia gama de alteraciones en la
actividad neuronal y endocrina (Dewsbury, 1990). Por ejemplo, las hembras de algunas
especies, como conejos y gatos, no ovulan a menos que reciban la estimulacion asociada
con el apareamiento, estas hembras pertenecen al grupo de ovuladores reflejos que son la
mayoria. Esto les permite evitar la inversion en la produccion de 6vulos maduros. Las
hembras de otras especies, como las ratas, ovulan sin aparearse, pero no segregan suficiente
progesterona para apoyar la implantacion de un 6vulo fecundado, a menos que reciban el
namero de intromisiones suficientes que son de entre 4 a 7 (Wilson et al., 1965; Hull y et
al.,, 2002). En ratas, la copula provoca alteraciones en la secrecion de la hormona
luteinizante, y de la hormona estimulante del foliculo, la hormona luteotrofica, y de
progesterona, causando la pseudoprefiez y el aumento de secrecién de leche en la glandula
mamaria (Dewsbury, 1972). Las copulas deben ser de un caracter o de frecuencia particular
para estimular los cambios fisioldgicos en la hembra necesarios para que el embarazo

pueda ser iniciado (Dewsbury, 1972). La naturaleza de tales estimulos criticos se ha
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estudiado y confirmado en una variedad de especies. Las variaciones en el caracter de las
inserciones del pene son de importancia funcional considerable en el éxito de la

reproduccion en las distintas especies de mamiferos (Dewsbury, 1972).

Envites  Multiples Multiples Numero Ejemplos de especies
Candado pélvicos intromisiones evaculaciones depatron (Nombres comunes)

Rata noruega,

13 = .
jerbo mongol
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| 1
S| <
NO 2 Perro, lobo,
rata escaladora
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SI 3
NO <
NO 4
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SI 5
si < —
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sl saltamontes surefio
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NO 16 — Venado
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Figura 6. Tipos de patrones copulatorios de mamiferos machos. La dicotomizacion de 2* veces se basa en
la presencia o ausencia de un candado sexual entre el pene y la vagina (rojo), envite intravaginal (azul),
maultiples intromisiones antes de la eyaculacion (morado), y de multiples eyaculaciones antes de la saciedad
sexual del macho (verde). Once de los 16 patrones (café) han sido descrito en al menos una especie de
mamiferos y se muestran algunos ejemplos (negro). Modificado de Dewbury, 1972 y Hull et al., 2002.
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1.7 LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA DE LA RATA NORUEGA ALBINA
DE LABORATORIO (Rattus novergicus)

La conducta sexual masculina (CSM) en la rata, se caracteriza por una serie de patrones
conductuales que incluyen montas, acompafiadas de envites pélvicos, erecciones del pene, e
intromisiones en la vagina (Hull, et al., 2002; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). Después de
varias montas e intromisiones, el macho eyacula (véase Figura 6; Dewsbury, 1972;

Carballada y Esponda, 1992., Lucio et al., 2011).

La CSM en la rata se divide en tres etapas: la pre-copulatoria, la copulatoria y la post-
copulatoria (Beach, 1976, Hull, et al., 2002; Hull y Rodriguez, 2009; Lucio et al., 2011). En
la etapa pre-copulatoria, los machos reciben informacion de la proceptividad de la hembra,
las conductas proceptivas incluyen: pequefios saltos o brincoteos (“hopping”), que
consisten en pequefios saltos efectuados por la hembra sobre sus cuatro patas que terminan
con la adopcion de una postura agazapada; carreras cortas en forma de zig-zag o arrancones
(“darting ), que terminan con la inmovilidad de la hembra con elevacion del periné; y los
movimientos repetidos de orejas u orejeo (“ear-wiggling”), que se caracterizan por un
movimiento de alta frecuencia de la cabeza que provoca la vibracion de las orejas y la
emisién de vocalizaciones ultrasonicas de 50 KHz (Geyer y Barfield, 1978). Si un macho
sin experiencia no responde a la hembra, estd puede empujarlo lateralmente, para
estimularlo a montar (Hull, et al., 2002). Durante la conducta sexual en la rata hembra
existen tres componentes que son la atraccion, el acercamiento y la consumacion de la
conducta sexual que corresponden a las fases de: atractividad, proceptividad y receptividad
(Beach et al., 1976). Los machos por su parte se aproximan a la hembra con el fin de

olfatear y explorar la region anogenital de la hembra. En esta etapa, los animales emiten
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vocalizaciones ultrasénicas de 50 kilohertz (KHz), que pueden servir para despertar el
interés del macho por aparearse (Hull y et al., 2006). Es comdn observar que los machos
sexualmente nubiles utilicen mas tiempo en la investigacion del area peri-genital de una
hembra en estro, y que conforme adquieren experiencia sexual (posiblemente también
mediado por acciones condicionadas al lugar de la copula) el tiempo que los machos

emplean en esta conducta decae (Larsson, 1956; Toriz-Gonzéles, 2006)

La fase copulatoria se divide en tres etapas: la monta, la intromisién y la eyaculacion (véase
Figura 7, 8 y 9; Hull, et al., 2002; Hull et al., 2006; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). En la
monta, el macho se acerca a la hembra receptiva, la sujeta de los flancos para subirse en su
periné e inicia una serie de envites pélvicos (Hull, et al., 2002; Hull et al., 2006; Hull y
Rodriguez-Manzo, 2009). Aungue el pene del macho se encuentra parcialmente erecto,
durante estos movimientos, no hay penetracion en la vagina (Hull, et al., 2002; Hull et al.,
2006; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). Por otro lado, la hembra presenta el reflejo de
lordosis (receptividad), en la cual la hembra muestra una dorsiflexion de la espalda
levantando la cabeza y la pelvis, haciendo a un lado la cola y exponiendo el periné y el
orificio vaginal con el fin de facilitar la copula (véase Figura 7B; Hull, et al., 2002; Hull et

al., 2006; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009).

En la intromision, el macho monta a la hembra, realiza envites pélvicos e introduce el pene
en la vagina, para después desmontarla rapidamente seguido de lamido anogenital (véase
Figura 8C; Hull, et al., 2002; Hull et al., 2006; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). En la rata,
el macho realiza 5 a 7 intromisiones a la hembra antes de alcanzar la eyaculacion (Hull et

al., 2006; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009).
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La eyaculacion es ratas comienza con una intromision, pero, incluye un envite mas largo y
profundo de entre 750 hasta 2000 ms, lo que coincide con la emisién seminal. Entonces el
macho levanta sus patas delanteras y desmonta lentamente a la hembra, para proceder a
lamer el pene y el periné (véase Figura 9; Beyer et al., 1981; Hull y Rodriguez-Manzo,

2009).

En la etapa de post-copula, el macho presenta un periodo refractario en el que reposa lleva
a cabo el acicalamiento de sus genitales y no muestra interés hacia la hembra, que a su vez
termina cuando la rata vuelve a reiniciar la copula y ejecutar una nueva serie copulatoria
(Hull y Rodriguez, 2009). Durante el 75% inicial del intervalo post-eyaculatorio, el macho
emite vocalizaciones ultrasonicas de 22 kHz y no copulara en respuesta a ningun estimulo;
por esa razon, se denomina periodo refractario absoluto (Barfield y Geyer, 1975). El 25%
restante del intervalo post eyaculatorio, el periodo refractario relativo, ya no se acomparia
de vocalizaciones, y su duracién puede reducirse si el macho se somete a estimulos no
especificos, como una descarga eléctrica leve (Barfield y Sachs, 1968) o una nueva pareja
femenina (Zucker y Wade, 1968; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). Esto nos permite definir
para fines descriptivos lo que es una serie eyaculatoria que es a partir de la primera
intromision hasta que el macho eyacula, una serie copulatoria comprende hasta el intervalo
posteyaculatorio puesto que termina con la primera intromision de la siguiente serie

eyaculatoria (Agmo, 1997; Heijkoop et al., 2018).
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Figura 7. Patrén copulatorio promedio de la rata albina macho. LI, latencia de intromisién; LE. Latencia
de eyaculacion; IPE, intervalo posteyaculatorio. Modificado de Marquez y Velazquez-Moctezuma, 1995.
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Figura 8. Principales conductas sexuales antes de la eyaculacion. A) Rata macho montando a una hembra.
B) Lordosis de la rata hembra en respuesta al macho. C) Rata macho realizando intromision vaginal a una
hembra sexualmente receptiva.
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Figura 9. Eyaculacion. A) El macho sujeta fuertemente los costados de la hembra durante la eyaculacion. B)
El macho después de eyacular deja de sujetar a la hembra tipicamente levantando las extremidades anteriores.
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La expresion de la conducta copulatoria en las ratas y en la mayoria de las especies es
dependiente de hormonas gonadales, ya que la castracion la abole, pero el tratamiento
sisttmico con testosterona (T) o con estradiol (Ez) la restablece (Shapiro, 1937; Stone,
1939; Davidson y Allison, 1969). Estas hormonas esteroideas ejercen su efecto sobre la
conducta sexual principalmente a traves de su union a sus respectivos receptores nucleares
para andrégenos, y estrogenos (vease Figura 10); localizados en diferentes areas del sistema
nervioso central tales como: al area predptica medial, el hipotalamo ventromedial y la
amigdala medial entre otras (Gréco et al., 1996). Dentro de las neuronas, los receptores de
hormonas sexuales nucleares y de membrana se encuentran en el citoplasma, los ndcleos y
también se encuentran cerca de las membranas donde estan asociados con terminales

presinapticas, mitocondrias, y densidades postsinapticas (McEwen y Milner, 2017).

La respuesta a las hormonas esteroideas sexuales puede ser gendémica o no gendémica (véase
Figura 10). La diferencia entre las vias depende del tipo de receptores involucrados (Contro
et al., 2015). En general, los receptores nucleares citoplasmicos inducen una respuesta
gendmica, mientras que los receptores de membrana activan vias no gendémicas o vias

gendmicas indirectas (Contro et al., 2015).

Los receptores nucleares para androgenos y estrogenos son miembros de la superfamilia de
receptores nucleares que también incluyen aquellos para la progesterona, glucocorticoides,
mineralocorticoides, vitamina D, hormonas tiroideas y acido retinoico (Contro et al., 2015).
Todas estas hormonas pueden difundirse libremente a través de la membrana plasmatica y
unirse con sus receptores que luego interactdan con los sitios de union especificos en el
acido desoxirribonucleico (ADN), actuando, asi como "factores de transcripcion regulados
por hormonas esteroideas" (Contrd et al., 2015). Los receptores nucleares de esteroides
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sexuales son factores de transcripcion localizados principalmente en el citoplasma, pero
también en la membrana celular, que regulan la expresion de los genes diana mediante la
unién a secuencias especificas presentes en el ADN denominados "elementos de respuesta
a los esteroides sexuales™ (Contro et al., 2015). Los elementos de respuesta a los esteroides
sexuales son secuencias de nucleétidos especificamente reconocidas por el complejo
hormona-receptor (Tremblay et al., 1997). La dimerizacion de los receptores nucleares se
produce en respuesta a la union del ligando, esto causa un cambio conformacional que
expone una superficie del receptor con la cual los reguladores transcripcionales pueden
interactuar (Contro et al., 2015). Esto conduce a la translocacion nuclear del ligando y los
receptores homo u heterodiméricos al elemento de respuesta a esteroides sexuales en el
promotor de los genes diana, una vez ahi recluta los correguladores y forma la maquinaria
transcripcional para la expresion génica regulada por la SSR (Wright et al., 2009; Leitman
et al., 2012; Contro et al., 2015). Los pares de hormona y receptor dimerizados son
elementos reguladores especificos del ADN que activan o reprimen la transcripcion de
genes regulados por esteroides. La traduccion de los mensajes de acido ribonucleico
mensajero (ARNmM) en los ribosomas citoplasmicos conduce a la produccion de las
proteinas apropiadas que modifican la funcion celular, el crecimiento o la diferenciacion
(Contro et al., 2015). En ausencia de las hormonas, los receptores de esteroides sexuales,
que incluyen los receptores de andrdgenos, progesterona y estrdgenos, existen como
complejos oligoméricos inactivos que son secuestrados en el citoplasma por la proteina de
choque térmico de 90 kilodaltones, que se comporta como una chaperona molecular, por lo
que estos complejos funcionan como represores de la actividad transcripcional (Picard,

2006).
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Los receptores de hormonas sexuales de membrana estan acoplados a proteina G (Contro et
al.,, 2015). Algunos ejemplos de receptores de membrana identificados que son
responsables de la respuesta gendmica indirecta de los esteroides son GPR30 para el
estrégeno, mPR para la progesterona y GPRCG6A para el andrégeno (Contré et al., 2015).
La regulacion hormonal de una variedad de vias de sefializacion, asi como los efectos
directos e indirectos sobre la expresion génica regulan hacia arriba o hacia abajo y
modifican la distribucion de los receptores de neurotransmisores y por lo tanto la conducta

(McEwen y Milner, 2017).
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Figura 10. La multiplicidad de receptores para las hormonas sexuales esteroideas como los estrogenos.
Los receptores nucleares para estrogenos alfa o beta (RE o/B) al unirse al estradiol forman dimeros que se
translocan al nlcleo de la célula en donde se asocian con coactivadores tales como el coactivador de
receptores a esteroides 1 (SRC-1, de sus siglas en inglés) y la proteina de unién a CREB (CBP, de sus siglas
en inglés) y forman parte del complejo de preiniciacion para inducir la transcripcion. En adicion a este efecto
genomico de largo plazo, los receptores de estrogenos estdn también asociados a las membranas de las
neuronas en donde actlian a través de transduccion de sefiales como las que involucran a las cinasas activadas
por mitégenos. Las hormonas esteroideas como el estradiol también actGan sobre canales i6nicos y receptores
acoplados a proteinas G (McCarthy, 2008). Imagen tomada de Ropero Lara (2001).
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1.8 EL AREA PREOPTICA MEDIAL

El area predptica medial es el sitio neuroanatdmico de integracion de la conducta sexual
masculina en todas las especies de vertebrados estudiadas (Hull y Rodriguez-Manzo, 2009).
Cada modalidad sensorial envia sefiales a través de diversos relevos sinapticos al area
predptica medial, y conexiones reciprocas que le permiten modificar el procesamiento de la
informacidn sensorial (Simerly y Swanson, 1986). El area predptica medial se conecta con
muchas otras regiones cerebrales, tales como el nicleo arcuato, el nacleo del lecho de la
estria terminal, el nucleo paraventricular del hipotdlamo, el nacleo ventromedial
hipotalamico, el ndcleo del tracto solitario, el nicleo medial de la amigdala y el area

tegmental ventral (véase Figura 11; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009).

El &rea preoptica medial comprende subnucleos fuertemente interconectados con diversas
conexiones y contenido de neurotransmisores (Simerly y Swanson, 1986; Hull y
Rodriguez-Manzo, 2009). La zona medial periventricular regula la funcién neuroenddcrina,
y una zona medial, incluyendo al ndcleo medial predptico y al ndcleo predptico
posterodorsal controlan el comportamiento materno (Hull et al., 2006; Hull y Rodriguez-
Manzo, 2009). El area predptica medial es esencial para la cépula y contribuye a la
motivacion sexual (Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). Las fibras eferentes del area predptica
medial que se proyectan hacia el hipotdlamo, mesencéfalo y los nlcleos del tronco cerebral
regulan los patrones somatomotores, autondémicos, los reflejos genitales y los estados de

motivacion asociados a la copula (Simerly y Swanson, 1988).

Las lesiones bilaterales en el area preoptica medial eliminan el 100% de la cépula en
numerosas especies en un rango que va desde peces hasta monos (Hull y Rodriguez-Manzo,
2009). Si son unilaterales disminuyen la motivacion sexual en varios contextos, incluyendo
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la preferencia de pareja, persecucion de la hembra en ratas y en el caso de los hurones; el
inicio de la copula, ademas de su desempefio sexual en diversas especies (Hull y

Rodriguez-Manzo, 2009).
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Figura 11. Modelo neural que muestra los circuitos que pueden regular los componentes apetitivos
(azul) y consumatorios (rojo) del comportamiento sexual masculino en ratas. El area predptica medial
(APM) contiene dos poblaciones separadas de neuronas que controlan las respuestas sexuales masculinas
apetitivas (A) o consumatorias (C). Las neuronas APM que regulan las respuestas apetitivas lo hacen, en
parte, a través de proyecciones inhibitorias al gris periacueductal (SGP). Las neuronas APM que regulan las
respuestas sexuales apetitivas en los machos lo hacen a través de proyecciones excitatorias a las neuronas
dopaminérgicas (D) del area tegmental ventral (ATV). Ver texto para detalles adicionales. Los axones que
terminan en una barra son inhibitorios, y los que terminan en una flecha son excitatorios. Otras abreviaturas:
ABL = amigdala basolateral; ABM = amigdala basomedial; NA = nucleo accumbens; NPGC = nlcleo
paragigantocelularis; T = testosterona; PV = palido ventral.
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1.9 EL COMPLEJO ENZIMATICO DE LA AROMATASA Y LA CONDUCTA
SEXUAL MASCULINA

La aromatasa es el complejo enzimatico que cataliza la sintesis de estrogenos a partir de los
androgenos y, por lo tanto, tiene un potencial unico para influir en el equilibrio fisioldgico
entre las hormonas esteroides sexuales (Conley y Hinshelwood, 2001). Tanto la aromatasa
citocromo P450 como la nicotinamina adenina dinucleétido fosfato (NADPH)-citocromo
P450 reductasa, los dos componentes esenciales del complejo enzimatico, estan altamente
conservadas entre los mamiferos y los vertebrados (Conley y Hinshelwood, 2001; véase la
Figura 13). La enzima aromatasa P450 se expresa en las gonadas y el cerebro, y es esencial
para el desarrollo reproductivo y la fertilidad, y es codificada por el gen Cypl9/CYP19
(Conley y Hinshelwood, 2001). En el ovario, la expresion de la aromatasa P450 es mas alta
en las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios (Hickey et al., 1988). En
algunas especies, como los humanos y roedores, la aromatasa P450 también puede ser
localizada en el cuerpo lateo (Doody et al., 1990). En los testiculos, la actividad aromatasa
es encontrada en las células de Sertoli antes de la pubertad y en las células de Leydig de
roedores macho adultos (Abney, 1999). El control de la expresion de la aromatasa es
especifica de cada tejido en particular, a través del uso de promotores especificos de tejido
y a través del empalme alternativo del ARNm (Simpson et al., 1997). Ademas, en varias
especies, incluidos los seres humanos, la expresion de la aromatasa tiene una distribucion
tisular amplia, incluido el sincitiotrofoblasto de la placenta, células del estroma adiposo,
osteoblastos, fibroblastos, ciertas porciones de la vasculatura, y varios tejidos fetales
(Simpson et al., 1994; Harada et al., 1999; Conley y Hinshelwood, 2001). En hembras de
mamiferos, la actividad de la aromatasa en tejidos extra ovaricos provee la Unica fuente de

estradiol en la menopausia natural o postquirargica u ovariectomia en modelos animales;
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(Shay et al., 2018). La aromatasa es esencial para toda la vida de hembras y machos (Shay

etal., 2018).

La enzima aromatasa P450 (P450arom) cataliza la aromatizacion de los andrdgenos a través
de una serie de tres hidroxilaciones secuenciales y utiliza el oxigeno molecular y
equivalentes reductores proporcionados por la nicotinamina adenin dinucleétido fosfato
(NADPH)-citocromo P450 reductasa (véanse las Figuras 12 y 13). El resultado es la
pérdida de un grupo metilo angular en el carbono 19 y la fenolizacion del anillo A de los
androgenos (Cole y Robinson, 1988; Thompson vy Siiteri, 1974; Lephart, 1996; Conley y

Hinshelwood, 2001).

g o
' HO I Ho OH ﬁ
03 o
-~ NADPH —N-'ADTZO-
0 Z H
0” 0% N
Androstenediona H 0
o ~
Oa 1l o 0
|1 0
) /(', oH HCOOH i
H
K\.- 0, /
0% NADPH o Y
HO
—OH

Estrona

Figura 12. Secuencia de la reaccion de la aromatasa. La aromatizacién de los andrdgenos a estrogenos se
lleva a cabo en le reticulo endoplasmatico, el Oy el NADPH son requeridos para esta conversion, 3 moles de
cada uno son consumidos por cada mol de estrogenos producidos. Los reductores equivalentes del NADPH
via la flavoproteina a la reduccion aromatasa P450, la cual se une al andrégeno (sustrato) y se le inserta una
molécula de oxigeno. Tres hidroxilaciones secuenciales son ilustradas arriba. El sustrato es la androstenediona
y el producto final es la estrona. Durante la reaccién de la aromatasa el grupo metilo del carbono 19 se pierde
como 4cido férmico, concomitante con la aromatizacion del anillo “A” a una estructura fenélica. Modificado
de Lephart (1996).
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Figura 13. Diagrama esquematico de la membrana microsomal que es una vesicula formada por
membranas provenientes del reticulo endoplasmico y que ancla el complejo enzimatico de la
aromatasa. Este consiste en la aromatasa citocromo P450 (P450arom) y de la proteina asociada NADPH-
citocromo P450 oxidoreductasa (reductasa). Se indican los grupos prostéticos de flavina de la reductasa,
dinucledtido de adenina de flavina (FAD) y mononucleétido de flavina (FMN). También se muestran los
equivalentes reductores como electrones (e-) del fosfato dinucledtido de nicotamina adenina (NADPH), junto
con el hierro (Fe) del hemo y oxigeno (O,) en el bolsillo de unién al sustrato de P450arom. Se requieren tres
ciclos oxidativos para convertir los sustratos C19 en este caso androstenediona(A4), a través de sus
intermediarios (190H-A4 y 190x0-A4) para la sintesis final de estrégeno. Aunque los intermediarios se
muestran en paréntesis, lo que indica s6lo una aparicion transitoria, en muchos casos pueden escapar de un
metabolismo adicional y convertirse en productos de reaccidn adicionales. La reaccion de aromatizacion
completa se muestra debajo del diagrama. Modificado de Conley y Hinshelwood (2001).

Las gonadas y las glandulas adrenales son comdnmente conocidas como fuente de
hormonas esteroides (Cornill y Bournonville, 2018). Las hormonas esteroides también son
producidas en le cerebro ya sea de novo o a través de la conversidon de un precursor que
llega de la periferia (Cornill y Bournonville, 2018). Este es en particular el caso de los
estrégenos cuya produccién por aromatizacion de la testosterona en el cerebro es requerido

para activar el espectro completo de efectos de la testosterona sobre la conducta (Balthazart
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y Ball, 2013; Cornill y Bournonville, 2018). En el sistema nervioso central se ha observado
que la actividad de la aromatasa no se distribuye de manera homogenea, es decir, se han
observado niveles altos de actividad de la aromatasa P450 en el area predptica medial, en el
nucleo del lecho de la estria terminal, en la amigdala cortical y medial, en el ndcleo
predptico periventricular, en el ndcleo supraquiasmatico, en el hipotalamo anterior, en el
hipotdlamo anterior periventricular, en el ndcleo arcuato, en la eminencia media y en el
nucleo supraodptico en la rata macho adulta (Roselli y Resko, 1993). Por el contrario, su
actividad es moderada en la hipofisis y en otras regiones cerebrales (Roselli y Resko, 1987,
1993; Lephart, 1996). En el diencéfalo de la rata macho, se ha observado que existe un
gradiente en la actividad de la aromatasa P450 de rostral a caudal y desde medial a lateral

(Lephart, 1996).

En regiones hipotalamicas, pero no limbicas de roedores adultos, la actividad de la enzima
aromatasa esta regulada por hormonas gonadales (Roselli y Resko, 1984; Shay et al., 2018).
Es decir, la castracion de ratas macho adultas disminuye la actividad de la enzima (Roselli
y Resko, 1984); es por esto que, el nimero de neuronas inmunorreactivas a la aromatasa
P450 disminuyen después de la castracion en el area predptica, pero no en la amigdala

medial o en el nicleo del lecho de la estria terminal (Jakab et al., 1983).

La disponibilidad de potentes inhibidores de la aromatizacion ha proporcionado un medio
conveniente para probar la hip6tesis de que la conversion de testosterona en estradiol en el
cerebro es un paso necesario en las acciones de la testosterona sobre la conducta sexual

masculina (Bonsall et al., 1992).
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La aromatasa desempefia un papel vital en el desarrollo cerebral y en la funcion
neuroconductual en ambos sexos (Shay et al., 2018). Por lo tanto, las investigaciones han
buscado las diferencias sexuales potencialmente vitales en el papel de la aromatasa, en
particular con respecto a sus efectos mediados centralmente (Shay et al., 2018). Para
caracterizar el papel de la aromatasa en la mediacion de tales funciones, se han determinado
los efectos de los tratamientos con inhibidores de la aromatasa en humanos y modelos
animales. También se han empleado ratones carentes del gen para la aromatasa (ArKO).
Los seres humanos que poseen mutaciones en el gen que codifica la aromatasa, CYP19,
también han proporcionado informacion sobre cémo la aromatasa afecta la funcién cerebral
de una manera dependiente del sexo, por ejemplo, en conductas sociosexuales, emotivas,

cognitivas y la memoria (Shay et al., 2018).

