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The sexual behavior is a behavior in which individuals engage
because its execution produces positive affect;
in other words, we have sex because it is fun.

(Agmo, 1999).



RESUMEN

Las ratas HY (del inglés High Yawning) y LY (del inglés Low Yawning) son
sublineas de ratas obtenidas por cruzamiento endogadmico a partir de la cepa
Sprague-Dawley (SD), que difieren en su frecuencia de bostezo espontaneo. En
estudios previos, realizados en el laboratorio