Existe una ventana embrionaria critica durante la cual el cerebro esta programado para ser
masculino o femenino (McCarthy et al., 2017; Shay et al., 2018). Este periodo critico en
ratas es predominantemente durante los Ultimos 5-7 dias de gestacion y hasta alrededor del
dia 10 postnatal (Schwarz, 2016; Shay et al., 2018). La exposicién perinatal a inhibidores
de la aromatasa durante el periodo critico de la diferenciacion sexual en el cerebro
masculino tiene un efecto a largo plazo en la conducta sexual de ratas macho (Balthazart et
al., 2004). EIl tratamiento con el inhibidor de la aromatasa androst-4-eno-3,6,17-triona
(ATD) del dia 1 al 5 postnatal a ratas macho castradas en el dia 1 postnatal no afecto el
desarrollo del pene o la capacidad de las ratas para lograr la intromisién peneana, pero
ninguna de las ratas macho tratadas con androst-4-eno-3,6,17-triona lograron alcanzar la
eyaculacion (Booth, 1978). El tratamiento de ratas macho en el Utero (dia 11 al 22 de

gestacion) con el inhibidor de la aromatasa 4-hidroxi-androstenediona causé reduccion en
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la actividad de la aromatasa en el continuo hipotaldmico y preoptico de los fetos y de las
crias masculinas, que se asocié con un aumento del 65% de la conducta de lordosis en la
edad adulta (Takahashi et al., 1989). Sélo el 50 % de los animales tratados con letrozol
lograron aparearse con hembras receptivas y el 25% de los que no lograron copular con
hembras receptivas, mostraron conducta sexual femenina (lordosis) cuando se pretrataron
con estrégeno (Gerardin y Pereira, 2002). Ademas, hubo una disminucion en el nimero de
espermatozoides en los testiculos y en la produccién diaria de esperma (Gerardin y Pereira,

2002).

La aromatizacion es importante para la expresion de la conducta sexual de la rata macho
adulta (Balthazart et al., 2004). Los andrégenos aromatizables como la testosterona o la
androstenediona activan el comportamiento sexual masculino en los machos castrados,
mientras que los androgenos no aromatizables como la 5a-dihidrotestosterona o la
metiltrienolona (R1881), las cuales tienen poco o ningun efecto en mamiferos (McDonald
et al., 1970; Whalen y Luttge, 1971) y aves (Adkins, 1977; Adkins et al., 1980; Balthazart

et al., 1985; Balthazart et al., 2004).

Los inhibidores de la aromatasa, como la androstatrienediona, la androst-1, 4, 6-triene-3,
17-dione, la aminoglutetimida, el fadrozol o el vorozol inhiben notablemente o bloquean
completamente la activacién del comportamiento sexual masculino inducido por la
testosterona en mamiferos macho castrados (Christensen et al., 1975; Beyer et al., 1976;
Morali et al., 1977; Bonsall et al., 1992), y en aves (Adkins et al., 1980; Balthazart et al.,
1990; Foidart et al., 1994; Schlinger y Callard, 1990; Soma et al., 1999; Soma., 2000;
Balthazart et al., 2004). Ademas, varios estudios han demostraron que los efectos de los
inhibidores de la aromatasa en la activacion del comportamiento por la testosterona se
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revierten completamente por la administracion concurrente de un estrogeno (Adkins et al.,

1980; Balthazart et al., 2004).

Se han obtenido ratones carentes del gen que codifica para la aromatasa. Los machos con
esta modificacion no muestran preferencia hacia a las hembras en estro, ni por el olor
depositado en el aserrin; el 42 % de ellos no copula y los que lo hacen tienen una latencia
de monta mas larga y montan un menor nimero de veces (Bakker et al., 2002; Bakker et
al., 2004). Por lo tanto, de estos ratones tan solo un 23 % son fértiles (Simpson y Davis,

2001).

Estos datos sugieren que el proceso de aromatizacién de los andrégenos participa de
manera importante en el proceso de diferenciacion sexual cerebral (componente
organizacional) y en la induccién de la conducta sexual masculina (componente

activacional; Lephart, 1996), esto se explicara a detalle en la siguiente seccion.

1.10 LA DIFERENCIACION SEXUAL DEL CEREBRO EN LA RATA ALBINA DE
LABORATORIO.

Uno de los procesos mas fundamentales y diversos en la historia de la vida de un organismo
es la determinacion del sexo (Gamble y Zarkower, 2012; Trukhina et al., 2013). La
determinacion sexual debe ser un proceso muy antiguo, ya que existen sexos masculinos y
femeninos en diversos organismos, desde corales hasta gusanos, insectos, peces, aves y
mamiferos (Trukhina et al., 2013). El desarrollo del fenotipo sexual consta de tres etapas
predeterminacion cromosomica, determinacién del sexo que consiste en la formacion de las
gonadas y la diferenciacion del sexo que se refiere al desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios gque se han descrito en diferentes grupos de vertebrados (Trukhina et al., 2013).

La consideracion de diferentes grupos de animales taxondmicos permitié establecer dos
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mecanismos generales de determinacion del sexo: la determinacion genética del sexo y la
determinacion externa del sexo. La determinacion externa del sexo en los muchos
vertebrados depende de la temperatura ambiental. S6lo para mencionar, otras variables
ambientales que pueden actuar como mecanismos determinantes del sexo en invertebrados
y vertebrados incluyen: la proximidad de los conespecificos, como se encuentra en el
gusano marino equiurido, Bonellia viridis donde las larvas plancténicas aisladas se
convierten en hembras, mientras que las que se encuentran cerca de hembras se convierten
en machos; el fotoperiodo, como en algunas poblaciones del camaron de agua salobre,
Gammarus duebeni, los machos se producen en dias largos y las hembras se producen en
dias cortos. La determinacion del sexo dependiente de la temperatura se descubrié por
primera vez en reptiles: tortugas, cocodrilos, pero no en serpientes (Trukhina et al., 2013).
El mecanismo principal de la determinacion del sexo dependiente de la temperatura es poco
conocido y ocurre en especies con cromosoma Y indiferenciado (Trukhina et al., 2013).
Una temperatura mas alta puede producir machos o hembras, y los rangos de temperatura y
la duracion de la exposicién que influyen en la determinacion externa del sexo son
notablemente variables entre las especies (Trukhina et al., 2013). Un patrén comin de
determinacion del sexo dependiente de la temperatura, visto en caimanes y cocodrilos y
algunas especies de tortugas y lagartos, involucra a hembras que se desarrollan a
temperaturas de incubacion tanto altas como bajas, mientras que los machos se producen a

temperaturas intermedias (Gamble y Zarkower, 2012).

Se describid que los lagartos, las serpientes, las tortugas y los peces 6seos tienen todos los
mecanismos mecanismos de determinacion del sexo (Gamble y Zarkower, 2012; Trukhina

etal., 2013).
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Las aves y los mamiferos se caracterizan solo por la determinacion genética del sexo. Hay
dos sistemas genéticos de determinacion del sexo: con machos heterogaméticos XY
(mamiferos) y hembras heterogaméticas ZW (aves). Ambos sistemas genéticos se
encuentran en los anfibios (Gamble y Zarkower, 2012; Trukhina et al., 2013). En los
organismos con cromosomas sexuales heteromdrficos, como las aves y los mamiferos, el
sexo se establece en la fertilizacion por la herencia diferencial de los cromosomas sexuales
(Trukhina et al., 2013). El supuesto légico es que los genes determinantes del sexo,
heredados en la fertilizacion, se activan en las gonadas durante la vida embrionaria o
larvaria. Sin embargo, los diversos reportes de dimorfismos sexuales somaticos que
preceden al desarrollo gonadal requieren una definicibn mas considerada de la
determinacion del sexo (Cooke et al., 1998; Trukhina et al., 2013). Al igual que en los
mamiferos, el sexo en las aves es estrictamente genético y se rige por la constitucion del
cromosoma sexual establecida en la fertilizacion. Sin embargo, los cromosomas sexuales de
las aves no estan relacionados con los de los mamiferos. Las aves tienen un sistema de
cromosomas sexuales ZZ macho: ZW femenino, y carecen del homologo al gen
determinante de testiculos en mamiferos, SRY (Major y Smith, 2016). Actualmente, el
mecanismo exacto de la determinacion del sexo en aves no se ha resuelto definitivamente.
El sexo puede ser controlado por un determinante femenino (u ovarico) dominante en el
cromosoma sexual W, o puede depender de la dosis del cromosoma Z (2 para machos, 1
para hembras) o una combinacion de ambos mecanismos. Sin embargo, a la luz de la
ausencia de inactivacion del cromosoma Z global en aves (Ellegren et al., 2007; Arnold et

al., 2013; Uebbing et al., 2013; Major y Smith, 2016)
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Aunque la mayoria de los genes que participan en el desarrollo gonadal se conservan en
vertebrados, incluidas las especies con determinacion externa del sexo, Los patrones
temporales y espaciales de expresién génica varian entre las especies. La Aromatasa
(CYP19), la cual regula nivel de estrogeno gonadal, se ha propuesto que es el principal
objetivo de un factor termosensible putativo para la determinacion del sexo dependiente de
la temperatura. Se sabe que los niveles de estrogeno pueden influir en la determinacion del
sexo o la diferenciacion de gonadas dependiendo de la especie. Los esteroides de yema de
huevo de origen materno (en animales oviparos) y los esteroides producidos por el sistema
nervioso embrionario también deben considerarse como fuentes de hormonas que pueden
desempefiar un papel en la diferenciacion sexual dependiente de la temperatura. Ademas,
hay genes termosensibles: en Emydidae — sox9, en Testudinae — sox9, sfl y wtl, y en
Emydidae — dax1. Se propuso que, en el caso de la determinacion del sexo dependiente de
la temperatura, una cadena de genes amh-sox9 funciona afectando la aparicién de testiculos
en contraste con los otros genes de la cadena en la determinacion del sexo en mamiferos

sry-sox9-amh (Cutting et al., 2013; Trukhina et al., 2013; Valenzuela et al., 2013)

En el desarrollo sexual temprano, los genes de los cromosomas sexuales determinan si un
animal desarrollara testiculos u ovarios, en un proceso denominado determinacion sexual
(Lenz et al., 2012; Trukhina et al., 2013). Los animales con el cromosoma Y que contiene
el gen SRY los cuales desarrollaran testiculos y todos los fenotipos asociados con el macho,
y en ausencia de SRY, un programa genético por defecto conducira al desarrollo de ovarios
y el fenotipo asociado a la hembra (Lenz et al., 2012). Partiendo de este proceso primario
de la determinacidn del sexo es la diferenciacion sexual por el cual otros tejidos toman el

fenotipo masculino o femenino incluyendo a nivel del SNC (Lenz et al., 2012).
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La diferenciacion sexual es controlada en gran medida por las tres clases principales de
hormonas esteroides que son producidas por las gonadas: andrégenos, estrogenos y
progestinas (Arnold y Gorski, 1984). En la vision tradicional de la diferenciacion sexual del
cerebro, estas hormonas gonadales actian en el cerebro durante un periodo sensible
perinatal para organizar un fenotipo masculino o femenino (McCarthy et al., 2012). Los
efectos activacionales se refieren a la accion de los esteroides sexuales en los circuitos
neuronales que ya se han desarrollado, y sélo afectan la actividad funcional, esto es la
regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal, electrofisiologia, contenido de
neurotransmisores, expresion genética, etc. de estos circuitos en organismos postpuberales
esto es sexualmente maduros (McCarthy et al., 2012). Posteriormente a esta activacion, las
mismas hormonas gonadales actan sobre el cerebro masculino o femenino durante toda la
vida para producir comportamientos sexo-especificos (Arnold y Gorski, 1984). En esta
vision clasica de los efectos de las hormonas sexuales sobre el cerebro y la conducta se
acufid la hipdtesis de las acciones organizacionales y las activacionales siguiendo la
hipdtesis de Phoenix et al. (1959), y que ha sido el paradigma utilizado para estudiar
esencialmente cada diferencia sexual en los comportamientos (Lenz et al., 2012). Este
enfoque se utiliza para determinar en primer lugar si una diferencia de sexo en el cerebro y
en el comportamiento es organizado por las hormonas gonadales en un periodo critico, y
determinar si se activa en la edad adulta dependiendo de los niveles de hormonas gonadales

(McCarthy et al., 2012).

En los roedores macho, el gen SRY que se encuentra en el cromosoma Y conduce al
desarrollo de testiculos, los cuales sintetizan andrégenos prenatalmente (McCarthy et al.,

2012). Los niveles de testosterona en plasma aumentan rapidamente a final del periodo
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embrionario y existe un pico después del nacimiento (McCarthy et al., 2012). Una vez en el
cerebro, la testosterona se convierte por la accion de la enzima aromatasa P450 en estradiol,
la cual actta para masculinizar y defeminizar el cerebro (Lenz et al., 2012). Un segundo
periodo organizacional ocurre peripuberalmente, cuando las hormonas esteroides
comienzan a aumentar. En la edad adulta el cerebro diferenciado es activado por las
hormonas gonadales circulantes: los androgenos en los machos; estrogenos y progestagenos
en las hembras, para producir diferencias sexuales en el eje hipotdlamo-hipofisis-gonadas y

en las conductas copuladoras (Figura 14; Lenz et al., 2012).

Organizacional Activacional

Testosterona circulante

l Periodo sensible

concepcion gestacion tardia  nacimiento pubertad

n |

Figura 14. La diferenciacion sexual del cerebro ocurre durante un periodo sensible en el desarrollo. En
los roedores el periodo sensible comienza prenatalmente con el inicio de la produccion de testosterona
testicular en machos, el cual perdura brevemente en la etapa postnatal antes de declinar a niveles indetectables
hasta la etapa adulta temprana. Durante el desarrollo los andrégenos gonadales ganan acceso al cerebro a
través del sistema circulatorio, y es aromatizado hacia estradiol localmente dentro de las neuronas. Las
acciones combinadas de los androgenos y el estradiol organizan el substrato neural hacia un fenotipo
masculino. En ausencia de los altos niveles hormonas gonadales el fenotipo cerebral por defecto es el
femenino. El tratamiento de las hembras con andrégenos aromatizables o estrégenos durante el periodo
sensible (flechas negras) inducira la masculinizacion del cerebro, mientras que el mismo tratamiento fuera de
este periodo sensible (flecha roja) no tiene ningun efecto y define el término del periodo sensible. Los
esteroides gonadales producidos en la pubertad entonces actGan en el substrato neural organizado para activar
el tipico comportamiento reproductivo masculino (monta) o femenino (lordosis). Modificado de McCarthy
(2012).
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1.11 EL PATRON COPULATORIO EN GRUPOS RATAS MACHO DIFIERE AL
EVALUAR GRANDES POBLACIONES

La experiencia sexual juega un rol fundamental en el desempefio y en la eficiencia de la
ejecucion de la conducta sexual (Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). La experiencia sexual
confiere un incremento en la eficiencia y eficacia con que se copula, incluyendo pocas
montas e intromisiones antes de alcanzar la eyaculacion; ademas de que las latencias son
mas cortas para la monta, la intromision y la eyaculacion, al compararlos con animales
sexualmente inexpertos (Dewsbury, 1969; Hull, et al., 2002; Hull y Rodriguez-Manzo,
2009; Antonio-Cabrera y Paredes, 2012). La experiencia sexual también hace mas eficiente
la deteccion olfatoria de los roedores macho de las sefiales quimicas emanadas de la hembra
e incrementa su fertilidad (Hull y Rodriguez, 2009). Los efectos de las lesiones en el nucleo
del lecho de la estria terminalis (NLET); (Claro et al, 1995); del nucleo sexualmente
dimorfico del area predptica medial (Arendash y Gorski, 1983) y del bulbo olfatorio
(Bermant y Taylor, 1969) producen mayores efectos en machos sexualmente inexpertos que
aquellos con experiencia sexual. La eyaculacidn activa mas neuronas, evaluado a través de
la activacion de c-Fos en las neuronas del area predptica medial (Lumley y Hull, 1999); y
del ndcleo accumbens, en ratas macho con experiencia sexual en comparacion con los
animales sexualmente inexpertos (LOpez y Ettenberg, 2002). Las ratas con experiencia
sexual también tienen mayores niveles de la enzima 6xido nitrico sintasa en el area
predptica medial, asi como una mayor secrecion de androgenos testiculares respecto de los
machos sexualmente inexpertos. Finalmente, la experiencia sexual incrementa la emision
de vocalizaciones ultrasonicas precopulatorias con una frecuencia de 50 kHz (Hull y
Rodriguez, 2009). La rata macho sexualmente experta (SE) eyacula luego de realizar

alrededor de 7 a 15 intromisiones en un periodo de 10 a 15 minutos después de estar en
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contacto con una hembra sexualmente receptiva (Portillo et al., 2006b; Eguibar et al.,

2016).

La mayor parte de nuestra comprension actual de la neurobiologia, neuroanatomia y
psicofarmacologia del comportamiento sexual y de la funcién eyaculatoria se ha derivado
de estudios preclinicos en la rata (Hull y Rodriguez-Manzo, 2009; Olivier et al., 2006). En
un estudio realizado por Olivier y Waldinger (2005) se analiz6 la actividad sexual a una
gran poblacion de ratas macho de la cepa Wistar en pruebas sucesivas de al menos 4
pruebas una vez a la semana, con el tiempo las ratas individuales muestran un
comportamiento sexual muy estable en base del cual podemos clasificarlas como
copuladoras lentas, promedio o rapidas, las cuales se caracterizan por el numero de
eyaculaciones alcanzadas en pruebas estandarizadas de copula ad libitum por 30 minutos
(Pattij et al., 2005; Waldinger y Olivier, 2005; Olivier et al., 2006). En una poblacion
grande de ratas Wistar esta variabilidad en la latencia de eyaculacién tiene una distribucion
normal y en los extremos se encuentran representados con aproximadamente el 10% cada
uno a los copuladores lentos y los copuladores rapidos (Pattij et al., 2005; Waldinger y

Olivier, 2005; Olivier et al., 2006).

Las ratas macho copuladores lentos presentan patrones eyaculatorios infrecuentes e
irregulares, estos animales montan e intrometen, pero tardan mas de 28 minutos para
eyacular o no eyaculan en pruebas con mas de una hora de duracion (Kohlert y Bloch,
1996; Waldinger y Olivier, 2005; Portillo et al., 2006b; Antonio-Cabrera y Paredes, 2012;
Olivier et al., 2006). Estos individuos presentan preferencia por las hembras receptivas, al
igual que los machos sexualmente expertos, esto es tienen una adecuada orientacion sexual
(Portillo et al., 2006b). Asimismo, no existe diferencia entre las ratas macho copuladores

67



lentos y sexualmente expertos en la habilidad de aprender, actividad general y conducta

locomotora, esto es no tienen déficit motor (Kohlert y Bloch, 1996; Portillo et al., 2006b).

Las ratas macho copuladores promedio tienen una latencia de eyaculacion de 12 minutos o
menos, con 8 intromisiones en promedio (Pattij et al., 2004; Antonio-Cabrera y Paredes,
2012). Los copuladores rapidos tienen una latencia de monta e intromision menor y un
mayor numero de eyaculaciones que los copuladores promedio y los copuladores lentos;
ademas de una latencia de eyaculacion de aproximadamente 4 minutos. (Pattij et al., 2005;

Waldinger y Olivier, 2005; Olivier et al., 2006).

Algunas ratas macho (alrededor de un 1 a 2% de la poblacidn) no logran aparearse después
de haber sido colocados en varias ocasiones con hembras receptivas, por lo que, se les ha
denominado no copuladoras (Portillo et al, 2007). En los machos no copuladores, se
interrumpen los componentes consumatorios y motivacionales del despliegue sexual
(Portillo et al., 2006a). Las ratas macho no copuladores huelen y lamen los genitales
femeninos, muestran funciones eréctiles y eyaculatorias normales fuera de la copula, del
mismo modo, tienen niveles esteroides sexuales normales, pero son incapaces de montar e
intrometer a las hembras (Portillo y Paredes, 2003). Las ratas no copuladoras no muestran
preferencia por una hembra receptiva 0 un macho sexualmente activo. Las pruebas olfativas
revelaron que machos sexualmente expertos, no copuladores y copuladores lentos tienen la
misma capacidad para discriminar olores de hembras en estro o de aromas no sexuales
como el de platano o el de la menta, lo que determina una discriminacion olfatoria normal y
eficiente (Portillo y Paredes, 2004; De Gasperin et al., 2008). Con respecto a las pruebas de
la motivacion sexual, las hembras pasan el mismo tiempo en la zona de incentivo de los
machos copuladores, copuladores lentos y no copuladores. Estos resultados muestran que
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los machos copuladores, copuladores lentos y no copuladores son igualmente atractivos

para las hembras receptivas (De Gasperin et al, 2008).

En cuanto a la actividad neuronal, sélo las ratas macho copuladoras expuestas al aserrin
proveniente de una hembra en estro tuvieron un aumento en el nimero de células
inmunorreactivas para c-Fos en todas las estructuras de la via olfatoria accesoria
proveniente del 6rgano vomeronasal con una diferencia significativa respecto de las
copuladoras lentas y no copuladoras (Portillo y Paredes, 2004). De hecho, se ha observado
un incremento significativo en el namero de células inmunorreactivas para c-Fos en el area
predptica medial de los sexualmente inexpertos, 1o que no sucede en las ratas macho no
copuladoras (Portillo y Paredes, 2004). ElI numero de células inmunorreactivas a los
receptores de andrdgenos en los machos no copuladores fue significativamente mayor en
comparacion con los machos copuladores en el area predptica medial, y en la amigdala
dorsal, anterior y posterior (Portillo et al., 2006a). Asimismo, las ratas no copuladoras
tienen un numero significativamente mayor de células inmunorreactivas al receptor o de
estrégenos en la amigdala dorsal, posterior y anterior; sin embargo, en el area preodptica
medial se redujo significativamente en machos no copuladores, asi que las diferencias en el
nimero de receptores a andrégenos y a estrégenos en determinadas areas del cerebro
podrian estar asociadas, con las alteraciones en el comportamiento sexual de los machos no
copuladores (Portillo et al., 2006a). Se ha encontrado que la actividad de la aromatasa esta
significativamente reducida en el nacleo predptico medial de ratas macho no copuladoras
en comparacion a los machos copuladores, este resultado puede estar asociado con la falta

de conducta coital masculina en ratas no copuladoras (Portillo et al, 2007).
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1.12 LAS ERECCIONES DEL PENE Y SU REGULACION DOPAMINERGICA EN
LA RATA ALBINA DE LABORATORIO

La ereccion del pene es basicamente un reflejo espinal que puede ser inducida por un
estimulo del sistema nerviosos periférico o bien desde el sistema nervioso central
(Anderson, 2011). Un pene erecto es necesario para liberar el esperma dentro del tracto
reproductivo de la hembra. Algunos penes de los mamiferos son altamente vasculares y

otros tienen caracteristicas fibroelasticas (Hull et al., 2002; Hull et al., 2009).

La estructura anatdmica bésica del pene es comun es las especies de mamiferos. La mayor
parte del tronco del pene es ocupado por los dos cuerpos cavernosos que estan fusionados
en la mayoria de las especies, mientras que el cuerpo esponjoso rodea a la uretra y se
extiende hasta el glande (Hull et al., 2002; Hull et al., 2009). El cuerpo cavernoso consiste
en largas cavernas sinuosas o trabéculas que reciben sangre de las arterias helicinas las
cuales a su vez reciben sangre de la arteria cavernosa (Hull et al., 2002; Hull et al., 2009).
El cuerpo cavernoso esta rodeado por una capsula fuerte (la tunica albuginea), que cuando
se llena de sangre, la presion intracavernosa es capaz de obstruir el flujo hacia las venas lo
que atrapa la sangre en el pene, el cual se agranda y se pone rigido (Hull et al., 2002; Hull
et al., 2009). El extremo proximal del cuerpo cavernoso se adelgaza dentro de la crura
(piernas) que estan unidos al isquion y que estan rodeados por el musculo isquiocavernoso
(Hull et al., 2002; Hull et al., 2009). El extremo proximal del cuerpo esponjoso se extiende
dentro del bulbo uretral y esta rodeado por el masculo bulboesponjoso (Hull et al., 2002;
Hull et al., 2009). La contraccion del masculo isquiocavernoso apoya al incremento de la
presion cavernosa y la contraccion del musculo bulboesponjoso incrementa la presion en el

glande (Gerstenberg et al., 199; Hull et al., 2009). La relativa contribucion de factores

70



vasculares y musculares varia entre las especies, en la rata depende mas de los musculos del
pene y en los humanos es un fendomeno esencialmente vascular (Gerstenberg et al., 1993;

Schmidt and Schmidt, 1993; Hull et al., 2009).

La regulacion nerviosa central de la funcidén eréctil involucra vias espinales y
supraespinales (vease Figura 15; Steers, 2000; Anderson, 2011). La neurotransmision
central es compleja y parcialmente conocida. Una variedad de mecanismos supraespinales
influyen en la conducta sexual incluyendo a las erecciones del pene, estimulos visuales,
olfatorios, auditivos y tactiles pueden provocar respuestas eréctiles sobre todo en los
sexualmente expertos (Zempoalteca et al., 2008; Steers, 2000; Anderson, 2011). La
informacién externa puede estimular la actividad sexual a través de las diferentes vias
sensoriales (visuales, olfativas, tactiles y auditivas) que, con la excepcion del sistema
olfativo, alcanzan las areas corticales correspondientes y luego se proyectan hacia areas de
asociacion corticales polimodales (Moreland 2001). Las cortezas piriformes y entorrinales
tienen conexiones neuronales extensas con estructuras limbicas como la amigdala
(Moreland 2001). Los sistemas espinales y supraespinales que controlan la excitacion
sexual estan localizados predominatemente en el sistema limbico como son los nucleos
olfatorios, area predptica medial, nucleo accumbens, amigdala e hipocampo y en el
hipotdlamo: nucleo paraventricular, y nacleo ventromedial; (Melis y Argiolas, 2011;
Anderson, 2011). En particular, la amigdala medial, el area predptica medial, el nucleo
paraventricular del hipotdlamo, la sustancia gris periacueductal y el tegmento ventral son
reconocidas como estructuras clave en el control central de la respuesta sexual masculina
(Melis y Argiolas, 2011; Anderson, 2011). En ratas, lesiones de la amigdala medial

aumenta significativamente las erecciones reflejas en ratas (Kondo et al., 1998). La
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estimulacion eléctrica del area preoptica medial, el nucleo paraventricular del hipotalamo o
la formacion hipocampal pueden provocar unas respuestas eréctiles (Anderson, 2011). El
haz prosencefalico medial, es la principal via eferente de los centros hipotalamicos hacia el
cerebro medio. Los aferentes principales del area predptica medial se proyectan al area del
cerebro medio a través del haz prosencefalico medial, ademas el area predptica medial
también envia proyecciones al PVN (Moreland et al., 2001). Las estructuras limbicas
envian proyecciones a areas del puente troncoencefalico-médula que son criticas para la
regulacién de la funcion urinaria y la regulaciéon de la funcion sexual masculina. El area
predptica medial proporciona una inervacion densa y selectiva a regiones discretas en el
puente troncoencefalico, a saber, el nlcleo de Barrington y las areas circundantes del locus
coeruleus. Se cree que el nacleo de Barrington es un regulador de la funcién visceral
pélvica, ya que se proyecta a un nucleo parasimpatico sacro conocido por regular el reflejo
de miccidn y la funcién gastrointestinal y genital (Moreland et al., 2001). Las neuronas de
la columna vertebral y del tronco encefalico que inervan los musculos del pene se han
identificado mediante técnicas de rastreo neuronal. Inyeccion de virus de pseudorrabia en
los musculos del pene marcaron a las interneuronas espinales, simpaticas espinales y
neuronas preganglionares parasimpaticas, asi como neuronas en el rafe, area gris
periacueductal, locus coeruleus y nucleo de Barrington (McKenna, 1998). La estimulacion
eléctrica del ndcleo de Barrington incrementd ligeramente la presidn intracavernosa en
ratas descerebradas, mientras que la estimulacion de las areas ventrolateral y caudal al
nacleo de Barrington aument6 significativamente la presion intracavernosa, lo que
demuestra su papel en la funcion sexual masculina (Moreland et al., 2000; Moreland 2001).
Parece que hay una red espinal que consta de aferentes primarios de los genitales,

interneuronas espinales y nucleos simpaticos, parasimpaticos y somaticos. Esta red parece
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capaz de integrar informacion de la periferia y provocar erecciones reflejas y tambien
parece ser el receptor de informacion supraespinal (Giuliano y Rampin, 2000; Anderson,

2011).

Entre los neurotransmisores centrales y los neuropéptidos que controlan la ereccion del
pene, los mas conocidos son la serotonina, dopamina, oxitocina, aminoacidos excitadores,
oxido nitrico, adrenocorticotropina/hormona estimulante de melanocitos (o-MSH) y
péptidos opioides. Pueden facilitar o inhibir la ereccion del pene actuando en varias areas
del cerebro como el area predptica medial, el nucleo paraventricular del hipotalamo, el area
ventral tegmental, el hipocampo, la amigdala, el nlcleo del lecho de la estria terminal, el
nacleo accumbens, la médula oblonga y la médula espinal (Melis y Argiolas, 2011;
Anderson, 2011). El nacleo paraventricular del hipotalamo parece tener un papel central y
el oxido nitrico y la oxitocina parecen ser los actores principales en la mediacién del efecto
(Anderson, 2011). Los andrégenos también tienen un papel importante, la falta de
testosterona puede reducir o anular los efectos de muchos de los transmisores que median la

ereccion (Anderson, 2011).
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Figura 15. Conexiones neuroanatémicas y neurotransmisores en el sistema nervioso central implicados
en la ereccion del pene. AMP, area predptica medial; NPV, nlcleo paraventricular del hipotdlamo; HPM, haz
prosencefélico medial; SGP, sustancia gris periacueductal; ZI, zona incerta; ON, 6xido nitrico; nPGi, nucleo
paragigantocelularis; DA, dopamina; OT, oxitocina; 5-HT, serotonina. Modificado de Moreland et al., 2001.
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Las tres vias principales que controlan las erecciones del pene: los nervios pélvicos,
primariamente parasimpaticos y proeréctiles; los nervios hipogastricos y los nervios
pudendos con fibras somatosensoriales y motoras (Hull et al., 2009). La principal
inervacion proeréctil es a través del nervio pélvico (Lue et al., 1995; Hull et al., 2009), que
se origina en la médula espinal lumbosacra y viaja a través del plexo pélvico hacia el
ganglio pélvico y el nervio cavernoso a los cuerpos cavernosos y la vasculatura del pene, a
través de la arteria pudenda que se bifurca en arteria dorsal y arteria cavernosa (Dail et al.,
1986; Hull et al., 2009; Anderson, 2011). Ademas de las fibras parasimpaticas, lleva
algunos axones simpaticos postganglionares (Dail et al., 1986; Hull et al., 2009). El control
somatomotor es ejercido por neuronas en el nucleo espinal del bulbocavernoso y los
nacleos dorsolaterales del cordon espinal lumbosacro (Schrgder, 1980). Sus axones viajan
en el nervio pudendo, el cual se divide en ramas sensoriales y motoras, ambas de las cuales
Ilevan eferentes simpaticas (McKenna y Nadelhaft, 1986; Hull et al., 2009). La seccion del
nervio pélvico disminuye de manera significativa las erecciones reflejas y erecciones sin
contacto (Cruz et al.,, 1999). La estimulacién de los mdsculos isquiocavernoso y
bulboesponjoso cuando el pene esta flacido no resulta en una ereccion, pero si el pene esta
erecto la contraccion del musculo estriado incrementa rapidamente su rigidez e incrementa

la presion intracavernosa a niveles sistolicos (Schmidt y Schmidt, 1993; Hull et al., 2009).

La tercera via principal lleva primariamente influencia simpatica antieréctil (Diederichs et
al., 1991; Giuliano et al., 1995). Los axones preganglionares viajan por la via de los nervios
esplacnicos lumbares o la cadena simpatica paravertebral (Janig y McLachlan, 1987; Hull
et al., 2009) y hace sinapsis sobre neuronas en el plexo hipogastrico o la cadena simpaética

paravertebral, respectivamente (Hull et al., 2009). Las fibras postganglionicas viajan a
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través de dos rutas principales. Primero el nervio hipogastrico retransmite al plexo pélvico
y entonces a través del nervio cavernoso inerva el pene (Hull et al., 2009). Segundo, axones
de la cadena simpatica paravertebral que viaja via por el nervio pélvico al plexo pélvico y
entonces a través del nervio cavernoso al pene, proveyendo la mayoria de las entradas

noradrenérgicas al pene (Giuliano y Rampin, 2000).

Aunque la influencia principal de la entrada simpatica es antieréctil, un efecto proeréctil ha
sido observado en ratas anestesiadas (Giuliano et al., 1997). La estimulacion eléctrica al
area preoptica medial incrementa la presion cavernosa, este incremento es abolido por la
seccién bilateral de los nervios cavernosos o pélvicos, indicando que el principal efecto
proeréctil de el area predptica medial es por via el sistema parasimpatico. Sin embargo, la
seccion bilateral de la cadena simpatica paravertebral a nivel L4 y L5 también disminuye
significativamente el efecto de la estimulacion de el area predptica medial (Hull et al.,
2009; Cruz et al., 1999). Los sistemas simpaticos pueden producir vasoconstriccion en
areas no peneanas y por tanto desviar la sangre hacia el pene y mejorar la ereccién. Por lo
tanto, se ha postulado que la AMP es capaz de producir ereccion por una activacion
coordinada de los sistemas simpaticos y parasimpaticos (Hull et al., 2009).

1.12.1 TIPOS DE ERECCIONES EN LA RATA MACHO

Ocasionalmente los roedores machos tienen erecciones en su habitat o en una arena de
prueba neutral sin un estimulo sexual obvio. Tales erecciones pueden incrementarse por la
administracion de ciertas drogas. Estas erecciones espontaneas o inducidas por drogas
normalmente consisten en la extension del glande del prepucio y es acompariado

frecuentemente de aseo genital. La obvia ventaja de este modelo es su simplicidad. Sin
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embargo, las erecciones inducidas por drogas pueden ser modificadas por la exposicion a

una copula previa (Hull et al., 2002).

Cabe la pena destacar que los roedores machos frecuentemente tienen erecciones en
presencia de una hembra receptiva inaccesible o con las feromonas de una hembra en estro
(Kondo et al., 1999; Sachs, 1997; Hull et al., 2002). Tales erecciones son similares a las
espontaneas o inducidas por drogas, han sido consideradas como un modelo psicogénico de
ereccion en hombres, tal como sucede al ser expuestos a imagenes sexualmente relevantes o
al escuchar relatos eroticos (Sachs, 2000; Hull et al., 2002). Las erecciones sin contacto
pueden ser acompafadas de aseo genital, envites pélvicos, levantamiento de los talones de
las patas traseras (Sachs, 2000; Hull et al., 2002). Estas son provocadas por estimulos
centrales en vez de periféricos, sin embargo, los estimulos primarios que provoca tales
erecciones en roedores son olfatorias, mientras que las erecciones psicogénicas en hombres
son visuales o auditivas sugiriendo que las vias centrales que provocan esas erecciones
pueden diferir entre ambas especies (Hull et al., 2002). Al igual que con las erecciones
espontaneas e inducidas por farmacos, la ventaja de este modelo es su simplicidad.
Ademas, hay evidencia que diferentes areas del cerebro pueden regular las erecciones sin

contacto versus las erecciones que se tienen durante la copula (Hull et al., 2002).

Las erecciones provocadas por estimulacién manual también son referidas como erecciones
reflejas en muchas especies, sin embargo, la estimulacién tactil en las ratas (Hart, 1968) y
ratones (Sachs, 1980) inhibe la ereccion, para superar esta dificultad, los reflejos peneanos
pueden ser provocados manteniendo al animal sobre su espalda y retrayendo de manera
sostenida el prepucio del pene (Hart, 1968). La presion alrededor de la base del pene
provoca erecciones (alargamiento del glande debido a la vasodilatacion del nervio
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esponjoso) y anteroflexiones (flips o vueltas, elevaciones del pene debido a que el cuerpo
cavernoso se llena de sangre y que se acompafian de la contraccion de los musculos
isquiocavernosos; Hull et al., 2002). Existen tres grados en la ereccién del glande: (1)
alargamiento y elevacion del cuerpo del pene; (2) ensanchamiento y dilatacion del glande y
(3) dilatacion intensa del glande en forma de copa (véase Figura 16; Hull et al., 2002). La
copa deposita el eyaculado en el cérvix de la hembra, en donde se coagula y forma un
tapon, este tapdn previene que el semen salga de la vagina, sin este la prefiez raramente

ocurre (Sachs,1982; (Hull et al., 2002).

Figura 16. Erecciones reflejas mostradas por ratas macho es posicion supina después de la retraccion de la
vaina del pene. (A) El pene inactivo (flacido). (B) Tumescencia y elevacion del cuerpo del pene sin ereccion
del glande. (C) Ereccién intensa del glande (“copa™) y del cuerpo del pene. (D) Anteroflexion ("tiron") del
pene debido a un enderezamiento del cuerpo del pene. Tomado de Hull et al (2002).

78



1.12.2 EL NUCLEO PARAVENTRICULAR DEL HIPOTALAMO Y LOS PRINCIPALES
NEUROTRANSMISORES INVOLUCRADOS EN LAS ERECCIONES DEL PENE.
El nacleo paraventricular del hipotdlamo (NPV), la oxitocina y las neuronas que contienen

oxitocina juegan un papel importante en la regulacion de central de la ereccion (Anderson,
2001; Anderson 2011). Las neuronas oxitocinérgicas se originan en el NPV y proyectan
hacia areas extrahipotaldmicas como, el area tegmental ventral caudal, el hipocampo, la
amigdala y el cordon espinal (Geerling, 2010; Anderson, 2011). Estas neuronas son
activadas por si mismas por la oxitocina, la dopamina, aminoacidos excitatorios, péptidos
analogos a hexarelina y son inhibidas por la estimulacion mediada por GABA (de sus siglas
en inglés gamma-aminobutyric acid), opioides y a receptores cannabinoides (Anderson,
2011). La activacion de las neuronas oxitocinérgicas produce la activacion de la éxido
nitrico sintasa (ONS), presente en estas neuronas, el 6xido nitrico media la activacion de las
neuronas oxitocinérgicas, lo que causa la liberacion de oxitocina en el corddn espinal y en
areas cerebrales extrahipotalamicas (Argiolas et al., 2005; Anderson, 2011; Melis y
Argiolas, 2011).

1.12.3 LADOPAMINA Y LAS ERECCIONES DEL PENE

La dopamina es la principal catecolamina en el SNC y esta involucrado en una gran
variedad de funciones fisioldgicas, incluyendo la conducta sexual. La dopamina tiene un
efecto facilitador en la motivacion sexual, eficiencia copulatoria y en los reflejos genitales

(Hull et al., 2004).

Las neuronas dopaminérgicas centrales que regulan las erecciones del pene comprenden el
sistema incertohipotalamico (SIH) con proyecciones al area predptica medial y el ndcleo
paraventricular del hipotdlamo (NPV; Bjorklund, 1975; Anderson, 2011). La zona incerta

es una estructura diencefélica que consiste en la extensién dorsal de la formacién reticular
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(Moreland et al., 2001). La via dopaminérgica incertohipotaldmica (originalmente descrita
como el grupo dopaminérgico A13) surge de la parte medial de la zona incerta e inerva la
amigdala, el nucleo paraventricular del hipotdlamo y el nacleo del area predptica medial
(Moreland et al., 2001). Las neuronas dopaminérgicas también han sido identificadas en el
hipotdlamo caudal dentro de la via dopaminérgica diencéfalo-espinal para inervar el cordon
espinal lumbosacro (Anderson, 2011). La dopamina, por lo tanto, participa en la regulacion
central de los componentes somaticos y autonomicos de los reflejos peneanos (Anderson,
2011). Los receptores dopaminérgicos en mamiferos han sido clasificados en dos familias
la D1, que comprende receptores del subtipo D1 y D5y la familia de receptores D2 con los
subtipos D2, D3 y D4 basado en su capacidad para modular la actividad de la enzima
adenilato ciclasa (AC) (Beaulieu y Gainetdinov, 2011). En el SNC ambas familias han sido
asociadas con las funciones eréctiles. Se ha encontrado la expresion de que todos los
receptores dopaminérgicos de la familia D2 en los cuerpos celulares de las neuronas
oxitocinérgicas del NPV, del ndcleo supradptico (NSO) y del area predptica medial
(Baskerville y Douglas, 2008; Baskerville and Douglas, 2009; Anderson, 2011), el cual
ofrece un fuerte apoyo neuroanatomico a la hipétesis de que la dopamina y los receptores a
la dopamina actlan directamente sobre las neuronas oxitocinérgicas involucradas en las
funciones eréctiles (Anderson, 2001; Anderson, 2011). La participacion de la dopamina en
la funcidon sexual, incluyendo la ereccién es ampliamente apoyada por estudios que
demuestran que varias drogas dopaminérgicas tales como apomorfina, quinpirole,
quinorelano y (-)-3-(3-hidroxifenil)-N-n-propylpiperidina (3-PPP) (Melis y Argiolas, 1995;
Hsieh et al., 2004; Anderson, 2011). Por ejemplo, la apomorfina, un agonista

dopaminérgico administrado sistémicamente a ratas macho induce erecciones del pene
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(Benassi-Benelli et al.,, 1979; Sach et al., 1994), simultdneamente produce bostezo

(Holmgren et al., 1985) y emision seminal (Yonezawa, 2009; Anderson, 2001).
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2 ANTECEDENTES

2.1 LASRATASHYYLY COMO UN MODELO DE DESORGANIZACION DEL
PATRON COPULATORIO

2.1.1 LASRATASHYY SU FRECUENCIA DE BOSTEZO
En el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de

Fisiologia de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, contamos con una sublinea
de ratas con una alta frecuencia de bostezo HY (del inglés high-yawning), obtenida a partir
de un macho que bostezd 22 veces en una hora al ser observado en un cristalizador de
vidrio (190 mm de didmetro y 100 mm de altura). A partir de este macho y mediante
cruzamientos endogamicos esto es hermanos con hermanas; se obtuvo la sublinea de las
ratas HY con un promedio de 20 bostezos/hora (b/h) por mas de 90 generaciones, esto es un
orden de magnitud mayor que las ratas Sprague-Dawley reproducidas al azar con menos de
dos b/h (Urba-Holmgren et al., 1990). Adicionalmente, se obtuvo una segunda sublinea
endogamica con una baja frecuencia de bostezo espontaneo, la denominada LY (de sus
siglas en inglés low-yawning), con una media de tan sélo 2 b/h (Urba-Holmgren et al.,
1990). La obtencidon de los animales HY nos ha permitido realizar distintos tipos de
estudios acerca de la influencia de las variables medio ambientales y de los distintos tipos
de sistemas de neurotransmisores sobre la frecuencia del bostezo en distintos contextos
experimentales (Anias et al., 1984; Eguibar et al., 2002; Eguibar y Moyaho, 1997; Eguibar
et al., 2010), para revision vease Collins y Eguibar 2010. Por ejemplo, el trabajo realizado
con el agonista muscarinico pilocarpina, en el cual se obtuvo diferencias significativas en la
curva dosis respuesta en la frecuencia de bostezo entre las HY y LY en un ambiente
novedoso, en la cual las rats HY tuvieron una frecuencia de bostezos mayor en un periodo

de 45 minutos (Eguibar y Moyaho, 1997).
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2.1.2 CORRELACION ENTRE EL BOSTEZO Y LA ERECCION DEL PENE ESPONTANEA
E INDUCIDA POR AGENTES DOPAMINERGICOS.
Con la obtencion de las ratas HY fue factible también determinar que existe una correlacion

entre el bostezo con las erecciones espontaneas del pene (Holmgren et al., 1985). Esta
correlacion se obtuvo igualmente con la administracion de agonistas dopaminérgicos de la
familia D> como la bromocriptina (Holmgren et al., 1984) o el quipirole (Eguibar et al.,
2003; Figura 17); (Holmgren et al., 1985; Eguibar et al., 2003); asi como tras la

administracion intracerebroventricular de la hormona oxitocina (Eguibar et al., 2015).
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Figura 17. Efecto del quinpirole sobre las erecciones del pene y el bostezo. Note qué la curva dosis efecto
para ambos comportamientos son muy similares, pero el efecto es mayor en la sublinea HY. Tomado de
Romero-Carbente et al (2000) y Eguibar et al (2003).

2.1.3 PATRON COPULATORIO EN RATAS HY Y LY
Considerando que las ratas HY muestran un nimero mayor de erecciones implica una

mayor capacidad de respuesta de los circuitos espinales y supraespinales que controlan los
procesos de ereccion del pene y de la eyaculacion (Sachs y Barfield, 1976) por lo que se
analiz6 su desempefio copulatorio y se encontré6 que este es diferente en las HY con
respecto a las ratas LY y SD (Eguibar et al., 2016). La proporcion de ratas, sin experiencia
sexual, que alcanzaron la eyaculacion se incrementd con cada sesion copulatoria en las

ratas SD (circulos blancos), en los machos HY (circulos grises) y LY (circulos negros)
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también hubo un incremento, pero fue significativamente menor que en las SD, ademas las
ratas HY no eyacularon en la primera y segunda sesion copulatoria (Eguibar et al., 2016).
En la cuarta sesion copulatoria unicamente el 22% de las ratas LY (circulos oscuros) y el
24% de las ratas de la sublinea HY alcanzaron la eyaculacion. Tales porcentajes fueron

significativamente mas bajos respectos al 39% de los machos SD (véase Figura 18; Eguibar

etal., 2016).
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Figura 18. Proporcion de ratas sin experiencia sexual que alcanzaron la eyaculacion en cuatro sesiones
copulatorias en diferentes grupos de ratas. El porcentaje de machos SD sin experiencia sexual que
alcanzaron la eyaculacion incrementa en la 32 sesion, pero la proporcién de ratas HY (circulos grises) y LY
(circulos negros) fueron significativamente mas bajos que en las ratas SD (¥%, *P< 0.05,). Modificado de
Eguibar et al (2016).

En otros experimentos se describié que la proporcién de ratas con experiencia sexual que
alcanzaron la eyaculacion incrementd con cada sesion copulatoria en ratas SD, un patron

similar fue mostrado por la sublinea LY. Sin embargo, en la sublinea HY la proporcion de
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ratas macho que alcanzaron la eyaculacion es significativamente menor respecto a los otros

grupos de ratas (Figura 19; Eguibar et al., 2016).
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Figura 19. Proporcion de ratas en macho con experiencia sexual en ambas sublineas y en la cepa SD
que alcanzaron la eyaculacion. El porcentaje de ratas con experiencia sexual que alcanzaron la eyaculacién
en la cepa SD (circulos blancos) es similar a los de la sublinea LY (circulos negros), los machos HY
mostraron una proporcion de eyaculadores significativamente mas baja en las cuatro sesiones copulatorias (2,
*P< 0.05,). Modificado de Eguibar et al (2016).

Eguibar et al., 2016 también reportaron que las latencias de intromisién son mas cortas en
las SD respecto a ambas sublineas y que ademas en las SD estés latencias se hacen mas
cortas en varias sesiones copulatorias. En los machos SD y LY la latencia de eyaculacion
en la cuarta sesion de copula fue mas corta que en las primeras sesiones, es decir mejoran
con la experiencia como se espera, no asi en las HY. Los intervalos post-eyaculatorios son
mas largos en las ratas macho HY a diferencia de los machos LY y SD. La organizacion de
la copula difiere entra las dos sublineas porque el nimero de episodios copulatorios son

significativamente mas altos en las ratas macho HY que en las LY; y ademas las HY
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muestran intervalos intercopulatorios mas largos que los otros dos grupos de ratas; es decir,
su desemperfio sexual de las HY esta organizado en mas pausas y sesiones copulatorias mas
largas como se muestra en la Figura 20. Ambas sublineas muestran una eficiencia
copulatoria mas baja siendo significativamente diferente de las SD. Con lo anterior es claro
que las ratas HY y LY muestran un deficit en el proceso de adquirir experiencia sexual
respecto a la cepa SD, lo que da como resultado una proporcién alta de ratas que no logran
eyacular a pesar de tener experiencia sexual, 50% en los machos HY y 40% en las LY y
una proporcion menor de ratas copuladoras promedio en comparacion con las SD, esto
puede deberse a deficiencias en el aprendizaje, a los mecanismos de recompensa 0 ambos
debido a variaciones en areas del sistema nervioso central involucradas que median esta

conducta.

Dadas las caracteristicas de las HY y LY proveen de una ventaja importante ya que sus
altos porcentajes de ratas que no logran eyacular a pesar de tener experiencia sexual en por
lo menos 4 experimentos podrian contener a copuladoras lentas y no copuladoras, las cuales

son solo el 10% y 1% respectivamente en ratas exogamicas. (Eguibar et al., 2016).

Otros grupos de ratas que muestran diferencias en la conducta sexual masculina son las
ratas endogamicas de las cepas Lewis y Fisher (F344); las ratas romanas exogamicas de alta
(RHA) y baja evitacion (RLA) y las ratas endogadmicas Flinders sensibles y resistentes que
también se han comparado con las ratas SD exogamicas como grupo control (Hurwitz y

Riley, 2011; Ferreira-Nufio et al., 2012; Sanna et al., 2014)).

Las lineas Lewis y Fisher inicialmente evaluadas con relacion a sus diferencias en el

sistema inmune, respuestas inflamatorias y reactividad al estrés, han sido ampliamente
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utilizadas como modelos animales para examinar posibles influencias genéticas
subyacentes en la expresion diferencial de una gran cantidad de respuestas conductuales,
fisioldgicas y neuroquimicas (Hurwitz y Riley, 2011). Por ejemplo, en comparacion con las
Lewis, las ratas Fisher muestran mayor secrecion de corticosterona en respuesta a diversos
estresores y ante desafios inmunoldgicos, resultando las SD el fenotipo intermedio entre
ambas cepas. En cuanto al desempefio sexual, las ratas Lewis tienen latencias de monta,
intromision y eyaculacion mas largas y un intervalo posteyaculatorio también mas largo
respecto a las ratas Fisher, las ratas SD muestran una conducta intermedia respecto a las
ratas Fisher y Lewis. Las ratas SD y Fisher tienen una frecuencia de monta e intromision
significativamente mayor respecto a los machos Lewis. Respecto a la frecuencia de
eyaculacion hay diferencia significativa entre los tres grupos de ratas, teniéndose una
mayor frecuencia de eyaculacién en las Fisher respecto a las SD y Lewis, y las SD tienen

mas eyaculaciones que las Lewis (Hurwitz y Riley, 2011).

Las ratas romanas de alta (RHA) y baja evitacion (RLA), criadas de forma selectiva para,
respectivamente, la adquisicion rapida o deficiente del comportamiento de evitacién en la
caja de choques eléctricos, muestran diferentes estrategias de afrontamiento cuando se
exponen a condiciones ambientales adversas: las ratas RLA son reactivas y muestran un
comportamiento hiperemocional caracterizado por la hipomotilidad y la congelacién
(freezing), mientras que las ratas RHA muestran un comportamiento de afrontamiento
proactivo destinado a ganar control sobre el factor estresante (Sanna et al., 2014). Las ratas
RHA también muestran altos niveles de impulsividad y una marcada preferencia por la
ingesta de recompensas naturales y por medicamentos (Sanna et al., 2014). Las lineas

romanas también difieren en el comportamiento sexual, una fuente principal de recompensa
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natural. Las ratas RHA macho cuando copulan con una hembra receptiva muestra mas
montas, intromisiones y eyaculaciones en la primera prueba de copulacion en comparacion
con sus contrapartes RLA y ratas Sprague Dawley utilizadas como una cepa control (Sanna
et al., 2014). Estas diferencias disminuyeron solo parcialmente en las pruebas de
copulacion posteriores, las ratas RHA siempre mostraron niveles mas altos de motivacion y
rendimiento sexual que las ratas RLA (Sanna et al., 2014). En consecuencia, el anélisis de
los parametros de copulacién de cinco pruebas de copula realizadas a intervalos de 3 dias
confirmd que las lineas romanas muestran diferentes patrones de actividad copulatoria que
persisten después de la estabilizacién del comportamiento copulatorio por experiencia

sexual (Sanna et al., 2014).

Las lineas de ratas Flinders sensibles y Flinders resistentes han sido seleccionadas por sus
diferencias en su sensibilidad colinérgica (Ferreira-Nufio et al., 2012). Las ratas Flinders
sensibles muestran una respuesta hipersensible a agonistas de receptores muscarinicos,
ademas de que son consideradas un modelo de depresion debido a conductas como, un
mayor numero de movimientos rapidos del ojo durante el suefio, disminucion del consumo
de sacarina después de haber sido sometidas a un estresor y exploran menos en el campo
abierto que las Flinders resistentes y las SD (Ferreira-Nufio et al., 2012). En pruebas de
conducta sexual de 30 minutos (min), las ratas Flinders sensibles y Flinders resistentes
muestran un desemperfio sexual diferentes respecto a las SD, las cuales consisten en una
marcada disminucion de la frecuencia eyaculatoria y alcanzan la saciedad sexual mas
rapido. Lo mostrado anteriormente muestra que la endogamia puede producir alteraciones

en el desemperio de la conducta sexual masculina (Ferreira-Nufio et al., 2012).
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Figura 20. Las ratas de la sublinea HY tienen una organizacion temporal diferente respecto de las ratas
LY. Las ratas de alto bostezo tienen latencias mas largas para alcanzar la eyaculacién con una media de 850
segundos, de las LY respecto con tan s6lo 530 segundos (*P<0.05). Las ratas macho LY alcanzan la
eyaculacion en 57 % menos tiempo que las HY. Modificado de Eguibar et al (2016).
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2.2 LOS CUIDADOS MATERNOS Y SU IMPACTO SOBRE EL PATRON
COPULATORIO

En los mamiferos, la experiencia, sensorial y social en la etapa perinatal es esencial para el
desarrollo del infante. Estas experiencias vienen de la madre a través del cuidado materno,
la cual tiene efectos duraderos en la fisiologia y conducta del organismo adulto (Hofer,

1994; Melo, 2015).

Estudios previos en ratas han mostrado que las variaciones en el comportamiento materno
hacia las crias, produce diferencias en muchos aspectos neurales y conductuales en la
decendencia (Meaney, 2001; Lenz y Sengelaub, 2009). Los crios que reciben los niveles
mas altos de lamido corporal y ano-genital, asi como de amamantamiento muestran una
mayor densidad de neuronas en el hipocampo (Bredy et al., 2003); mayores niveles de
expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, de sus siglas en inglés; Liu
et al 2000), muestran diferentes niveles de dopamina en la corteza prefrontal (Zhang et al.,
2005), y una expresion diferente de la subunidad del receptor GABA A (Caldji et al.,
2000); asi como la expresion diferencial del receptor para la oxitocina en la amigdala (Liu
et al., 1997); asi mismo muestran diferencias en la respuesta hipotalamico-hipofisiario-
adrenal, ya que la descendencia en la edad adulta muestra diferencias en la concentracion
de la hormona adrenocorticotropa y corticosterona en el plasma en repuesta a al estrés
agudo, también como diferencias en la expresion del ARNm de la hormona liberadora de
corticotropina y el ARNm del receptor para glucocorticoides en el hipocampo (Francis et
al., 2000). Los efectos maternos son epigenéticos, ya que el tipo de cuidado materno

determina el fenotipo de su descendencia (Lenz, y Sengelaub, 2006).
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Se ha mostrado por ejemplo que el ndcleo espinal del bulbocavernoso tiene un dimorfismo
sexual, ya que en los machos es mayor la inervacion de los musculos bulboesponjoso e
isquiocavernoso en la base del pene y que controlan los reflejos asociados a la copula
(Goldstein et al., 1990). La reduccion del lamido materno no sélo produce una disminucion
en la cantidad de las neuronas motoras, sino que también reduce el tamafio y la longitud
dendritica de estas en el nucleo espinal del bulbocavernoso (Moore et al., 1992; Lenz y
Sengelaub, 2006). Entonces el lamido materno de las regiones perineales de las crias
influye en el desarrollo del nucleo espinal del bulbocavernoso, y, en consecuencia, en su

desempefio sexual en la edad adulta (Moore et al., 1992; Lenz y Sengelaub, 2009).

Las madres HY expresan un patron diferente en su desempefio maternal respecto a lo
mostrado por las madres SD y de la sublinea LY (Ugarte et al., 2011). EI nimero de crias
por camada al nacer y al destete de las madres HY es menor respecto a las SD y las LY
(Ugarte et al., 2011). Las madres HY y LY pasan menos tiempo dentro del nido que las
madres SD, siendo los nidos de las HY de mala calidad lo que los hace inestables. Las
madres HY acarrean todos los crios en el nido con mayor rapidez que las madres SD, pero
un 80% de estas los acarrean de forma atipica, esto es las transporta del abdomen o de las
extremidades inferiores, mientras que de las LY un 30% lo ejecutan y las madres SD no
muestran esta conducta (Ugarte et al., 2011). Las madres de los tres grupos de ratas
muestran la conducta del reacarreo; pero, el 80% de las madres HY realizan este
comportamiento, que es significativamente mas alto que en las madres LY con un 50% y
las SD tan solo un 40% (Ugarte et al., 2011). El reacarreo se caracteriza por sacar a la cria
fuera del nido, una vez que habia sido acarreado y después de un tiempo variable devuelven

la cria al nido, este reacarreo se correlaciona con el estrés que se genera en las crias (Ugarte
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et al.,, 2011). Las madres estan maternalmente motivadas pero el 'ajuste fino' de la
expresion de la conducta materna es diferente. Estos cambios pueden ser causados por
mecanismos hormonales o neurales en las madres, que son capaces de alterar la
estimulacion somatosensorial que aportan los crios y esto puede alterar la secuencia de
eventos neuroendocrinos y conductuales que permiten un desarrollo adecuado de las crias,
que en ultima instancia pueden ser responsables de las diferentes caracteristicas de
comportamiento de las ratas HY, tales como la conducta materna y el aseo en los adultos
(Ugarte et al., 2011). Las ratas HY son mas estresables en pruebas estandarizadas como
son: el laberinto en cruz elevado, la caja luz- oscuridad y en el campo abierto ya que
muestran rasgos ansiosos. En el laberinto de cruz elevado entran menos veces a los brazos
abiertos y al compartimento iluminado de la caja luz oscuridad y muestran tigmotaxis en el
campo abierto (Uribe, 2015). Adicionalmente, al ser restringidos de movimiento las ratas
macho HY secretan menos corticosterona, pero no ACTH respecto a la SD, es posible
inferir que las glandulas adrenales de la sublinea HY es menos sensible a la ACTH respecto
de la SD, situacidn relacionada con la presencia de estrés cronico o de hipersensibilidad a

estresores (Uribe, 2015).
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3 JUSTIFICACION

Se ha observado una alta proporcion de ratas HY que no logran copular después de
repetidas exposiciones con hembras receptivas (Portillo et al., 2010). La proporcion de
machos con experiencia sexual que alcanzan a eyacular en el caso de las HY es menor al
50% y en el caso de las LY tan sélo es del 60% a diferencia de las SD donde la proporcion
de eyaculadores es del 80% (Eguibar et al., 2016), por lo que la proporcion de los machos
que no alcanzaron a eyacular podria pertenecer a los grupos de los copuladores lentos o no

copuladores.

Dada la alta isogenicidad de las ratas HY y LY tenemos ventajas para el estudio de los
efectos epigenéticos derivado del cuidado materno sobre el desempefio sexual, vale la pena
destacar que las ratas HY muestran un cuidado maternal diferente respecto de los otros dos
grupos de ratas, ya que las madres HY muestran un mayor numero de acarreos atipicos y
reacarreos. El intercambio de camada en madres es una técnica que permite manipular

eficientemente el ambiente prenatal temprano con efectos neurobioldgicos de largo alcance.

En base a las diferencias observadas en el cuidado materno y el desempefio de la conducta
sexual en los tres grupos de ratas es interesante determinar si las diferencias en la conducta
sexual son debido al cuidado materno recibido, por lo que emplearemos la técnica del
intercambio de camadas para valorar el posible rol del cuidado materno sobre el desempefio
sexual en ratas macho adultas jovenes a los 90 dias de edad. El intercambio de camadas en
madres es una técnica que permite manipular eficientemente el ambiente postnatal

temprano con efectos neurobioldgicos de largo alcance (McCarty, 2017).
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4 HIPOTESIS

H1. El cuidado materno es el que determina el desempefio sexual en las ratas HY por

cambios en la actividad de la enzima aromatasa en el hipotalamo.

H2. El cuidado materno modifica el nimero de las erecciones del pene espontaneas o

inducidas por el agonista dopaminérgico quinpirole.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el rol que juega el cuidado materno sobre sobre el desempefio sexual y las

erecciones del pene espontaneas y las inducidas por agonistas dopaminérgicos.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluar la conducta sexual masculina de ratas macho adultas jovenes con o sin
intercambio de camadas entre los tres grupos de ratas.

2) Evaluar los efectos del cuidado materno sobre la actividad de la aromatasa
hipotaldmica en machos de la cepa Sprague-Dawley (SD) y en ambas sublineas con
0 sin intercambio de sus crias entre las sublineas y las SD.

3) Determinar el papel del cuidado materno sobre el bostezo y las erecciones del pene
espontaneas e inducidas con agentes dopaminérgicos con accion preferencial sobre

los receptores de la familia Do.
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Hembras de 90 a
100 dias de edad
[JERELEN

Registro de las
erecciones del

pene inducidas con
quinpirole (dosis:
25,50 y 100 pg/Kg)

Evaluacion de la conducta
sexual masculina (90 dias)
cada 72 horas, en cuatro
sesiones copulatorias

6 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Evaluacion de la
conducta materna
en los siguientes
periodos
postnatales: 1, 3, 5,
7 y 9 dias

Registro de la
frecuencia de
bostezo (60 dias) en
un cristalizador de
vidrio

Obtencidn de los tejidos cerebrales
para la determinacion de aromatasa y
de suero sanguineo para la
cuantificacion de esteroides sexuales
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7 METODOLOGIA

7.1 CONDICIONES GENERALES

Los animales fueron mantenidos en cajas de acrilico transparente colectivas (31 X 47 X 18
cm), a una temperatura de controlada (22+ 2° C), y humedad relativa (30-45%) con un ciclo
12:12 h de luz/oscuridad para el caso de los experimentos de conducta materna; y en un
ciclo 14/10 h luz/oscuridad invertido para los experimentos de conducta sexual, las luces se
encendieron a las 12:00. Todos los sujetos tuvieron libre acceso a agua purificada (CIEL™
Coca Cola Co.) y alimento balanceado para roedores LabDiet 5012, en el caso de a

hembras prefiadas y lactando se les provey6 LabDiet 5001 (Purina Mills, EUA).

7.2 INTERCAMBIO DE CAMADAS

Los sujetos fueron ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley (SD) y de las sublineas
HY y LY de 90 a 100 dias de edad obtenidas y criadas en nuestras instalaciones bajo

condiciones estandarizadas.

7.2.1 APAREAMIENTO

Las ratas hembra nuliparas SD, LY, y HY de 90-100 dias de edad, permanecieron en
unidades de reproduccion con un macho con experiencia sexual del mismo grupo. Cada dia
todas las hembras se inspeccionaron visualmente a las 8h y la presencia de un tapon vaginal
fue tomado como el inicio de la prefiez (Ugarte et al., 2011).

7.2.2 PRENEZ Y PREPARACION DE LAS MADRES PARA EL INTERCAMBIO DE

CAMADAS
En los dias 16-18 de prefiez, cada hembra se colocd en una jaula individual de acrilico

transparente (31 X 47 X 18 cm) que nos permiti6 observar todo el repertorio conductual de
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la hembra. Las hembras se proveen con una cama especial (Aspen Shavings, Northeastern
Products, EUA) con la cual pueden elaborar su nido y protege la piel de las crias sin pelo.

7.2.3 INTERCAMBIO DE CRIAS Y OBSERVACION DE LA CONDUCTA DE LAS MADRES
Se retiraron las crias recién nacidas en las primeras 24 horas de la cepa SD o de ambas
sublineas para poder realizar el intercambio de las crias entre los distintos grupos de
madres. Las camadas fueron estandarizadas a ocho crias, con una distribucion entre los
sexos de un 50% (Francis et al., 1999). Todas las pruebas se llevaron a cabo entre 10:00 y
13:00 h dentro del mismo espacio para minimizar el estrés y favorecer la aceptacion de los
crios. En el dia de nacimiento, las crias en cada camada se sexaron, se contaron y se
pesaron individualmente. Se evalud su desarrollo y el desempefio maternal hasta los 7 dias
posparto, que es cuando se manifiesta la conducta materna con mayor intensidad en los dias

1, 3,5y 7 de la lactancia (Ugarte et al., 2011).

El comportamiento materno fue videograbado en los dias posparto mencionados
anteriormente por 20 minutos empleando una videocdmara modelo Sony y para el analisis
el programa The Observer XT V. 12.0 (Noldus Technologies, Paises Bajos). Se registraron
los siguientes parametros: el tiempo dedicado la posicion para amamantar (postura de
lactancia alta y baja intensidad), el tiempo que ocupan las madres para del lamido de las
crias, el tiempo que ocupan las madres en su autoaseo, el tiempo dedicado a la ingesta de
agua y alimento por la madre y el tiempo que permanecid la madre fuera del nido. Despues
cada video de 20 minutos se evalto por 5 minutos: el tiempo para acarrear la primera cria 'y
cada uno de los hermanos hacia el nido, y el acarreo de las crias poniendo énfasis de la
porcion del cuerpo por la que es tomada la cria (Ugarte et al., 2011). La calidad del nido se

califico en una escala de 5 puntos que va de 0 a 4 como lo realiz6 Rosenblatt y Lehrman
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(1963) y Lisk et al (1969; veéase Figura 21). Una puntuacion de 0 se adjudicé cuando la
hembra no construyd un nido. Una puntuacion de 1 se dio cuando el material del nido
estuvo presente en un rincén de la jaula, pero no estaba organizado. Se le dio una
puntuacion de 2, cuando existio algun tipo de organizacion del material de nidificacion,
como organizacion semicircular hecha en una esquina de una jaula, pero sin paredes pero
no una estructura mas compleja. Una puntuacion de 3 se le otorg6 cuando se construyé un
nido circular o semicircular completo con paredes y una puntuacién de 4 se otorgd a un
nido completo con paredes altas. Las camadas recién nacidas que se encuentran hasta 12:00
de cada dia seran designados como nacido en ese dia (dia 0). Solo se usaran las hembras
que se aparean con éxito y tengan al menos 8 crias por camada en el parto (Ugarte et al.,

2011).

A los 21 dias de edad, las crias se destetaron y se seleccion6 un macho al azar de cada
camada. Los machos se separaron y alojaron en cajas de acrilico colectivas y se

mantuvieron en condiciones estandar (Rhees et al., 1999).
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Figura 21. Calidad del nido. Obsérvese que los diferentes puntajes del nido se adjudican con base en su
altura'y compactacion. Tomado de Ugarte, 2006.
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7.3 REGISTRO DEL BOSTEZO Y LAS ERECCIONES ESPONTANEAS DEL
PENE

Las observaciones se realizaron en las ratas macho a los 60 + 1 dia de edad en un
cristalizador de vidrio transparente (didmetro 190 mm, altura 100 mm), con el piso cubierto
con una hoja de papel de filtro limpio, y la parte superior cubierta con una placa acrilico,
dejando abierto un segmento de 1 cm para su ventilacion. El periodo de observacion tuvo
una duracion de 1h (Holmgren et al., 1985; Urba-Holmgren et al., 1990). Las erecciones del
pene y los bostezos se registraron por dos observadores, que se sientan en lados opuestos de
la mesa sobre la que se colocaran a los animales. No se observaron mas de cuatro ratas
simultaneamente. Las erecciones se registraron cuando el pene emergié del prepucio, que
puede ser acompafiada por el aseo de este y movimientos de flexion de la cadera. Se
registran el minuto en que ocurre cada bostezo, el nimero de bostezos, la latencia a la

primera ereccion y el nimero de erecciones (Holmgren et al., 1985; Eguibar et al., 2015).

7.4 REGISTRO DEL BOSTEZO, LAS ERECCIONES DEL PENE, ASEOS Y
RASCADOS BAJO EL EFECTO DEL (-)-QUINPIROLE

Las observaciones se realizaron en las ratas macho a los 90 + 1 dia de edad en una caja de
acrilico transparente (23X20X20 cm). La droga fue pesada un dia antes del experimento en
una microbalanza (Mettler MT5). Inmediatamente después de ser pesadas las diferentes
dosis de (-)-quinpirole se coloco en frascos de vidrio color &mbar de 5 ml, se prepararon en
fresco 2 minutos previos a la administracion y se protegieron de la luz cubriendo los frascos
con papel aluminio. El farmaco se disolvio en agua inyectable estéril con un volumen
constante de 1 ml/kg de peso corporal. Se administro un esquema de dosis-respuesta
creciente administrando cada media hora el (-) - clorhidrato de quinpirole con las siguientes

dosis de 0, 25, 50 y 100 pg/Kg. La observacion se inicié a las 9:00 am.
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7.5 DETERMINACION DEL DESEMPENO SEXUAL

Todas las ratas macho sin experiencia sexual que fueron criados o no por madres sustitutas
obtenidos del intercambio de camadas, los cuales fueron expuestos a cuatro sesiones de
copula con una duracion de 30 minutos y con intervalos de 72h entre cada una de las
sesiones copulatorias. Los machos con una latencia de eyaculacion menor a 15 minutos, en
al menos, tres de las cinco sesiones fueron considerados copuladores promedios en base a
los reportado por Pattij et al (2005). Los machos que presentaron una latencia de
eyaculacion de cuatro minutos o menos fueron considerados copuladores rapidos (Pattij et
al., 2005). Los machos que montaron e intrometieron, pero que no eyacularon o tuvieron
una latencia de eyaculacion mayor a 28 minutos en tres de las cuatro sesiones fueron
considerados copuladores lentos (Pattij et al., 2005), los machos que no presentaron monta,

ni intromision fueron considerado no copuladores en base a lo reportado por Portillo et al

(2006a).

Los estimulos sexuales fueron ratas hembra adultas ovariectomizadas (OVX) dos semanas
antes del experimento. La receptividad de las hembras fue inducida con 5 pug benzoato de
estradiol la cual se administré 48h antes de la prueba de copula, seguido 44 h después por 2
mg de progesterona en un volumen de 0.1 mL de aceite de oliva administrada por via
subcutanea (Eguibar et al., 2016).

7.5.1 PRUEBAS DE COPULA

La sesion de copula consistio en colocar a una rata macho (obtenidas del experimento del
intercambio de camada) en una arena redonda de acrilico transparente de 50 cm de
diametro y 60 cm de altura. Después de un periodo de cinco minutos de adaptacion se

introdujo una hembra sexualmente receptiva. En cada sesion de copula se registro la
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latencia de monta (LM), latencia de intromision (LI), latencia de eyaculacion (LE), periodo
post-eyaculatorio (PPE), numero de montas (NM) y de intromisiones (NI) previos a la
eyaculacion, la eficiencia copulatoria (EC) que se define como el nimero de intromisiones
sobre el nimero de montas mas el numero de intromisiones, el intervalo intercopulatorio
(11C), calculado como la latencia eyaculatoria dividida por la frecuencia de intromision y el
numero de episodios de la actividad copulatoria (EC) que es la secuencia de monta e
intromisiones ejecutadas consecutivamente y solo pueden ser interrumpidas por el aseo
genital, o cuando el macho esta siguiendo a la hembra o explorando la arena con un
intervalo de menos de cinco segundos. Si es més largo, se considerada como un episodio
copulatorio (Eguibar et al., 2016). Los animales fueron observados por 30 minutos, en base

a lo reportado por Pattij et al (2005).

7.6 DETERMINACION DE LOS NIVELES PROTEICOS DE LA ENZIMA
AROMATASA POR WESTERN BLOT

Una semana después de la dltima sesion de cépula se sacrificaron los animales por
decapitacion con una guillotina extrayendo el cerebro y disecando el hipotalamo. El tejido
fue homogenado con un homogenizador electrénico en buffer de lisis (0.02M tris HCI pH
7.4, 0.1m NaCl, 0.1M glicina y Tx 0.1%) adicionado con un coctel de inhibidores de
proteasas (Sigma-Aldrich, EUA), 1ImM PMSF y 1mM ditiotreitol. Los homogenados
obtenidos fueron centrifugados durante 30 min a 13400 rpm a 4°C. Se recuper6 el
sobrenadante y se determiné la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford.
La separacion electroforética de las proteinas se realizo utilizando geles de poliacrilamida y
dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) de acuerdo con el metodo de Laemmli (1970). Las

proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa usando el sistema Mini
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Trans-Blot Cell (Bio-Rad). Las membranas fueron incubadas con una solucion de 5% de
leche descremada y 0.1% tween-20 en TBS (Tris-HCI pH 7.4, NaCl 150 mM) por 60 min a
temperatura ambiente, para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos. Las membranas
se incubaron durante 16-18 h a 4°C, con el anticuerpo primario (NB100-4596, Novus
Biologicals) diluidos 1:300 en leche descremada al 1% y 0.1% tween-20 en TBS. Después
fueron incubadas con el anticuerpo secundario (goat-anti.mouse 1gG acoplado a peroxidasa,
Santa Cruz Biotechnology) diluido en 1% de leche descremada y 0.1% Tween 20 en PBS,
durante 2h a temperatura ambiente. Las bandas inmunorreactivas se revelaron utilizando un
kit de quimioluminiscencia (SuperSignal West Pico, Pierce, EUA). La expresion se
cuantifico mediante densitometria con el programa ImageJ. Los resultados obtenidos fueron
expresados en densidad oOptica de la banda aromatasa sobre la membrana tefiida con tinta

china para cada uno de los grupos.

7.7 ANALISIS ESTADISTICO

7.7.1 CONDUCTA MATERNA
Para evaluar si existieron diferencias significativas en el tiempo dedicado a cada conducta

materna por las ratas SD, LY y HY se realiz6 el anlisis y2. Después de eso se realizo una
regresion jerarquica beta a cada conducta materna ya que ha sido disefiada para evaluar
proporciones (Ferrari y Cribari-Neto, 2004). Se estableci6é el modelo nulo. EI modelo nulo
es aquel en el que los coeficientes de regresion tienen un valor de cero. Por lo general, se
considera que una variable independiente tiene una influencia sistematica en el resultado
dependiente o, mas cautelosamente, algun poder predictivo sistematico, si el coeficiente de
regresion es significativamente diferente de cero (Frost, 2019), el cual se avaluo con una la
prueba de Z. Los valores de p y los coeficientes obtenidos en el analisis de regresion

trabajan juntos para decirnos si la relacion de la variable independiente con la variable
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dependiente es significativa o no, el nivel de significancia habitual es p < 0.05. El ajuste del
modelo de regresion se determino con la razon de verosimilitud, en el cual se compara el
logaritmo de verosimilitud obtenido al agregar o quitar variables independientes o variables
predictoras con el modelo nulo a través de la prueba 2. Las variables dependientes fueron
el tiempo dedicado a las conductas maternas y las variables independientes fueron la cepa o
sublinea de la madre, la cepa o sublinea de la camada y el intercambio de camadas entre el
mismo o diferente grupo de ratas. Las madres HY son las que se tomaron de referencia.
7.7.2 CONDUCTAS BASALES

Ninguno de los datos de las conductas basales pasé la prueba de normalidad y/o la prueba
de homogeneidad de la varianza, por lo que se utiliz6 el ANOVA de Kruskal Wallis
agrupando los datos de acuerdo la sublinea de los machos, la sublinea de la madre que los
crio y si fueron hijos adoptivos o no. A los resultados significativos se le realiz6 la prueba
de Dunn seguida de la correccion de Holm-Sidak.

7.7.3 CONDUCTAS BAJO EL EFECTO DEL QUINPIROLE

Se tomo como referencia las conductas de las ratas HY. Se realizaron diferentes modelos de
regresion para cada conducta en particular. Para encontrar el modelo de regresion adecuado
se identifico la distribucion de los datos a través del grafico de Cullen y Frey (que grafica la
curtosis y la asimetria de una distribucion). En caso de bostezo se realizd la regresion
jerarquica beta, para poder realizar este andlisis los datos se transformaron en 0y 1 segin lo
sugerido por Cribari-Neto en el 2009 y el ajuste del modelo se determino con la razén de
verosimilitud. En el caso de las erecciones del pene y los rascados se utilizo la regresién
logistica y para los episodios de aseo se usO la regresion de Poisson. En estos casos se
realiz la prueba de y? para saber si el factor analizado contribuye a la devianza que es la

bondad de ajuste para un modelo estadistico y nos indica que tan bien se ajusta un conjunto
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de datos al modelo, en el cual se compara la devianza del modelo nulo con la devianza
obtenida con la variable independiente, si el analisis 2 arroja un valor p significativo la
devianza de nuestro modelo disminuye significativamente y el modelo explica bien
nuestros datos. De los analisis de regresion se obtuvo la curva dosis respuesta y la EDsg. Al
igual que en el caso de la regresion jerarquica beta el valor del coeficiente, y si hay o no
diferencia significativa del coeficiente calculado con la variable independiente al
compararla con el modelo nulo en conjunto determinan si existe diferencia significativa

respecto a la constante.

7.7.4 CONDUCTA SEXUAL

7.7.4.1 CONDUCTA SEXUAL MASCULINA DE LOS MACHOS CONTROL
Para evaluar la conducta sexual de los grupos control se realiz6 ANOVA de Kruskal Wallis

0 ANOVA de un factor para comparar las diferentes conductas entre los machos SD, LY y
HY que no fueron sometidos a intercambio de camadas y ANOVA de medidas repetidas o

la prueba de Friedman para evaluar el cambio de cada conducta en cada sesién de cépula.

La proporcion de no copuladores, copuladores lentos, copuladores promedio y precoces se

evalu6 con la prueba de Fisher.
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7.7.4.2 EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA Y LA
PROPORCION DE MACHOS NO COPULADORES, COPULADORES LENTOS,
COPULADORES PROMEDIO Y PRECOCES

Para medir el efecto del cuidado materno sobre la conducta sexual masculina se utilizaron

modelos lineales generalizados mixtos. Todos los modelos se hicieron controlando el factor
madre y las medidas repetidas. Para las variables continuas (latencias) se utilizo la familia
Gamma. Para las variables discretas (conteos) se utilizo la familia Poisson. Los coeficientes

se interpretan de manera similar a los coeficientes de regresion.

El efecto del cuidado materno de las madres SD, LY y HY en la proporcion de cada tipo de
macho se evallo con la prueba de Fisher. Posteriormente el efecto del cuidado materno
sobre la incidencia de machos no copuladores, copuladores lentos, copuladores promedio y

precoces fue evaluado con regresién logistica.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 1: EVALUACION DE LA CONDUCTA
MATERNA

Al Analizar las proporciones de tiempo dedicado a cada conducta materna del 1 a 7 dias

postparto se obtuvo diferencia significativa (y%u12) = 13825 p < 0.001; véase Figura 22).

Para el andlisis estadistico se us6 como referencia la conducta materna de las madres HY.
Las madres SD (0.400 + 0.086, p < 0.01) dedican significativamente méas tiempo a la
postura alta de lactancia que las HY (-0.845 £ 0.064, p < 0.01; véase Tabla 1); no asi en las
LY (0.043 + 0.090), la devianza disminuy6 significativamente respecto al modelo nulo
(x%2) = 22.33, p < 0.001), lo que indica que la sublinea o la cepa de la madre contribuyé

significativamente al modelo de regresion jerarquica beta (véase Tabla 1).

En la postura baja de lactancia las madres SD (0.543 £ 0.096, p < 0.01) dedican mayor
tiempo a esta conducta respecto a las madres HY (-1.127 + 0.073, p < 0.01), al igual que en
la postura alta de lactancia no hubo diferencias en las ratas LY (0.195 £ 0.101) respecto de
lo obtenido en las HY, la devianza disminuyd significativamente, como en el caso de la
postura alta de lactancia, (x> = 26.78, p < 0.001; véase Tabla 1). No obtuvimos
diferencias significativas en la postura de lactancia de costado o postura pasiva, la devianza
no disminuyo¢ significativamente (%) = 0.15, p = 0.69), lo que indica que el tipo de madre

no tuvo un efecto sobre esta conducta (véase Tabla 1).

Las madres suelen autoasearse al mismo tiempo que asean a sus crias dando lamidos de
manera intercalada a las crias y a ellas mismas. No se obtuvieron diferencias significativas

en el tiempo dedicado al aseo corporal en las crias de las madres SD (0.292 £ 0.155)
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respecto de las HY (-3.117 £ 0.121), o en las LY (-0.049 £ 0.169), no hubo diferencias
significativas en la las devianzas (x2) =5.40, p < 0.06), por lo que el factor cepa o sublinea
de la madre no contribuy0 significativamente al modelo de regresion (véase Tabla 2). En el
caso del autoaseo corporal las madres SD (-0.679 + 0.187, p < 0.01) dedican menos tiempo
al autoaseo dentro del nido que las HY (-2.577 £ 0.121, p < 0.01), no asi las madres LY (-
0.107 + 0.171; véase Tabla 2), las devianza del modelo fue significativa (%@ = 14.32, p <
0.001) lo que muestra que el factor tipo de madre contribuy6 significativamente al modelo

de regresion jerarquica beta.

Las madres solian construir su nido cerca del contenedor de alimento de su caja de acrilico,
de manera que podian comer dentro del nido, el tiempo dedicado a esta conducta no fue
significativa en los tres grupos de ratas evaluadas (véase Tabla 3), las devianzas no fueron
significativamente diferentes (x%2 = 5.18, p = 0.07), por lo que el tipo de madre no

contribuyd significativamente al modelo de regresion jerarquica beta (véase Tabla 3).

El tiempo que dedican las madres a estar fuera del nido fue significativamente diferente en
las madres SD (-1.060 * 0.139, p < 0.01), las cuales dedican menos tiempo a estar fuera del
nido respecto a las madres HY (-0.825 + 0.087, p < 0.01), no asi en el caso de las LY (-
0.242 + 0.125). La devianza disminuyd significativamente (x%z) = 45.90, p > 0.001), por lo
que el factor cepa o sublinea de la madre contribuyd significativamente al modelo de

regresion jerarquica beta (véase Tabla 3).

No se obtuvieron diferencias significativas en ninguna conducta materna debido al
intercambio de camadas entre el mismo grupo de ratas o entre las diferentes cepas y

sublineas, ni debido a las sublineas o cepa a la que pertenecia la camada.
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Figura 22. Comparacién del tiempo dedicado a cada conducta materna en ratas SD, LY y HY en los
dias 1, 3, 5y 7 postparto. La proporcién del tiempo dedicado a cada conducta materna es significativamente
diferente entre las madres SD, LY y HY (x%a2 = 13,825 p < 0.001), n = 62. A) Postura alta de lactancia. B)
Postura baja de lactancia. C) Postura pasiva de lactancia. D) Aseo a las crias. E) Autoaseo de la madre. F)
Ingesta de agua y alimentos por la madre. G) Tiempo dedicado a permanecer fuera del nido. Las madres
dedican mas tiempo a la postura pasiva de lactancia, menos tiempo a su autoaseo y a permanecer fuera del
nido que las madres HY. ***p < 0.01.
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Tabla 1. Andlisis de regresion jerarquica beta de predictores sobre el tiempo dedicado a las posturas

de lactancia

Variable dependiente

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Sublinea o cepa de la Postura alta de Postura baja de Postura de lactancia de
madre lactancia lactancia costado
SD 0.400%** 0.543*** 0.072
(0.086) (0.096) (0.0193)
LY 0.043 0.195* 0.115
(0.090) (0.101) (0.196)
Constante -0.845*** -1.127%** -3.554***
(0.064) (0.073) (0.147)
Observaciones 248 248 248
Pseudo R? 0.303 0.347 0.006

Se muestra el coeficiente de la regresion y entre paréntesis se muestra el error estdndar del coeficiente. La
conducta materna de las ratas HY es la que se tom6 como referencia. *P<0.1; **P<0.05; ***P<0.01

Tabla 2. Analisis de regresién jerarquica beta de predictores del tiempo dedicado al aseo de las
crias por la madre y su autoaseo

Variable dependiente

Asear a las crias Autoaseo
Sublinea o cepa de la madre Modelo 1 Modelo 2
SD 0.292* -0.679***
(0.155) (0.187)
LY -0.049 -0.107
(0.169) (0.171)
Constante -3.117*** -2.577***
(0.121) (0.121)
Observaciones 248 248
Pseudo R? 0.076 0.230

Se muestra el coeficiente y entre paréntesis se muestra el error estdndar del coeficiente. La constante son los
coeficientes de las ratas HY que se toma como referencia. *P<0.1; **P<0.05; ***P<0.01
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Tabla 3. Andlisis de regresion jerarquica beta de predictores del tiempo dedicado a conductas no
maternas
Variable dependiente

Ingesta de agua y alimentos Tiempo fuera del nido
dentro del nido
Sublinea o cepa de la madre Modelo 1 Modelo 2
SD -0.012 -1.060***
(0.214) (0.139)
LY 4.409** -0.242*
(0.206) (0.125)
Constante -3.607*** -8.825%**
(0.163) (0.087)
Observaciones 248 248
Pseudo R? 0.095 0.533

Se muestra el coeficiente de regresion y entre paréntesis se muestra el error estandar de dicho coeficiente. La
constante son los coeficientes de las ratas HY es la que se tom6 como referencia. *P<0.1; **P<0.05;
***p<0.01

8.2 DISCUSION DEL EXPERIMENTO 1

Las madres HY y LY dedicaron menor proporcion de tiempo a permanecer en el nido,
efectuando postura baja de lactancia y emplearon mas proporcion tiempo en su autoaseo
dentro del nido respecto a las madres SD, esto es similar a lo reportado por Ugarte y
colaboradores (2011). Por lo tanto, las madres HY y LY proporcionan menos estimulacion
tactil a sus crias, lo que podria producir cambios en el neurodesarrollo y en varios aspectos
conductuales y en la fisiologia de la descendencia en la edad adulta, como se ha reportado
en otros estudios (Meaney, 2001; Bredy et al., 2003; Zhang et al., 2005; Weaver et al.,
2004; Cameron et al., 2008; McGowan et al., 2011; véase Tabla 4). Estas caracteristicas
conductuales y fisioldgicas estan asociadas con cambios estables en la expresion génica que
surgen en la infancia y se mantienen hasta la edad adulta (Weaver et al., 2004; Champagne
y Curley, 2008). Estos efectos a largo plazo pueden ser mediados por modificaciones
epigenéticas en las regiones promotoras de los genes, como se ha reportado en los

receptores de esteroides, por ejemplo, el receptor de estrogenos alfa y el receptor para
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glucocorticoides (véase Tabla 4; Weaver et al., 2004; Champagne y Curley, 2008). En
particular, la metilacion del ADN es critica para los efectos maternos sobre la expresion
génica y, por lo tanto, producir cambios fenotipicos en la descendencia, mediando la
transmision de estos efectos a través de las generaciones (véase Tabla 4; Champagne y
Curley, 2008; McGowan et al., 2011). Por ejemplo, las respuestas conductuales y
neuroendocrinas al estrés a través del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal. Estos efectos se
han observado que pueden ser transmitidos por linea materna de una generacion a otra

(Francis et al., 1999).

Al realizarse el intercambio de camadas entre las madres de los diferentes grupos de ratas
estas no cambiaron su despliegue maternal en relacién de la cepa o de la sublinea de la
camada adoptiva, pero las crias recibieron un cuidado materno diferente al que recibirian al
ser criados por sus madres bioldgicas. Las crias cuidadas por las madres SD recibieron mas
estimulacidn tactil, contacto con el pelaje de la madre y pezones, y tal vez térmica, esto es
importante dado que las ratas neonatas regulan su temperatura corporal de manera limitada,
ya que carecen de pelo, tejido adiposo blanco subcutaneo y las fuentes musculares de
termorregulacion muscular (locomocién, piloereccion y escalofrios) son mecanismos
inmaduros y limitados, lo que conduce que las crias pierdan calor rapidamente en
ambientes frescos (Farrell y Alberts, 2007; Torrero y Navarro, 2015). Aunque las crias de
rata y otros mamiferos pueden regular su temperatura corporal conductualmente como
camada dentro del nido, que permite que en el centro del nido sea 1°C mayor que el de la
periferia, las crias periféricas y del centro cambian de posicion acurrucandose, lo que
reduce la relacion superficie-masa del grupo y, por lo tanto, atenda la pérdida de calor en un

ambiente fresco (Bautista et al., 2003; Farrell y Alberts, 2007). Las crias cuidadas por las
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madres HY y LY estuvieron en condiciones que podrian haberles provocado estrés, ya que
cuando la madre se ausenta del nido la temperatura de la camada podria disminuir, aunque
no se evalud la temperatura de la camada, al tacto las camadas en donde la madre se
ausentaba por un tiempo largo se sentian frias al tacto. Adicionalmente, el nido que
construyeron estas madres fue mala calidad (Ugarte et al.,, 2011). Ademas, se ha
demostrado que el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal se altera cuando las ratas macho son
criados en nidos de baja calidad (Moussaoui et al., 2016). Lo anterior pude provocar
cambios en conductas susceptibles a efectos epigenéticos del cuidado materno (véase Tabla

4).
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Tabla 4. Efecto del cuidado materno sobre el sistema nervioso y efecto sobre varias respuestas
conductuales en ratas de laboratorio
Cuidado materno recibido Efecto sobre el sistema nervioso

Respuesta

Mayor cantidad de
lamido y postura alta de
lactancia

Bajo lamido y postura
alta de lactancia

Incremento del receptor del &cido N-
metil-D-aspartico e incremento de la
supervivencia de las  neuronas
hipocampales

Misma cantidad de dopamina en lado
derecho e izquierdo de la corteza
prefrontal medial en respuesta a
estresores

Diferente patron de acetilacion de la
lisina de la histona 3, diferencias en la
metilacion del ADN y diferente
expresion del RNAm en el cromosoma
18, en comparacion a los animales que
recibieron bajo lamido y postura alta de
lactancia. Este patron ha sido revertido
con el intercambio de camadas.

Mayor cantidad de dopamina en el lado
izquierdo respecto al derecho en la
corteza prefrontal medial

Aumento de los niveles plasmaticos de
hormona luteinizante (LH) y
progesterona en el proestro; un mayor
efecto de retroalimentacion positiva del
estradiol tanto en los niveles plasmaticos
de LH como en la expresion de la
hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) en la region predptica medial; y
aumento de la expresion del receptor de
estrébgeno alfa en el ndcleo
paraventricular anterioventral, un
sistema que regula la GnRH

Metilacion de la region promotora de
receptor a glucocorticodes, el cual ha
sido revertido con el intercambio de
camadas con madres de alto lamido y
postura de lactancia

Mejora del aprendizaje y

memoria espacial

Menos  sobresaltos es

respuesta a un
fuerte

sonido

Incremento de sobresalto
en respuesta a un sonido

fuerte

Mayor receptividad sexual

y pubertad precoz

Datos derivados de: Meaney, 2001; Bredy et al., 2003; Zhang et al., 2005; Weaver et al., 2004;
Cameron et al., 2008; McGowan et al., 2011
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8.3 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 2: EFECTO DEL CUIDADO
MATERNO SOBRE LAS CONDUCTAS BASALES BOSTEZOS Y
ERECCIONES ESPONTANEAS DEL PENE

8.3.1 FRECUENCIA DE BOSTEZO ESPONTANEO
La frecuencia del bostezo fue significativamente diferente entre las ratas SD, LY y HY

(x%2)= 47.70, p < 0.001; véase Figura 23). Los machos HY tuvieron significativamente mas
bostezos que los machos SD (p < 0.001, prueba de Dunn y correccion Holm-Sidak), y que
los machos LY (p < 0.001), pero no hubo diferencias significativas entre las ratas macho
SD y LY (p = 0.12). No se obtuvieron diferencias entre los machos que fueron hijos
adoptivos respecto de los hijos criados por sus madres bioldgicas (x*q) = 1.91, p = 0.17), ni

por la cepa o sublinea de la madre que los crio (x%@2)= 3.47, p = 0.17).
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Figura 23. Comparacién de la conducta de bostezo de las ratas macho SD, LY y HY. Note que las ratas
HY tienen una frecuencia de bostezos significativamente mayor que las ratas SD y LY independientemente
del tipo de madre que los crio. **p < 0.001 prueba de Dunn. Los datos son la mediana + los rangos
intercuartiles, n = 180.
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8.3.2 ERECCIONES ESPONTANEAS DEL PENE
La frecuencia de las erecciones del pene fue significativamente diferente entre los tres

grupos de ratas (x’@) = 6.90, p < 0.05; véase Figura 24). Las ratas LY tuvieron
significativamente mas erecciones del pene que las SD (p < 0.05, correccién Holm-Sidak),
no hubo diferencias significativas entre las HY y las SD (p = 0.30), ni entre las LY vy las
HY (p = 0.22). No se obtuvieron diferencias significativas entre los machos que fueron
hijos adoptivos y los machos que fueron criados por sus madres bioldgicas (x%1) = 0.18, p =
0.66), ni por la cepa o sublinea de la madre que crio a los machos (¥%z) = 0.35, p = 0.83).
Cabe destacar que, al evaluar las erecciones del pene de los 12 grupos de ratas, es decir
machos con y sin intercambio de camadas, los machos LY criados por HY mostraron méas
erecciones del pene respecto a los SD control y los SD criados por HY (x%a1) = 30.81, p =

0.025).
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Figura 24. Namero de erecciones espontdneas del pene de las ratas SD, LY y HY. Las ratas LY tienen
mas erecciones espontaneas del pene que las SD. *p < 0.05 prueba de Dunn. No se obtuvieron diferencias
entre las SD y HY, ni entre las LY y HY. Los datos son la mediana + los rangos intercuartiles, n = 180.

8.3.3 EPISODIOS DE ASEO
El nimero de episodios de aseo al igual que la frecuencia de bostezo y erecciones del pene

obtuvieron diferencias significativas al comparar a las ratas por el factor cepa o sublinea
(x2) = 22.40, p < 0.001; véase Figura 25). Las ratas SD tuvieron significativamente un
mayor nimero de episodios de aseo respecto a las ratas LY (p < 0.001, prueba de Dunn y
correccion Holm-Sidak) y de las ratas macho HY (p < 0.001), No se obtuvo diferencia
significativa en los episodios de aseo entre las LY y HY (p = 0.08). La sublinea de la madre
no tuvo un efecto significativo sobre los episodios de aseo (x%e) = 2.17, p = 0.34), ni
tampoco se obtuvo diferencias ente los machos fueron hijos adoptivos 0 no (% = 0.001, p

=0.98).
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Figura 25. Nimero de episodios de aseo en las ratas macho SD, LY y HY. Las ratas SD tienen mas
episodios de aseo que las ratas LY y HY. **p < 0.001 prueba de Dunn. Los datos son la mediana * los rangos
intercuartiles, n = 180.

8.3.4 FRECUENCIA DE RASCADOS
La frecuencia de episodios de rascado no obtuvo diferencias significativas entre los tres

grupos de ratas machos estudiados (y%) = 2.48, P = 0.28), no se obtuvo efecto sobre la
frecuencia de rascados respecto del tipo de madre que los crio (x%e) = 2.41, P = 0.30), ni se

obtuvo un efecto si los machos fueron hijos adoptivos o no (x’q) = 0.31, P = 0.59).
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8.4 DISCUSION DEL EXPERIMENTO 2

Los individuos de la sublinea HY, independiente de la madre de la que recibieron el
cuidado en el periodo de lactancia, siempre bostezaron mas respecto de los machos SD y
LY, por lo que el fenotipo “bostezador” parece ser influenciado méas por un factor de tipo
genético que epigenético, ya que al menos el cuidado materno no tuvo un efecto
significativo sobre esta conducta (véase Figura 23). De manera relevante las ratas macho
LY presentaron mas erecciones espontaneas del pene respecto a las SD, lo que implica
diferencias neurofisioldgicas de los sitios neurales involucrados en la regulacion de esta
conducta, como son las neuronas oxitocinérgicas de la division parvocelular del nucleo
paraventricular del hipotdlamo que proyectan especificamente hacia la médula espinal, a las
neuronas espinales lumbosacras que controlan las erecciones del pene en las ratas
(Moreland et al., 2001). Esto es relevante ya que existe una correlacion entre la conducta de
bostezo y las erecciones espontaneas del pene en las ratas HY (Holmgren et al., 1985).
Ambas conductas se correlacionan también cuando son inducidas por la administracion
sistémica de agonistas dopaminérgicos de receptores D2 (Eguibar et al., 2003), o por la
administracion i.c.v de la hormona adrenocorticotropina o de oxitocina (Eguibar et al.,
2004; Eguibar et al., 2015). Se ha reportado ambas conductas son reguladas en el nicleo
paraventricular del hipotdlamo, el septum medial y el hipocampo (Collins y Eguibar, 2010).
En base a esto se esperaria que las ratas HY tuvieran mas erecciones del pene respecto de
los otros dos grupos de ratas, Lo cual puede atribuirse a que ambas conductas comparten el
mismo circuito neural. Nuestros resultados muestran que las dos conductas pueden deberse
a diferencias en su regulacion neurofisioldgica, debido al proceso de seleccion endogamica,
aungue en otras sublineas la endogamia no ha causado diferencias en la frecuencia de

erecciones del pene, como es el caso de las ratas romanas de alta y baja evitacion y las ratas
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de alta y baja respuesta locomotora al exponerlas a un ambiente novedoso (Melis et al.,

2018)

Las ratas macho SD tienen una mayor frecuencia de episodios de aseo inducido al
colocarlas en un cristalizador de vidrio respecto de los obtenido en las ratas macho LY y
HY, esta diferencia podria ser debida al proceso de seleccion artificial por endogamia al
que han sido sujetas las ratas HY y LY por méas de 85 generaciones. Otras sublineas
también han mostrado diferencias en la conducta de aseo, por ejemplo, las ratas romanas de
baja evitacidn presentan mas episodios de aseo que las ratas romanas de alta evitacion en la
prueba del campo abierto y durante la habituacién a una caja donde después les aplican
choques eléctricos (Escorihuela et al., 1999; Estanislau et al., 2013), lo cual se ha
relacionado con el fenotipo ansioso de las ratas romanas de baja evitacion (Estanislau et al.,
2013). La conducta de aseo entre las ratas HY y LY también ha sido diferente en otros
contextos experimentales, como es el caso del aseo inducido después de que las ratas son
sumergidas en un tanque de agua, las ratas LY tienen secuencias de aseo de mayor duracién
que las ratas HY, las ratas LY dedican mas tiempo a realizar aseo facial y las HY dedican
mas tiempo al aseo caudal (Moyaho et al, 1995). Al exponer a las ratas LY y HY a un
ambiente novedoso, que consistio en una caja de acrilico transparente dividida por un
compartimento central y el piso cubierto viruta de madera, bajo estas condiciones las ratas
HY realizaron mas episodios de aseo que las LY, aunque no hubo diferencia en la duracion
y frecuencia en los componentes de aseo evaluados, esto es aseo facial, aseo corporal, aseo
genital y aseo de las patas (Eguibar y Moyaho, 1997). Esto es similar a lo mostrado en las
ratas romanas de alta y baja evitacion en un ambiente novedoso, ya que las ratas de baja

evitacion presentan mas episodios de aseo, pero después de presentar la respuesta de
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evitacion la respuesta se invierte, ademas no se reportaron diferencias en el numero de
episodios de aseo cuando fueron evaluados en su jaula de vida, lo que implica que un
ambiente novedoso es un estresor moderado (Estanislau et al., 2013). Lo anterior conlleva a
que existan diferencias neurofisiologicas especificas para cada grupo de ratas y que se
manifiesta con diferentes respuestas conductuales dependiendo del contexto experimental
en el que son evaluadas. Nuestros resultados muestran que el tipo de crianza recibido no
modificd los episodios de aseo en ningun grupo lo que indica que esta conducta es poco
sensible a las variaciones del cuidado materno. En el caso de las ratas romanas de baja
evitacion el aseo es inhibido después de una experiencia aversiva (Estanislau et al., 2013),
por otra parte, aseo también es una conducta de desplazamiento, ya que el aseo es una
medida que evalla el estrés y ansiedad (Smolisky et al., 2009). Por lo que un aumento o
disminucion de esta conducta podrias ser un indicador de fenotipos ansiosos o resilientes,

respectivamente (Smolisky et al., 2009).

En conclusién nuestros datos muestran que las conductas de bostezo, episodios de aseo y
rascados son poco susceptibles a los cambios en el cuidado materno, de manera similar a lo
que se ha reportado en otras conductas como son las respuestas a un ambiente novedoso
(campo abierto, caja luz oscuridad y laberinto de cruz elevado) de las sublineas de ratas de
alta y baja respuesta locomotora ante la novedad, las cuales no modificaron su conducta
después de haberse realizado intercambio de camadas (Stead et al., 2006). Las madres de
baja respuesta locomotora ante la novedad dedican mas tiempo al aseo y a la postura alta de
lactancia respecto de las de alta respuesta locomotora (Clinton et al., 2010). Por lo que
existen conductas susceptibles y no susceptibles al cuidado materno. Debemos destacar que

en el caso de las erecciones del pene espontaneas es un hallazgo relevante que las ratas
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macho LY de 60 dias de edad muestran un mayor numero de erecciones del pene cuando
son criadas por madres HY. Dado que se sabe que el aseo anogenital que proporciona la
madre es un factor que determina el nimero de erecciones del pene en la edad adulta
(Moore 1984, 1992). Es probable que las madres HY hayan lamido més los genitales de las

crias LY, este es un aspecto que se debera analizar en experimentos futuros.
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8.5 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 3: EFECTO DEL CUIDADO
MATERNO SOBRE LA RESPUESTA DE LAS CONDUCTAS DE
ERECCIONES DEL PENE, BOSTEZOS, ASEOS Y RASCADOS AL AGONISTA
DOPAMINERGICO QUINPIROLE

8.5.1 BOSTEZO
En el caso de las conductas bajo el efecto del (-)-quipirole las ratas HY son las que se

tomaron como referencia para todos los andlisis estadisticos dada su alta frecuencia de

bostezo (véase Tabla 6).

La administracion sistémica de diferentes dosis de (-)-quinpirole increment6 de manera
significativa la proporcién de bostezos (-0.410 + 0.047, p < 0.01; véase Tabla 4), el
logaritmo de verosimilitud del modelo de regresion beta disminuyd significativamente
respecto del modelo nulo, lo cual significa que esta variable independiente contribuyd

significativamente a nuestros resultados (%) = 9.66, p < 0.01).

A grandes dosis la tasa de bostezos disminuyo, este efecto fue incluido en el modelo
mediante el término “Dosis %%, el cual contribuyo significativamente a los resultados
(0.660 + 0.075, p < 0.01; ¥’y = 165.99, p < 0.001). La sublinea de los machos evaluados
también produjo diferencias significativas para el caso de las ratas HY (0.159 + 0.138;
véase Figura 25), las cuales tuvieron una proporcién de bostezos significativamente mayor
respecto de las ratas SD (-0.787 + 0.166, p < 0.01) y de las ratas LY (-0.922 £+ 0.158, p <
0.01; véase Tabla 6). Por otra parte, el factor cepa o sublinea de la rata contribuyo

significativamente a nuestros resultados (%) = 96.20, p < 0.001).

Finalmente se obtuvo una interaccion significativa entre el factor cepa o sublinea de los
machos y la dosis de (-)-quinpirole, en la cual las ratas macho SD (-0.024 + 0.062) y las

ratas macho LY (0.174 £ 0.056; p < 0.01) respondieron de manera diferente respecto de las
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ratas HY con todas las dosis probadas (0.159 + 0.138). La interaccion entre los factores

contribuy6 significativamente a los resultados (%) = 6.79, p < 0.05).

La variable “Dosis *®” hace mas clara la diferencia en la respuesta a la droga en los tres
grupos de ratas, para el caso de las ratas las ratas LY (-0.281 £ 0.089, p < 0.01) que son
significativamente menos sensibles a la droga respecto a lo obtenido en las ratas HY. La
interaccion de ambos factores contribuyé significativamente a los resultados (x?) = 17.62,
p < 0.001). Las diferentes respuestas a las dosis de quinpirole administradas de (-)-
quinpirole en los tres grupos de ratas puede observarse en la razon de probabilidades de que
se presente un aumento o bien una disminucion de la frecuencia de bostezos al compararlo
con el grupo control, asi a la dosis de 50 pg/Kg las ratas SD presentaron una mayor
sensibilidad respecto a las HY, seguidas por las LY, los valores de la razon de
probabilidades fueron 1.888 para las SD, 1.562 para las HY y 1.430 para las LY (véase la

Tabla 5).

Al calcular la dosis efectiva 50 (EDso) se estimo que para las ratas SD fue de 5.96 pg/Kg, y
para las ratas HY fue menor respecto a las SD con 4.27 ug/Kg, para el caso de las LY fue
mayor 7.86 pg/Kg, lo que indica que las ratas LY fueron menos sensibles a la droga

respecto a las SD y HY (véase Figura 26).

Tabla 5. Razdn de probabilidad de la frecuencia de bostezos de las dosis de quinpirole frente al
valor inicial (vehiculo).

Cepa o0 sublinea 25 pg/Kg 50 pg/Kg 100 pg/Kg
SD 1.821 1.888 1.393
LY 1.396 1.43 1.127
HY 1.54 1.562 1.248
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Figura 26. Curva dosis respuesta de la frecuencia de bostezos tras la administracién sistémica de (-)-
quinpirole en las ratas SD, LY y HY. La dosis vehiculo y de 25 ug/Kg de (-)-quinpirole obtuvo una
frecuencia de bostezo es significativamente mayor en las ratas macho HY respecto de las ratas SD y de las
LY. Con la administracion de las dosis de 50 y 100 pg/Kg de (-)-quinpirole las ratas macho HY so6lo
obtuvieron diferencias significativas respecto de las ratas macho LY, pero no respecto de las ratas macho SD.
***p < 0.001, n = 98.

8.5.2 ERECCIONES DEL PENE
El efecto del (-)-quinpirole sobre la ocurrencia de las erecciones del pene con las diferentes

dosis empleadas mostré un efecto significativo (0.024 + 0.006, p < 0.01; véase Tabla 4),
esta variable contribuyd significativamente a nuestros resultados (x*a) = 10.54, p < 0.01).
La cepa o sublineas de los machos mostraron diferencias estadisticamente significativas en
la ocurrencia de las erecciones del pene, siendo las ratas macho HY mucho mas sensibles a
la droga (-0.767 = 0.289, p < 0.01), el tipo de machos contribuyo significativamente al
modelo (¥ = 14.516, p < 0.001; véase Figura 27), La interaccion entre al tipo de rata y la
dosis tuvo un efecto significativo, siendo mas sensibles las ratas HY (-0.767 £ 0.289, p <

0.01; vease Figura 27), y las de menor sensibilidad de las ratas LY (-0.024 £ 0.007, p <
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0.01), la interaccion contribuy6 significativamente al modelo (x%@z) = 11.823, p < 0.01). La
razén de probabilidades de las erecciones del pene con la administracion de 100 pg/Kg de
las HY fue de 10.79, la de las SD fue de 2.096 y de las LY fue de tan solo 0.947 (véase
Tabla 6), que nos indica que a esta dosis las HY fueron las mas sensibles y las LY las
menos sensibles a la accion de la droga, cabe destacar que las respuestas de las ratas SD

fueron muy similares en las diferentes dosis de (-)-quinpirole.

La EDso estimada para las SD fue de 144.2 pg/Kg, y para las HY fue de 32.23 pg/Kg, la
EDso para la LY no pudo ser estimada dado el tipo de su respuesta lo que impidio el ajuste

de la curva.

Tabla 6. Radio de probabilidades de las erecciones del pene de la dosis de (-)-quinpirole frente al
valor inicial (vehiculo)

Sublinea o cepa 25 ug/Kg 50 ng/Kg 100 po/Kg
SD 1.203 1.448 2.096
LY 0.9865 0.9731 0.947
HY 1.812 3.284 10.79
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Figura 27. Curva dosis respuesta al (-)-quinpirole del nimero de erecciones del pene en las ratas SD,
LY y HY. La administracion de 50 pg/Kg mostré que el nimero de erecciones del pene en las ratas HY es
significativamente mayor respecto a las SD, pero no de las ratas LY, con la dosis de 100 pg/Kg el nimero de
erecciones es significativamente mayor en las HY respecto a las SD y LY. ***p < 0.001, n = 98. Significancia
tomada de los coeficientes de la regresion logistica.

8.5.3 EPISODIOS DE ASEO
El (-)-quinpirole produjo un efecto inhibitorio en los episodios de aseo en los tres grupos de

ratas (0.024 + 0.006, p < 0.01; véase Tabla 4), en el cual disminuyd la devianza
significativamente (x’q) = 159.78, p < 0.001), lo que indica que la variable dosis de
quinpirole contribuyé significativamente. Similar al caso de la conducta de bostezo y
erecciones del pene la tipo de rata tuvo un efecto significativo sobre los episodios de aseo
(véase la Figura 28), en el cual los valores de los coeficientes de la regresion de los tres
grupos de ratas fueron significativamente diferentes, que en el caso de las SD fue de 0.789
+0.121 (p < 0.01), en las LY fue de 0.276 £ 0.124 (p < 0.01) y en las HY fue de 0.876 +
0.098 (p < 0.01; vease Tabla 4), el grupo de ratas contribuyo significativamente al modelo
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(x%(2) = 63.29, p < 0.001). La interaccion sublinea o cepa de la rata y la dosis de quinpirole
también produjo resultados significativos, el valor de los coeficientes fue en las SD de -
0.007 £ 0.003 (p < 0.01) y en las LY fue de 0.011 + 0.003 (p < 0.01), lo que indica que el
quinpirole tuvo un mayor efecto inhibitorio en las SD, que puede verse claramente en la
razon de probabilidades de cada dosis respecto al vehiculo en cada tipo de rata, por ejemplo
la razon de posibilidades en la dosis de 100 pg/Kg fue de 0.0971 para la SD, de 0.6114 para

las LY y 0.1977 para las HY (véase Tabla 7).

La EDso fue estimada como el punto medio de los episodios de aseo a nivel basal y la total
inhibicidn, esto es ausencia de episodios de aseo, la cual fue en el caso de las ratas SD de

29.72 ug/Kg, para las LY de 140.90 pg/Kg y para las HY fue de 42.76 pg/Kg.

Como en el caso de bostezos y erecciones del pene no hubo efecto del intercambio de

camadas.

Tabla 7. Radio de los episodios de aseo vs el control (vehiculo)

Sublinea o cepa 25 ug/Kg 50 ng/Kg 100 pg/Kg
SD 0.5582 0.3119 0.097709
LY 0.8843 0.7819 0.6114
HY 0.6668 0.4447 0.1977
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Figura 28. Comparacion de la curva dosis respuesta al quinpirole de los episodios de aseo en las ratas
SD, LY y HY. En la dosis vehiculo los episodios de aseo de las ratas HY son significativamente diferente
respecto de las ratas SD, no asi de las ratas LY. En las dosis de 50 y 100 ug/Kg existe diferencia significativa
entre las HY y las LY, pero entre las SD y HY. ***p < 0.001, n = 98. Significancia tomada de los coeficientes
de la regresion de Poisson.

8.5.4 RASCADO
Las diferentes dosis sistémicas de quinpirole tuvieron un efecto inhibitorio significativo

sobre la ocurrencia de rascado (-0.020 + 0.004, p < 0.01), el factor dosis de quinpirole
contribuyd significativamente al modelo (x%1) = 37.019, p < 0.001). No se encontraron
diferencias significativas entre los machos de los tres grupos de ratas, el factor sublinea no
contribuyd significativamente a al modelo, por la que se calculd una EDsq para todos los
grupos en conjunto que fue de 53.31 pg/Kg, el valor de la razon de posibilidades es igual en

los tres grupos de ratas en todas las dosis (véase Tabla 8).
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Tabla 8. Proporcion de probabilidad (en inglés llamado Odds ratios) del nimero de rascados en las
dosis de quinpirole frente al control (vehiculo)

Cepa o sublinea 25 ug/Kg 50 pug/Kg 100 pg/Kg
Machos SD 0.6042 0.3651 0.1333
Machos LY 0.6042 0.3651 0.1333
Machos HY 0.6042 0.3651 0.1333
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Tabla 9. Modelos de regresion de las variables conductuales bajo el efecto del (-)-quinpirole

Variable dependiente

Tasa de bostezos

Ocurrencia de
erecciones del pene

Frecuencia de episodios
de aseo

Frecuencia de rascados

Beta Logistica Poisson Logistica
1) ) ©) (4)
Quinpirole (ug/Kg) —0.410*** 0.024*** —0.016*** —0.020***
(0.047) (0.006) (0.003) (0.004)
Dosis®? 0.660***
(0.075)
Machos SD —0.787*** —-0.301 0.789***
(0.166) (0.428) (0.121)
Machos LY —0.922%** 0.385 0.276***
(0.158) (0.393) (0.124)
Dosis (ug/Kg)0.9 x cepa SD 0.043
(0.098)
Dosis (ug/Kg)0.9 x sublinea LY —0.281***
(0.089)
Dosis (ng/Kg) x cepa SD —0.024 —0.016** —0.007**
(0.062) (0.008) (0.003)
Dosis (ug/Kg) x sublinea LY 0.174*** —0.024*** 0.011***
(0.056) (0.007) (0.003)
Constante 0.159 —0.767*** 0.876*** —-0.074
(0.138) (0.289) (0.098) (0.165)
Observaciones 392 392 392 392
Pseudo R? 0.51 0.07 0.26 0.08

Nota: *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01
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8.6 DISCUSION DEL EXPERIMENTO 3

Las respuestas conductuales inducidas por la administracion sistémica con las diferentes
dosis de (-)-quinpirole como son la frecuencia de bostezo, el nimero de erecciones y los
episodios de aseo son similares a los obtenidos en investigaciones previas con ratas de
diferentes cepas o sublineas (Eilam et al., 1992; Horvitz et al., 2001; Eguibar et al., 2003;

Hsieh et al., 2004; Collins et al., 2005; 2007; Sanna et al., 2011).

Se obtuvo un incremento significativo de los bostezos con las dosis de 25 pg/Kg y 50
Kg/Kg y un incremento significativo de las erecciones del pene a las dosis de 50 pug/Kg y
100 pg/Kg, con una curva dosis respuesta en forma de U invertida, similar a lo reportado en
trabajos anteriores (Eguibar et al., 2003; Collins et al., 2005; 2007; 2009), y una inhibicion
concomitante de los episodios de aseo y de los rascados (Eguibar et al., 2003). Se ha
sugerido que la induccién de bostezos y erecciones del pene por dosis bajas de agonistas
D2/D3 estd mediada por la activacion selectiva del receptor D3, mientras que la inhibicion
del bostezo que ocurre a dosis mas altas estd mediada por una activacion concomitante del
receptor D2 (Collins et al., 2007; 2009: Collins y Eguibar, 2010). Sin embargo, el estudio
mas reciente confirmd que el principal inductor de ambas conductas es el receptor
dopaminérgico D2 y no el Ds, ademas de una funcion proérectil D4 (Sanna et al., 2012;
Melis et al., 2018). En un estudio reciente cuando agonistas y antagonistas especificos de la
familia D2, los resultados muestran que el receptor dopaminérgico D4 no participa en la
regulacion del bostezo (Sanna et al., 2012; Melis et al., 2018). En el presente trabajo el
bostezo en las ratas LY fueron mostro ser menos sensible a la droga y para el caso de las
ratas SD fueron las mas sensibles, ya que la EDso para las ratas macho LY fue de 7.86

Mg/Kg y en las SD fue de tan solo 5.96 pg/Kg, y las ratas macho HY fueron las mas
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sensibles con una EDso de 4.27 png/Kg, ademas de que la respuesta a las dosis de 25 pg/Kg
y de 55 pg/Kg de la droga fue menor en las LY y mayor en las SD al compararlas con sus

respectivos controles (véase Tablas 5y 9).

En cuanto a las erecciones del pene las respuestas conductuales de las ratas LY a las
administraciones del (-)-quinpirole fueron mas bien inhibidoras a diferencia de las ratas SD
y HY, debido a esto no fue posible calcular la EDso para la LY. Para en caso de las ratas
HY fueron mas sensibles a la droga, ya que tuvieron mas erecciones respecto al vehiculo
que los otros dos grupos de ratas (véase Tablas 6 y 9). Lo anterior muestra que la
endogamia por mas de 85 generaciones no sélo afecta modifica la frecuencia de bostezos y
erecciones del pene, sino que también sus respuestas a los agonistas dopaminérgicos, ya
observada en trabajos previos del laboratorio las respuestas con apomorfina, muestran que
las ratas HY fueron maés sensibles que las LY (Holmgren et al., 1985; Urba-Holmgren et
al., 1993). Por otra parte, el agonista dopaminéergico D1 SKF 38393, tuvo un mayor efecto
inhibitorio sobre el bostezo en las HY respecto a las LY, el (-)-quinpirole también ha sido
utilizado en un trabajo previo en el cual el resultado es similar al mostrado en este trabajo,
lo que prueba que el experimento es reproducible, y la coadministracion de SKF 38393 con
(-)-quinpirole produjo un similar incremento de bostezos en ambas sublineas (Eguibar et
al., 2003). Este trabajo confirma las diferentes respuestas al (-)-quinpirole con los diferentes
EDso obtenidos en cada cepa o sublinea. Ademés de que las respuestas son
significativamente diferentes respecto a la cepa exogamica SD. Cabe destacar que las ratas
de la cepa SD son regularmente, una o dos veces al afio, cruzadas con ratas de otros
bioterios para mantenerlas con sus caracteristicas exogamicas. Hemos empleado ratas de

otros bioterios de México y en un par de ocasiones ratas de la compafiia Harlan de México

134



y de EUA. En las ratas romanas de alta y baja evitacion, se ha demostrado que tienen una
mayor frecuencia de bostezos tras la administracion de la apomorfina respecto a lo obtenido
en las ratas SD y ademas las ratas de romanas de baja evitacion muestran una mayor
respuesta a la apomorfina respecto las ratas romanas de alta evitacion (Sanna et al., 2013;
Melis et al., 2018). Existen respuestas similares en este grupo de ratas con PD-168,077, un
agonista dopaminergico Da, el cual induce erecciones, pero no tiene efecto sobre los
bostezos (Sanna et al., 2013). En conclusion, nuestros resultados muestran que el
intercambio de camadas no tuvo un efecto significativo sobre la frecuencia de bostezo de
las crias, similar a los reportado en un trabajo previo con las ratas LY y HY (Moyaho et al.,
2009). En el cual se mostrd que el tamafio de la camada tuvo un efecto significativo sobre
la frecuencia de bostezo, y que existe un dimorfismo sexual en el nimero de bostezos en las
ratas HY, ademas de que hubo una interaccién significativa entre el sexo de las crias y la
cepa o sublinea de las madres adoptivas (Moyaho et al., 2009). Ademas de que el
intercambio de camadas entre ratas del mismo grupo o diferente no modificé la frecuencia
de bostezo en los machos y hembras (Moyaho et al., 2009). Esto es relevante ya que las
ratas de dicho estudio permanecieron solas en su caja de vida después del destete hasta que
fueron adultas jovenes, esto es que se desarrollaron en condiciones de aislamiento que se
considera un estresor mediano con caracteristicas cronicas que pudieron haber influenciado
en las conductas evaluadas. Se ha reportado que las ratas que viven aisladas pueden
desarrollar el “sindrome del aislamiento” que consiste en hiperadrenocorticismo, peso
corporal reducido, modificaciones en la respuesta a estimulos nociceptivos, alteracion de
los componentes del tejido sanguineo, cambios en la sefializacion dopaminérgica en

diferentes regiones del cerebro y neurogénesis. Estos cambios coinciden con alteraciones
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conductuales como el caso de la agresion, la conducta sexual, el aprendizaje, las conductas

depresivas y sensibilidad al dolor (Heidbreder et al., 2000; Beery y Kaufer, 2015).

En el caso de la conducta de aseo el (-)-quinpirole tuvo un mayor efecto inhibitorio en las
ratas macho SD respecto a las ratas LY y HY, lo cual muestra al igual que el caso de la
conducta de bostezos y erecciones del pene que existen diferentes repuestas conductuales
de las obtenidas con la cepa exogamica respecto de las sublineas endogamicas LY y HY.
Ademas de que en este trabajo el (-)-quinpirole produjo un efecto inhibitorio mayor en las
HY respecto a las LY, resultado que es ligeramente diferente a un trabajo previo en donde
el efecto inhibitorio del (-)-quinpirole fue similar para ambas sublineas (Eguibar et al.,
2003). El SKF 38393 una agonista parcial D1/Ds produjo un incremento de los episodios de
aseo dependiente de la dosis similar en ambas sublineas (Eguibar et al., 2003). Diferentes
respuestas conductuales entre las HY y LY se han observado en trabajos previos, como es
el caso de la administracién del agonista colinérgico muscarinico pilocarpina, el cual
produjo una inhibicién del aseo dependiente de la dosis en las ratas HY, pero en las ratas
LY esta inhibicién sélo ocurrio en la dosis mas alta (Eguibar y Moyaho, 1997). La
administracion intracerebroventricular de la hormona adrenocorticotropa fraccion 1-14
produjo en las ratas HY un incremento en el nimero y duracién de los episodios de aseo;
sin embargo, en las ratas LY so6lo produjo un incremento en la duracion de los episodios de
aseo pero no su frecuencia (Eguibar et al., 2004). Por lo que las respuestas diferenciales de
la conducta se aseo entre la cepa exogamica SD y las sublineas endogamicas LY y HY

depende del sistema de neurotransmision involucrado y tipo de receptor que es estimulado.

Asi mismo las diferentes EDso obtenidas en las conductas de bostezos, aseos y erecciones
del pene nos muestran que existen diferencias en la regulacion dopaminérgica de estas
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conductas. Al no haber diferencias entre los machos de esta sublinea con diferentes crianzas
podemos suponer que estas diferencias halladas en las conductas basales y respuesta a la

droga se deben mas a motivos genéticos que epigenéticos.

El (-)-quinpirole es un agonista dopaminérgico completo para los receptores D2 con un pKi
de 4.9-7.7 y con una parcial selectividad para el receptor D3 con una afinidad pKi de 6.4-8.0
y poca afinidad para los D4 con un pKi de 7.5 (Bolafios-Jiménez et al., 2011; Simonsen et
al., 2016). La actividad de los receptores D2 puede modular la neurotransmision de la
dopamina al afectar su sintesis, liberacion, recaptura o la actividad neuronal dependiente de
la dopamina en varias partes del sistema nervioso tales como: el area tegmental ventral, el
nucleo de Rafé dorsal, el nucleo accumbens, el estriado y la amigdala (Bolafios-Jiménez et
al., 2011). Ademas, se han identificado receptores tipo D2 con respuestas inhibitorias y
excitatorias, por lo que su efecto dependera de su regulacion regional (Bolafios-Jiménez et
al., 2011). La administracion sistémica del (-)-quinpirole afectard dependiendo de la dosis
principalmente a los receptores D> distribuidos en el sistema nervioso central teniendo
efecto sobre diversas conductas (Bolafios-Jiménez et al., 2011), Para el caso de las
erecciones del pene y el bostezo el (-)-quinpirole afectara a estas conductas principalmente
ejerciendo su efecto sobre el nucleo paraventricular del hipotalamo (Sanna et al., 2012;
Melis et al., 2018). Se ha mostrado que la administracion directa de apomorfina un agonista
dopaminérgico inespecifico, o de la lisurida un agonista parcial del receptor dopaminérgico
D2 o del pramipexole un agonista completo D2 en el nucleo paraventricular del hipotdlamo
incrementa significativamente la frecuencia de bostezos y de las erecciones del pene (Chen
et al.,, 1999; Sanna et al., 2012; Melis et al., 2018). Sin embargo, la administracion del

SKF-38393 un agonista D1 o del 7-hidroxi-DPAT un agonista Dz no tuvieron un efecto
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sobre ambas conductas, ademas de que la administracion de apomorfina de manera
sistémica junto con el antagonista dopaminérgicos D1 SCH-23390 o del antagonista D
sulpirida directamente en el nacleo paraventricular del hipotdlamo bloquea el efecto
inducido por la apomorfina sobre el bostezo y las erecciones del pene (Chen et al., 1999).
Se ha mostrado también que la induccion de bostezos y erecciones del pene inducidas por
las microinyecciones de apomorfina y pramipexole en el ndcleo paraventricular del
hipotdlamo fueron bloqueadas por la microinyeccion previa del antagonista especifico D>
L-741,626, pero no por el antagonista D3 SB-277011A o por el antagonista D4 L-745,870
(Sanna et al., 2012). Se ha propuesto que el nicleo paraventricular del hipotalamo funciona
como un integrador donde los agonistas de la dopamina acttan para inducir las erecciones
del pene y los bostezos a traves de oxitocina (Sanna et al., 2012). Estos resultados soportan
que el receptor D2 y no el D3, es el responsable de la induccion de estas conductas. La
estimulacion de los receptores Dy, la cual aumenta la entrada de Ca®" en los cuerpos
celulares de las neuronas oxitocinérgicas (Sanna et al., 2012). Esto aumenta la produccion
de éxido nitrico, que es el que activa la neurotransmision oxitocinérgica en las areas
cerebrales extrahipotalamicas y de la médula espinal, lo que provoca la ereccién y el
bostezo del pene (Sanna et al., 2012). Es relevante destacar que las ratas HY son mas
sensibles a la accion de la oxitocina administrada intracerebroventricularmente respecto de

las ratas LY (Eguibar et al., 2015).

La conducta de autoaseo en roedores esta regulada por varias regiones que pertenecen al
sistema dopaminérgico, ya sea que contienen neuronas dopaminérgicas o que reciben
proyecciones de estas, como son la via mesolimbica, la via nigroestriada y las del tallo

cerebral (Kalueff et al., 2015). La secuencia de autoaseo, el inicio y la finalizacién de las
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cadenas sintacticas o cefalocaudal del aseo y los episodios de aseo en roedores pueden
verse afectados bidireccionalmente por la manipulacion experimental, incluidas las lesiones
del tracto nigrostriatal que contiene dopamina, la administracion de varios farmacos
dopaminérgicos, las deleciones géenicas permanentes (knock-out) en roedores y por el estrés
psicolégico (Kalueff et al., 2015). En roedores, la administracion sistémica de agonistas del
receptor de dopamina D1 amplifica la super estereotipia conductual del aseo, lo que lleva a
la produccion excesiva de episodios de aseo y de cadenas de autoaseo mas rigidas. La
coadministracion sistémica del antagonista del receptor de dopamina D2 haloperidol
previene la stper estereotipia secuencial inducida por el agonista D; SKF38393 (Taylor et
al., 2010), y la activacion del autoaseo inducida por SKF83959, un agonista D1 y un
agonista parcial D2, se elimina en ratones knock-out que carecen del gen para el receptor
D:. La conducta de aseo se inhibe a bajas y altas dosis de quinpirole (Eilam et al., 1992;
Horvitz et al., 2001; Eguibar et al., 2003). La coadministracion del agonista dopaminérgico
D1 SKF38393 con quinpirole también inhibe el aseo (Eilam et al., 1992). En conjunto, estos
resultados muestran que existe un equilibrio entre los sistemas D1 y D2 del cuerpo estriado
en la regulacién del autoaseo (Kalueff et al., 2015). En el presente trabajo el (-)-quinpirole
también tiene un efecto inhibitorio sobre el aseo en los tres grupos de ratas, pero, la
intensidad de la respuesta difirio entre los tres grupos de animales, en los machos SD el
efecto inhibitorio es mas marcado respecto a de los otros dos grupos de ratas (véanse

Tablas 7y 9).

El (-)-quinpirole tuvo un también tuvo un efecto inhibitorio sobre el rascado, parece ser que
en el caso del rascado los agonistas dopaminérgicos y otras drogas tienen un efecto similar

al que tienen sobre la conducta de aseo (Taylor et al., 2010). Por ejemplo, se ha observado
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un incremento del rascado al igual que del aseo tras la administracion del agonista
dopaminérgico D1 SKF38393 (Taylor et al., 2010), o por la administracion central de
oxitocina (Eguibar et al., 2015), bombesina (Diaz-Romero et al., 2002; Lee et al., 2003) y
por la hormona adrenocorticotropa, aunque el incremento por la ACTH es inhibido por la
coadministracion de haloperidol, lo que implica que la accion de esta hormona se debe a
cambios en la neurotransmision dopaminergica (Colbern et al., 1988), por lo que es posible

que el aseo y rascado han de compartir algunos sitios reguladores.

En el presente trabajo no hubo diferencia en la respuesta de rascado en los tres grupos de
ratas por lo que solo se obtuvo una IDso, aunque en trabajos previos del laboratorio se
mostré que la bombesina inhibio el aseo en ambas sublineas, pero la duracién del rascado
fue significativamente mayor en las ratas LY y que la administracion de oxitocina produjo
significativamente mas rascados en las ratas LY respecto a las HY (Eguibar et al., 2015).
Lo que indicaria diferencias en la regulacion oxitocinérgica del rascado, pero no

dopaminérgica en las ratas HY y LY.

Las diferentes 1Dso obtenidas en las conductas de bostezo, erecciones del pene y episodios
de aseo nos muestran diferencias en la regulacion dopaminérgica entre los machos SD, LY
y HY. Las diferentes respuestas conductuales de las frecuencias de bostezos, erecciones del
pene, episodios de aseo y rascados al (-)-quinpirole no se modificaron por el tipo de madre
que crio a los machos, ni porque los machos eran hijos adoptivos o no. Por lo que los
fenotipos conductuales resultantes son debidos al genotipo particular de cada grupo de

ratas, el cual es producto de la seleccidn artificial por endogamia.

140



8.7 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 4: EFECTO DEL CUIDADO
MATERNO SOBRE EN LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

8.7.1 CONDUCTA SEXUAL MASCULINA DE LAS RATAS SPRAGUE-DAWLEY, Y DE LAS
SUBLINEAS DE ALTO Y BAJO BOSTEZO SIN INTERCAMBIO DE CAMADAS

8.7.1.1 LATENCIA Y NUMERO DE MONTAS EN RATAS SD, LY Y HY SIN INTERCAMBIO DE
CAMADAS
La latencia de monta disminuy6 significativamente en serie copulatoria en los tres grupos

de ratas, la cual fue significativamente menor en las ratas SD (p < 0.05) respecto a las LY
en la 22 y 42 serie copulatoria y significativamente menor respecto de las ratas LY y HY en

la 32 serie copulatoria (p < 0.05; véase Tabla 10).

El nimero de montas se incrementd en cada serie copulatoria (p < 0.05). Las ratas HY (p <
0.05) tuvieron significativamente menos montas respecto de las ratas SD y LY en todas las

series copulatorias (p < 0.05; véase Tabla 11).

Tabla 10. Latencia de monta en ratas macho Sprague-Dawley, y en las ratas de bajo (LY) y alto
(HY) bostezo

Latencia de monta

Serie copulatoria  Machos SD Machos LY Machos HY ANOVA de
(30 min) (19 animales) (22 animales) (17 animales) Kruskal Wallis
1 210 + 50 302 + 74 367 + 80 H=319,g1=2,
p=0.15
H=11.69, gl =
* 1
2 83+ 29 190 £ 23 284 + 163 2.p=003
H=23.06, gl =
* 1
3 14+4 183 + 48 303 + 108 2.p<0.001
H=15.61,gl=
* 1
4 25+6 97 £ 17 264 £ 112 2.0<0.001
Prueba de Xz(s) =29.25,p< X2(3) =11.26,p< X2(3) =2250,p<
Friedman 0.001 0.001 0.001

Los datos son la media £ EEM. Las ratas SD tuvieron una latencia de eyaculacion significativamente menor
en las SD respecto a las LY en la 22 y 42 serie copulatoria y significativamente menor respectosa las LY y HY
en las 32 serie copulatoria. *p<0.05.
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Tabla 11. Numero de montas en las ratas macho Sprague-Dawley, y en las ratas macho de bajo
(LY) y alto (HY) bostezo

NUmero de montas

Serie copulatoria  Machos SD Machos LY Machos HY ANOVA de

(30 min) (19 animales) (22 animales) (17 animales) Kruskal Wallis

1 26 £ 3.6 24+43 10 £ 3.1* H=8.52gl=2,
p=0.04

2 34+44 32+4.1 9+3.18* H=18.86, gl =
2,p<0.001

3 43+4.4 36 +£3.0 20 £2.9* H=13.80, gl =
2, p=0.001

4 54+54 44 +£43 25+ 7.9* H=16.26,gl =
2,p<0.001

Prueba de Yo =17.89,p< 3 =1325p= %3 =18.18,p<

Friedman 0.001 0.004 0.001

Los datos son la media £ EEM. EIl nimero de montas fue significativamente menor en las ratas HY respecto a
las SD y LY en todas las series copulatoria *p<0.05

8.7.1.2 LATENCIA Y NUMERO DE INTROMISIONES EN LAS RATAS DE LA CEPA SPRAGUE-
DAWLEY Y DE LAS SUBLINEAS DE ALTO Y BAJO BOSTEZO SIN INTERCAMBIO DE
CAMADAS

La latencia de intromision fue significativamente menor (p < 0.05; véase Tabla 12) en cada

serie copulatoria en los tres grupos de ratas evaluados. En la 3?2 serie copulatoria, la latencia
de intromision en las ratas macho LY fue significativamente mayor (p < 0.05) respecto de

las ratas SD y HY.

El nimero de intromisiones se incrementd significativamente (p < 0.05; véase Tabla 13) en
los machos SD y HY con cada serie copulatoria, no fue el caso para los machos LY. En la
segunda serie copulatoria las ratas macho HY tuvieron un numero de intromisiones

significativamente menor respecto de los machos SD (p < 0.05).
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Tabla 12. Latencia de intromision en las ratas macho Sprague-Dawley (SD), y en las ratas de bajo
(LY) y alto (HY) bostezo

Latencia de intromision

Serie copulatoria  Machos SD Machos LY Machos HY ANOVA de
(19 animales) (22 animales) (17 animales) Kruskal Wallis

1 299 + 89 477 £ 103 322 +83 H=2.00,gl=2,
p=0.37

2 216 £ 79 305+71 107 £ 41 H=4.83, gl =2,
p =0.09

3 63 =29 381+ 71* 152 + 86 H=20.77,9l =
2,p<0.001

4 201 £104 188 + 45 243 £ 136 H=4.25,¢gl =2,
p=0.12

Prueba de Y23 =26.38,p< 3 =1437,p= y¥3=16.43,p<

Friedman 0.001 0.002 0.001

Los datos son la media £ EEM. La latencia de intromisién fue significativamente mayor en los machos LY
respecto a los SD y HY en la 22 serie copulatoria. *p<0.05

Tabla 13. Namero de intromisiones en las ratas macho Sprague-Dawley (SD), y en las ratas de bajo
(LY) y alto (HY) bostezo

NUmero de intromisiones

Serie copulatoria  Machos SD Machos LY Machos HY ANOVA de
(19 animales) (22 animales) (17 animales) Kruskal Wallis

1 6.58 £ 1.7 454+1.2 3.47+£1.3 H=253,gl=2,
p =0.282

2 11.16 + 1.7 6.86+1.2 512+ 2.1* H=28.33,gl=2,
p=0.016

3 11.89+1.6 6.86 + 1.3 8.41+2.0 H=5.79, gl=2,
p <0.055

4 11.53+1.8 741+1.1 9.76 + 2.1 H=23.59,gl=2,
p=0.17

Prueba de

Z'\leggaA” doe F=4.70,p= Po=443,p=  ye=18.15p<

- 0.005 0.33 0.001
medidas
repetidas

Los datos son la media £ EEM. El nimero de intromisiones fue significativamente menor en los machos HY
respecto a los SD en la 22 serie copulatoria. *p<0.05
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8.7.1.3 LATENCIA Y NUMERO DE EYACULACIONES EN RATAS SD, LY Y HY SIN INTERCAMBIO
DE CAMADAS
La latencia de eyaculacion fue significativamente menor (p < 0.05; véase Tabla 14) con

cada serie copulatoria en los tres grupos de ratas. La latencia de eyaculacion fue
significativamente menor en los machos HY respecto de los machos LY en la 3%y 42 serie

copulatoria (p < 0.05), pero no respecto de los machos SD.

El nimero de eyaculaciones se incrementd significativamente con cada serie copulatoria en
los machos SD (F = 6. 64, p < 0.001; véase Figura 29), en los machos LY (F =4.21, p =
0.009) y en los machos HY (F = 3.99, p = 0.01). Los machos SD tuvieron
significativamente méas eyaculaciones que los machos HY en la segunda serie copulatoria y

que los machos LY en la tercera serie copulatoria (p < 0.05).

Tabla 14. Latencia de eyaculacion en las ratas macho Sprague-Dawley (SD), y en las ratas de bajo
(LY) y alto (HY) bostezo

Latencia de eyaculacion

Serie copulatoria  Machos SD Machos LY Machos HY ANOVA de
(19 animales) (22 animales) (17 animales) Kruskal Wallis

1 798 + 73 867 + 159 676 + 224 H=1.379l=2,
p=0.50

2 807 £ 76 706 + 114 581 +81 H=1.84,9l=2,
p=0.40

3 699 + 83 991 + 92 433 + 79* H=12.96, gl =
2, p=0.002

4 614 + 94 824 + 99 416 + 83* H=09.03,¢gl=2,
p=0.01

Q?d?(;g? de F =6.64, F=4.21, F =3.99,

repetidas p <0.001 p =0.009 p=0.013

Los datos son la media £ EEM. La latencia de eyaculacién fue significativamente menor en las HY respecto a
las SD en la 32y 42 serie copulatoria. *p<0.05.

144



2.0 1

%o ofo o SD/SD (19)
1.8 — 90 ol ot B LYLLY (22)
e —- HYHY (17)
1.6 — iR
1.4 —
1.2 —
1.0 <
0.8
0.6 —
0.4 —
0.2

0.0 I I I I
1 2 3 4

Numero de eyaculaciones

Serie copulatoria

Figura 29. Namero de machos que eyacularon en las 4 sesiones de copulatorias. EI nimero de machos
SD que eyacularon en la 22 serie copulatoria fue significativamente mayor respecto a los machos HY y en la
3% serie copulatoria el nimero de machos SD que eyacularon fue significativamente mayor respecto de los
machos LY (p < 0.05). Entre paréntesis se muestra el nimero de animales evaluados.

8.7.2 PORCENTAJE DE NO COPULADORES, COPULADORES LENTOS, COPULADORES
PROMEDIO Y COPULADORES PRECOCES EN RATAS SD, LY Y HY SIN
INTERCAMBIO DE CAMADAS

La frecuencia de cada tipo de copulador fue significativamente diferente (F = 13.04, p <

0.015, prueba de Fisher) entre las ratas SD, LY y SD (véase Figura 30). El porcentaje de
ratas SD no copuladores fue del 0%, un 32% fueron copuladores lentos, el 63% tuvieron un
patrén copulatorio promedio y tan sélo el 5% fueron precoces. Para las ratas LY se obtuvo
0% de no copuladores, un 45% de copuladores lentos y un 55 de copuladores promedio y
ninguno de ellos fueron precoces. En las ratas HY obtuvimos un 18% de no copuladores,
un 29% de copuladores lentos, tan solo 29% fueron copuladores promedio y un 24%

tuvieron un patrén precoz.
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Figura 30. Los diferentes tipos de copuladores en ratas macho SD, LY y HY. Note que la proporcién de
machos no copuladores (NC), copuladores lentos (CL), copuladores promedio (CP) y precoces (P) difirié
significativamente en los tres grupos de ratas. F = 13.045, p < 0.015, prueba de Fisher, n = 58.

8.7.3 EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE LA PROPORCION DE NO
COPULADORES, COPULADORES LENTOS, COPULADORES PROMEDIO Y
PRECOCES

En los machos SD y HY no se obtuvo un efecto de la madre que los cuid6 en los diferentes

tipos de patrones copuladores. En las ratas macho LY se obtuvo un resultado significativo
(F = 31.86, p < 0.001, prueba de Fisher; véase Figura 31), las madres SD (-0.545 £ 0.158, p
< 0.01; véase Tabla 15), y las madres LY adoptivas (-0.462 £+ 0.153, p < 0.01) disminuyen

significativamente la incidencia de copuladores promedio en los machos LY, asi mismo las
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madres SD (0.545 + 0.115, p < 0.01; véase Tabla 16) y las madres LY adoptivas (0.417 +

0.153, p < 0.01) incrementaron la proporcion de machos no copuladores en la sublinea LY.

Tabla 15. Efecto del cuidado materno sobre la incidencia de ratas macho copuladores promedio de

la sublinea LY

Variable dependiente

Copuladores promedio

Madre LY adoptiva -0.462***
(0.112)
Madre SD -0.545%**
(0.158)
Madre HY -0.016
(0.138)
Constante 0.545***
(0.091)
Observaciones 248

Se muestra los coeficientes de regresion y entre paréntesis se muestra el error estandar del coeficiente. Se
tomo como referencia a los machos LY criados por sus madres bioldgicas. *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01.

Tabla 16. Efecto del cuidado materno sobre la incidencia de ratas macho no copuladoras de la

subliena LY

Variable dependiente

No copuladores

Madre LY adoptiva 0.417***
(0.153)
Madre SD 0.545%**
(0.115)
Madre HY -0.000
(0.101)
Constante 0.000
(0.067)
Observaciones 248

Se muestra el coeficiente de regresion y entre paréntesis se muestra el error estandar del coeficiente. Se tomo
como referencia a los machos LY criados por sus madres bioldgicas. *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01
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Figura 31. Efecto del cuidado materno sobre la proporcion del tipo de patrones copulatorio en ratas
macho SD. El tipo de madre que crio a los machos SD no tuvo un efecto significativo sobre la proporcion de
no copuladores (NC), copuladores lentos (CL), copuladores promedio (CP) y precoces (P), n = 48, se muestra
la relacién madre/hijo.
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Figura 32. Efecto del cuidado materno en los diferentes patrones de copulacion. La frecuencia de cada
tipo de patrén copulatorio en los machos LY, los cuales fueron criados por diferentes madres fue diferente (F
= 31.860 p < 0.001, prueba de Fisher). La madre tuvo un efecto significativo. Note que las madres HY
favorecen a los precoces, n = 62, se muestra la relacién madre/hijo.
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Figura 33. Efecto del cuidado materno sobre la proporcion del tipo de patrones copulatorio en ratas
macho HY. El tipo de madre que crio a los machos SD no tuvo un efecto significativo sobre la proporcion de
no copuladores (NC), copuladores lentos (CL), copuladores promedio (CP) y precoces (P), n = 50, se muestra
la relacién madre/hijo.

150



8.7.4 EXPRESION DE LA ENZIMA AROMATASA DEL HIPOTALAMO DE NO
COPULADORAS, COPULADORAS LENTAS, COPULADORAS PROMEDIO Y
PRECOCES EN RATAS SD, LY Y HY SIN INTERCAMBIO DE CAMADAS.

La expresion de la enzima aromatasa fue significativamente diferente en los machos

copuladores lentos y copuladores promedio en las SD (t de Student, ***P < 0.01; véase
Figura 34). La expresion de esta enzima no fue diferente entre los copuladores lentos y
promedio en el caso de las LY (véase Figura 35). La expresion de esta enzima tampoco fue
significativamente diferente entre las ratas macho no copuladoras, los copuladores lentos,

los copuladores promedio y los copuladores precoces en las ratas macho HY (véase Figura

36).
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Figura 34. Expresion de la enzima P50 aromatasa en el hipotalamo de cepa SD. A) Membrana tefiida con
rojo de Pounceau para determinar los pesos moleculares de la proteina. B) Expresion de la enzima P450
aromatasa en el hipotadlamo de ratas SD de las poblaciones de ratas macho copuladores lentos (CL) y
copuladores promedio (CP) en todos los casos se empled 100 pg de proteina. C) Expresion relativa
normalizada con rojo de Ponceau de los valores de la enzima aromatasa P450. Los datos muestran la media +
EEM de 6 sujetos. t de Student, ***P < 0.01, n = 6.
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Figura 35. Expresion de la enzima P50 aromatasa en el hipotalamo de la sublinea LY. A) Membrana
tefiida con rojo de Pounceau para determinar los pesos moleculares de las proteinas. B) Expresion de la
enzima P450 aromatasa en el hipotalamo de ratas LY de las poblaciones de ratas copuladores lentos (CL) y
copuladores promedio (CP) en todos los casos se evaluaron 100 pg de proteina. C) Expresion relativa
normalizada respecto a los valores con rojo de Ponceau. Los datos muestran la media £ EEM de 6 sujetos, n =
6.
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Fig. 36. Expresién de la enzima P50 aromatasa en el hipotdlamo de ratas macho HY. A) Membrana
teflida con rojo de Pounceau. B) Expresion de la enzima P450 aromatasa en el hipotadlamo de ratas HY de las
poblaciones de ratas no copuladores (NC), copuladores lentos (CL) copuladores promedio (CP) y copuladores
rapidos (CR) en todos los casos se evaluaron 100 g de proteina. C) Expresion relativa normalizada con rojo
de Ponceau. Los datos muestran la mediana méas menos percentiles de 6 sujetos. Kruskal-Wallis, *P < 0.05;
**P <(.01,n=6.
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8.7.5 EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE LOS COMPONENTES DE LA
CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

8.7.5.1 EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE LA LATENCIA Y NUMERO DE MONTAS
La latencia de monta disminuyd significativamente diferente en cada serie copulatoria

(0.0004 £ 0.0001, p < 0.01; véase Tabla 17). La latencia de monta fue significativamente
mayor en los machos LY (-0.002 + 0.01, p < 0.05) y en los machos HY (-0.003 + 0.001, p
< 0.01) respecto a los machos SD. Las variables independientes cepa o sublinea del macho
y series copulatorias en conjunto contribuyeron significativamente al modelo lineal
generalizado mixto respecto al modelo nulo (%2 = 78.89, p < 0.0001). No se obtuvo un
efecto significativo de la madre, pero si del proceso de adopcién (-0.0001 + 0.01, p < 0.01).
La latencia de monta de los machos LY adoptivos fue significantemente mayor respecto a
los HY control (-0.002 £ 0.001, p < 0.01). Las variables independientes cepa o sublinea del
macho, series copulatorias y el proceso de adopcion en conjunto contribuyeron
significativamente al modelo lineal generalizado mixto respecto al modelo nulo (¥%q) =
5.55, p < 0.01); asi como una interaccion significativa entre la adopcion y la cepa o
sublinea de los machos (¥’ = 22.95, p < 0.0001). Los resultados indican que los machos

LY son mas sensibles a la adopcion que respecto de las ratas SD y HY.

El nimero de montas se incrementd significativamente con cada serie copulatoria (0.0002 +
0.0001, p < 0.01; vease Tabla 18). Se obtuvo también un efecto significativo del factor
cepa o sublinea, ya que los machos de la sublinea LY (—0.001 £ 0.0002, p < 0.01), y los
machos HY (—0.001 £ 0.0002, p < 0.05) presentaron un menor nimero de montas respecto
de lo obtenido en los machos SD. El factor cepa o sublinea y el factor series copulatorias
contribuyeron significativamente al modelo nulo (x%@) = 25.82, p < 0.0001). Los machos

adoptados por cualquier madre disminuyeron significativamente el nimero de montas,
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respecto de los machos que fueron criados por sus madres bioldgicas (—0.633 + 0.210, p <
0.01). EI factor cepa o sublinea, las sesiones de copulatorias, junto con la adopcién
contribuyeron significativamente al modelo lineal generalizado mixto respecto al modelo
nulo (x%w) = 7.53, p < 0.001). Las madres HY disminuyen significativamente el nimero de
montas de sus hijos respecto de las madres SD (—0.640 + 0.255, p < 0.01). Los factores
cepa o sublinea, el factor series copulatorias, el factor adopcion, junto con el factor madre
contribuyeron significativamente al modelo (%) = 6.24, p < 0.01).

Tabla 17. Efecto del cuidado materno sobre la latencia de monta

Variable dependiente
Latencia de monta

SD referencia HY referencia
1 2
Experiencia sexual (pruebas 0.0004*** 0.0004***
de copula)
(0.0001) (0.0001)
Machos HY -0.003 ***
(0.001)
Machos LY -0.002 **
(0.001)
HY control vs SD 0.003
(0.001)
HY control vs LY 0.001
(0.0005)
Machos adoptivos -0.0001 0.001*
(0.001) (0.0003)
Hijos adoptivos HY 0.001
(0.001)
Hijos adoptivos LY -0.001
(0.001)
HY controles vs SD adoptivos -0.001
(0.001)
HY controles vs LY adoptivos -0.002***
(0.001)
Constante 0.004*** 0.0004
(0.001) (0.0003)
Observaciones 640 640

Nota: Las SD control son el grupo de referencia (constante). Se muestra los coeficientes del modelo lineal
generalizado + EE de los coeficientes. *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01.
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Tabla 18. Efecto del cuidado materno sobre el nimero de montas

Variable dependiente

NUmero de montas

SD referencia

HY referencia

1 2
Experiencia sexual (pruebas 0.0002*** 0.244***
de copula)
(0.0001) (0.007)
Machos HY —0.001**
(0.0002)
Machos LY —0.001***
(0.0002)
HY control vs SD 1.268***
(0.262)
HY control vs LY —0.052
(0.255)
Machos adoptivos —0.0002* —0.633***
(0.0001) (0.210)
Madre HY 0.0001
(0.0001)
Madre LY 0.0001
(0.0002)
Madre HY vs madre SD —0.640***
(0.255)
Madre HY vs madre LY —-0.293
(0.255)
Constante 0.001*** 2.423***
(0.0003) (0.257)
Observaciones 640 640

Nota: Las SD control son el grupo de referencia (constante). Se muestra los coeficientes del modelo lineal

generalizado + EE de los coeficientes. *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01.
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8.7.5.2 EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE LA LATENCIA Y NUMERO DE
INTROMISIONES
La latencia de intromisién disminuye significativamente con cada sesion de copulatoria

(0.0002 £ 0.00004, p < 0.01; vease Tabla 19). La latencia de intromision de los machos HY
es significativamente mayor respecto de los machos SD (-0.001 + 0.0003, p < 0.01) y
significativamente menor respecto de las LY (0.001 + 0.0002, p < 0.01). EIl factor cepa o
sublinea y las series copulatorias contribuyeron significativamente al modelo nulo (%@ =
23.62, p < 0.0001). Se obtuvo un efecto significativo en el proceso de adopcion, siendo los
machos HY adoptivos los que disminuyen su latencia de intromision significativamente
respecto a los SD control (0.001 £ 0.001, p < 0.01). Los machos SD adoptivos (-0.001 +
0.0003, p < 0.01) y los LY adoptivos (-0.001 + 0.0003, p < 0.01), los cuales mostraron una
latencia de intromision significativamente mayor respecto a los machos HY control. El
factor cepa o sublinea, el niumero de series copulatorias, y la adopcién contribuyeron
significativamente al modelo nulo (x’q) = 4.12, p < 0.01). No se obtuvo un efecto

significativo de la madre que cuidé a los machos.

En cada serie copulatoria se incrementd significativamente el nimero de intromisiones
(0.220 + 0.013, p < 0.01; véase Tabla 20). Las ratas macho LY (—1.325 + 0.306, p < 0.01)
presentaron significativamente menor nimero de intromisiones respecto de los obtenido en
los SD. Las series copulatorias y la cepa o sublinea contribuyeron significativamente al
modelo respecto al modelo nulo (¥’ = 18.32, p < 0.0001). No se obtuvo un efecto

significativo del factor adopcién y del cuidado materno sobre el nimero de intromisiones.
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Tabla 19. Efecto del cuidado materno sobre la latencia de intromisién
Variable dependiente

Latencia de intromision

SD referencia HY referencia
1 2
Experiencia sexual (pruebas 0.0002*** 0.0002***
de copula)
(0.00004) (0.00004)
Machos HY -0.001 ***
(0.0003)
Machos LY -0.0005
(0.0003)
HY control vs SD 0.001***
(0.0003)
HY control vs LY 0.001***
(0.0002)
Machos adoptivos -0.0004 0.001*
(0.0003) 0.0003
Hijos adoptivos HY 0.001***
(0.001)
Hijos adoptivos LY -0.0003
(0.0003)
HY controles vs SD adoptivos -0.001***
(0.0003)
HY controles vs LY adoptivos -0.001***
(0.0003)
Constante 0.002*** 0.0004***
(0.0003) (0.0001)
Observaciones 640 640

Nota: Las SD control son el grupo de referencia (constante). Se muestra los coeficientes del modelo lineal
generalizado + EE de los coeficientes. *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01.

Tabla 20. Efecto del cuidado materno sobre el nimero de intromisiones
Variable dependiente

NUmero de intromisiones

Experiencia sexual (pruebas de copula) 0.220***
(0.013)
Machos HY —0.545*
(0.317)
Machos LY —1.325***
(0.306)
Constante 1.330***
(0.228)
Observaciones 640

Nota: Las SD control son el grupo de referencia (constante). Se muestra los coeficientes del modelo lineal
generalizado = EE de los coeficientes. *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01.
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8.7.5.3 EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE LA LATENCIA Y NUMERO DE
EYACULACIONES
Con cada serie copulatoria la latencia de eyaculacion disminuyé significativamente (-0.125

+ 0.026, p < 0.01; véase Tabla 21). La latencia de eyaculacion de los machos LY es
significativamente de la obtenida en los machos SD (356 + 122, p < 0.01). Las series
copulatorias y el tipo de macho contribuyeron significativamente al modelo linear
generalizado mixto respecto al modelo nulo (x%2 = 19.61, p < 0.0001). No se obtuvo un
efecto significativo por la adopcion o por el tipo de madre que crio a los machos sobre las

latencias de eyaculacion.

El numero de eyaculaciones se incrementaron significativamente con cada serie copulatoria
(0.215 + 0.037, p < 0.01; véase Tabla 22). Los machos LY (—1.037 + 0.206, p < 0.01)
presentaron significativamente menos eyaculaciones respecto de lo obtenido en los machos
SD. Las series copulatorias y el tipo de rata contribuyeron significativamente al modelo
respecto al modelo nulo (%) = 30.75, p < 0.0001). No se obtuvo un efecto significativo
por la adopcidn o por el tipo de madre sobre el nimero de eyaculaciones que alcanzaron los
machos.

Tabla 21. Efecto del cuidado materno sobre la latencia de eyaculacién

Variable dependiente
Latencia de eyaculacion

Experiencia sexual (pruebas de cépula) -0.125***
(0.026)
Machos HY -0.199
(0.129)
Machos LY 0.356***
(0.122)
Machos adoptivos -0.048
(0.104)
Constante 7.195***
(0.126)
Observaciones 640

Nota: Las SD control son el grupo de referencia (constante). Se muestra los coeficientes del modelo lineal
generalizado = EE de los coeficientes. *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01.
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Tabla 22. Efecto del cuidado materno sobre el nimero de eyaculaciones
Variable dependiente
NUmero de Eyaculaciones

Experiencia sexual (pruebas de copula) 0.215***
(0.037)
Machos HY —0.052
(0.198)
Machos LY —1.037***
(0.206)
Constante -0.587***
(0.176)
Observaciones 640

Nota: Las SD control son el grupo de referencia (constante). Se muestra los coeficientes del modelo lineal
generalizado + EE de los coeficientes. *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01.

8.7.54 EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE EL INTERVALO INTERINTROMISORIO
El intervalo interintromisorio disminuyé significativamente con las series copulatorias (-

0.108 + 0.001, p < 0.01; véase Tabla 23). Las ratas macho LY (0.439 + 0.001, p < 0.01)
tuvieron intervalos interintromisorios significativamente mayores respecto de los machos
SD. Las ratas macho HY (-0.997 + 0.001, p < 0.01) presentaron un intervalo
interintromisorio significativamente menor respecto a los machos SD. Las series
copulatorias y el tipo de rata contribuyeron significativamente al modelo respecto al
modelo nulo (%2 = 31.03, p < 0.0001). No se obtuvo un efecto significativo del proceso de

adopcion o del tipo de madre que cuido a los machos sobre el intervalo interintromisorio.
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Tabla 23. Efecto del cuidado materno sobre el intervalo interintromisorio
Variable dependiente
Intervalo interintromisorio

Experiencia sexual (pruebas de copula) -0.108***
(0.001)
Machos HY -0.997***
(0.001)
Machos LY 0.439***
(0.001)
Constante 5.123***
(0.001)
Observaciones 268

Nota: Las SD control son el grupo de referencia (constante). Se muestra los coeficientes del modelo lineal
generalizado + EE de los coeficientes. *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01.

8.7.5.5 EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE EL INTERVALO POSTEYACULATORIO
El intervalo posteyaculatorio no cambid significativamente con las series copulatorias

(véase Tabla 24). El tipo de macho tuvo un efecto significativo. El intervalo
posteyaculatorio de las ratas HY es significativamente menor respecto de los machos SD (-
0.0003 £ 0.0001, p < 0.05). Las series copulatorias y el tipo de macho contribuyeron
significativamente al modelo respecto al modelo nulo (¥%z) = 6.01, p < 0.05). No se obtuvo
un efecto significativo del proceso de adopcion o por el tipo de madre que crio a los
machos sobre el intervalo posteyaculatorio.

Tabla 24. Efecto del cuidado materno sobre el intervalo posteyaculatorio

Variable dependiente
Intervalo posteyaculatorio

Experiencia sexual (pruebas de copula) 0.00002
(0.00003)
Machos HY —0.0003**
(0.0001)
Machos LY —0.0003**
(0.0001)
Constante 0.003***
(0.0001)
Observaciones 268

Nota: Las SD control son el grupo de referencia (constante). Se muestra los coeficientes del modelo lineal
generalizado + EE estandar de los coeficientes. *p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01.
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8.8 DISCUSION DEL EXPERIMENTO 4

La experiencia sexual mejord significativamente la conducta sexual en las ratas macho SD,
LY y HY, en base a que las latencias de monta, intromision y eyaculacion disminuy6
significativamente en cada encuentro sexual y se incrementaron el nimero de montas,
intromisiones y eyaculaciones, como ya ha sido reportado en ratas Wistar y Sprague-
Dawley (Hull et al., 2002; Hull y Rodriguez-Manzo, 2009). Sin embargo, se obtuvieron
diferencias significativas en varios componentes de la conducta sexual de manera similar a
lo reportado previamente por el Laboratorio de Neurofisiologia y Control Motor del
Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla (Eguibar et al,
2016). El despliegue sexual de los machos SD, LY y HY difirieron, en cuanto a la latencia
de monta, el niumero de montas, y latencia de eyaculacion lo que impactd las proporciones
de machos no copuladores, copuladores lentos, copuladores promedio y precoces. El
intercambio de camadas entre las madres de la misma cepa o sublinea o entre las madres de
los tres grupos de ratas evaluadas modificd varios de los componentes de la conducta
sexual masculina, ya sea debido al tipo de madre que crio a los machos, las madres HY
disminuyen el nimero de montas de sus hijos, o porque fueron criados por madres
adoptivas, los machos HY que fueron hijos adoptivos disminuyeron su latencia de
intromision y los machos SD y LY que fueron adoptivos aumentaron su latencia de
intromision. Ademas, los machos LY fueron mas afectados al proceso de adopcién respecto

de los obtenido en los machos SDy HY.

En una poblacion muy grande de ratas de la cepa Wistar (546 individuos evaluados) en
base a su conducta sexual en cuatro sesiones de copula ad libitum por 30 minutos y

determinado por el nimero de eyaculaciones en la 42 sesion copulatoria se obtuvo que el
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10% de la poblacion son copuladores lentos o precoces (Olivier et al., 2006). En varias
sublineas de ratas se ha mostrado que los procesos de seleccion artificial por endogamia
modifica el patron copulatorio, es decir las latencias y frecuencias de las montas,
intromisiones, o de las eyaculaciones, ademas de su eficiencia copulatoria y la saciedad
sexual difiere entre los grupos (Sanna et al., 2014; Eguibar et al., 2016, Melis et al., 2018),
Esto implica que el cambio en la proporcion de machos que son clasificados como no
copuladores, copuladores lentos, copuladores, promedio o bien copuladores precoces.
Nuestros resultados muestran que la proporcion de cada tipo de macho en las ratas SD, LY
y HY son significativamente diferentes, ya que existen pocos estudios en grandes
poblaciones de roedores (Waldinger y Olivier, 2005; Olivier et al., 2006) de las cepas mas
empleadas como las Wistar y las Sprague- Dawley. En la cepa SD fue no se obtuvieron no
copuladores en una muestra de 19 ratas, y un 5% fueron precoces; pero en las ratas HY, en
la cual en una muestra de tan sélo 17 individuos se obtuvo un 18% de no copuladores y un
24% de precoces; por Gltimo, en las ratas LY (22 machos) no se obtuvieron machos no
copuladores ni precoces, lo que implica que en las HY es mas probable obtener no
copuladores y precoces. El cuidado materno no modificé la proporcion de los diferentes
tipos de machos en las SD y HY, sin embargo, en las LY fueron afectadas por la crianza
llevada a cabo por sus madres adoptivas LY y SD, ya que estas aumentaron
significativamente la proporcion de machos no copuladores, lo que las hace mas sensibles
al ambiente materno respecto a las SD y HY. No se pudo determinar que elemento del
cuidado materno produjo este resultado, ya que el cuidado materno de las ratas SD, LY y
HY no se modifico en funcion de la camada bajo su cuidado en la muestra evaluada, por lo
que seria interesante evaluar la conducta materna en varias muestras a lo largo de las 24

horas del dia (Champagne et al., 2001), ya que podrian obtener diferencias dependiendo de
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la hora o fase del dia, como es el caso de la conducta materna de las ratas de la sublinea de
alta respuesta locomotora ante la novedad que exhiben menos postura alta de lactancia,
menos aseos y menos contactos con sus crias en la fase oscura/activa que las madres de la
sublinea de baja respuesta locomotora (Clinton et al., 2010). Sin embargo. en la fase
luminosa las ratas de alta respuesta locomotora presentan significativamente mas postura
pasiva de lactancia y contacto con sus crias que las ratas de baja respuesta locomotora
(Clinton et al., 2010). Estos resultados son claves de que existe un ritmo circadiano en el

cuidado materno.

Por otra parte, la expresion de la enzima aromatasa P450 en el hipotdlamo es
significativamente mayor en los copuladores lentos de los machos SD respecto de los
copuladores promedio SD, resultado similar a lo reportado en un trabajo previo con ratas
Wistar (Antaramian et al., 2015), en el cual los copuladores lentos tuvieron una mayor
expresion del ARNm de la enzima aromatasa P450 en el area predptica medial, y en la
amigdala. Ademas de una expresion mayor del ARNm del receptor para los andrégenos en
el area predptica medial y una menor expresién en el bulbo olfatorio, ademéas de una
expresion mayor del receptor de estrogenos alfa en el bulbo olfatorio (Antaramian et al.,
2015). Estos resultados indican que los copuladores lentos de las cepas exogamicas
muestran una expresion génica diferente en las regiones del cerebro que participan en el
control de la conducta sexual y sus aspectos motivacionales (Antaramian et al., 2015). En el
caso de las cepas endogamicas esas diferencias en el patron copulatorio pueden deberse a
otras diferencias de las areas del cerebro que regulan la conducta sexual, como el tracto
dopaminérgico mesocortico-limbico, tracto dopaminérgico nigro-estriatal, el nulcleo

paraventrivular del hipotalamo, el hipotdlamo ventromedial o lateral, todos ellos son sitios
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integradores de la conducta sexual masculina junto con el area preoptica medial (Hull y
Rodriguez-Manzo 2009). O bien estas diferencias pueden deberse a la diferenciacion sexual
central o bien a los aspectos activacionales mediados por andrégenos (McCarthy, 2012). No
se encontraron diferencias significativas en la expresion de la enzima aromatasa entre los
machos no copuladores, y precoces respecto a los copuladores promedios. En el caso de los
machos no copuladores seria pertinente medir la expresion del receptor de estrdégenos alfa y
del receptor de andrdgenos en el area predptica medial, y en las porciones de la amigdala
dorsal, posterior y anterior, ya que se han encontrado diferencias es su expresion respecto a
los copuladores promedio (Portillo y Paredes, 2004; Portillo et al., 2006a). En cuanto a las
ratas macho precoces no se han encontrado cuales aspectos neurobioldgicos determinan esa
conducta, la mayoria de los machos precoces estudiados son aquellos a lo que se les induce
este patron por manipulacion farmacologica, por ejemplo, con agonistas dopaminérgicos o
colinérgicos, o lo tratados con oxitocina (Bitran y Hull, 1987; Arletti et al., 1985;
Waldinger y Olivier, 2005), o se usan como modelos animales para tratar la eyaculacion
precoz, por ejemplo con agonistas serotoninérgicos del receptor 5-HTia, aunque el
mecanismos de accion de esos farmacos aun no es claro (Waldinger y Olivier, 2005), por lo
que se ha estudiado poco a los precoces “naturales”. ES importante estudiar los aspectos
neurobioldgicos y ambientales y la tasa fertilidad en cada tipo de macho, en grupos de
animales seleccionados genéticamente como lo son las ratas LY y HY, en particular porque
hemos mostrado que existe una mayor proporcién de no copuladores y que no difieren en

los niveles de andrégenos (Portillo et al., 2010).

Lo maés relevante de este estudio fue el de analizar los aspectos epigenéticos que impactan

en desempefio sexual en la edad adulta, siendo el cuidado materno, las condiciones del
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nido, y la convivencia con los hermanos un aspecto muy relevante como se ha mostrado en
las respuestas de ansiedad, el despliegue agresivo, la conducta de juego e incluso el
maternal de las hijas e inclusive nietas (Champagne, 2008; Shepard et al., 2009;

Champagne y Rissman; 2011).

9 DISCUSION GENERAL

El objetivo de este estudio fue determinar el posible rol que desempefia el cuidado materno
sobre las conductas innatas como son el bostezo y el desempefio sexual masculino.
Nuestros resultados muestran que el caracter de alto bostezo de la sublinea HY es resiliente
al cuidado materno, ya que no se vio afectado por los distintos tipos de cuidado materno
que proveen los distintos tipos de madres. Para este objetivo se ha empleado el
entrecruzamiento de camadas como una estrategia que permite diferenciar entre las
caracteristicas fenotipicas, como lo es el bostezo, respecto de los efectos epigenéticos
determinados por el cuidado materno y las condiciones de vida en el nido incluyendo

hermanos.

Es relevante en este contexto que las madres HY indujeron un incremento en el nimero de
erecciones del pene espontaneas. Esto implica que los reflejos involucrados en la
dorsiflexion (flips) o despliegue de copas (cups) que se deben a la accion de los masculos
isquiocavernoso Yy bulboesponjoso (Sachs y Liu, 1992). De hecho, se sabe que el lamido
anogenital que proveen las madres determina el nimero de erecciones del pene y de aseos

anogenitales (Moore, 1992 a y b).

En el caso del aseo y el rascado no se obtuvieron diferencias entre los distintos pares

madre/hijo, lo que implica que no se tiene una influencia relevante por parte de la base
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genética seleccionada a través de 90 generaciones, esto es por mas de 35 afios lo que

enfatiza el caracter conductual seleccionado como lo es el bostezo.

Es relevante que son las madres LY las que indujeron un incremento de los niveles de
receptores dopaminérgicos D> (Dorantes-Nieto et al., sometido a consideracion editorial),
pero esto no impacto el efecto inductor del agonista especifico D2 como lo es el (-)-
quinpirole. Collins y su grupo han mostrado mediante el empleo de varios agonistas y
antagonistas que la fase ascendente de la curva dosis-respuesta de la frecuencia de bostezo
corresponde a un efecto principalmente Dz y la descendente se debe preferentemente a D»
(Collins et al., 2005). Esto implica que en el futuro debemos analizar los niveles de
receptores Ds. Resultados preliminares muestran que las ratas HY tienen un mayor
contenido de dopamina y su metabolito DOPAC (datos no publicados), pero que se deben

al cuidado materno recibido.

En el caso de la conducta sexual masculina nuestros resultados muestran que el porcentaje
de los grupos del tipo de copuladores varian dependiendo del cuidado materno,
particularmente en las ratas macho LY lo que es relevante porque este fenotipo muestra un
patron de ansiedad (Moyaho et al., 1995), en el laberinto de cruz elevado o en la caja luz-
oscuridad (Dias, 2019; Eguibar et al., sometido a consideracion editorial). En base a estos
resultados las ratas LY son consideradas ansiosas y las HY resilientes. EI desempefio de la
conducta sexual es un estresor y produce la liberacion de corticosterona (Retana-Marquez
et al., 1998), lo que implica que las ratas LY liberarian mas corticosterona durante el
desempefio sexual respecto de las ratas HY o de las SD. La activacion del eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal es un componente adaptativo e importante, pero si la respuesta es mayor a
los requerido puede ser un factor inhibitorio (Retana-Marquez et al., 1998).
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Los animales no copuladores se asemejan a los humanos asexuales y representan entre el 1
y 3% de la poblacién (Portillo y Paredes, 2019). Se han reportado animales no copuladores
en borregos, gerbos, hamsteres, cuyos, ratas y ratones (Harding y Feder, 1976; Paredes et
al., 1990; Alexander et al., 1999; Clark y Galef, 2000; Mirto et al., 2017; Ventura-Aquino y

Paredes, 2017; Portillo y Paredes, 2019).

La evidencia muestra que la diferencia se localiza en el area predptica medial del
hipotdlamo con cambios en la expresién de la enzima aromatasa y en los niveles de
receptores para andrégenos y para estrégenos alfa. Nosotros por primera vez hemos
mostrado que se puede cambiar la proporcion de ratas no copuladoras en base al cuidado
materno y la convivencia en el nido durante la lactancia. Adicionalmente los machos
muestran cambios en los aspectos motivacionales (latencias) y en los consumatorios
(frecuencias) de los componentes de la conducta sexual masculina. Esto es relevante ya que
se ha mostrado que la distancia anogenital es un buen indicador del tipo de patrén
copulatorio ya que a mayor distancia es mayor la probabilidad de ser un copulador
promedio y a distancias cortas mayor la proporcion de copulador lento o no copulador
(Portillo y Paredes, 2019). Este aspecto alométrico no fue evaluado por nosotros, pero sin
duda es una buena forma de analizar los aspectos organizacionales de los androgenos y los

efectos debidos al cuidado materno.

Por Gltimo, los copuladores lentos son aun mas relevantes porque tienen un patron
copulatorio muy poco estudiado y representan en promedio el 10% de la poblacién y
nuestros resultados muestran que el 45% de los LY son copuladores lentos que es mayor
que los copuladores lentos SD con un 31%. La expresion de la enzima aromatasa P450 se
mostré que es mayor en los copuladores lentos SD respectos a los copuladores promedio
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SD, similar a los resultados en la cepa Wistar (Antaramian et al., 2015), no asi en los
copuladores lentos LY respecto a los copuladores promedio LY, lo cual en el futuro se debe

explorar.

En conclusion, nuestros resultados muestran que las proporciones de los tipos de
eyaculacion varian dependiendo del cuidado materno siendo mayor el efecto en los machos

LY.

10 CONCLUSIONES

1. El desempefio maternal no varid entre las madres independientemente de la sublinea
de las crias.

2. Las ratas HY fueron las que mas bostezaron independientemente de quien le
proveyo el cuidado materno.

3. Los machos LY tuvieron significativamente méas erecciones del pene que las SD.

4. Las madres HY incrementaron el nimero de erecciones espontaneas del pene.

5. La proporcion de los diferentes tipos de copuladores fue significativamente
diferente en los tres grupos de ratas sin intercambio de camadas.

6. Los machos LY cambiaron su patrén copulatorio dependiendo del tipo de madre
que los cuidé.

7. Laexpresion de la enzima aromatasa es mayor en los copuladores lentos SD.
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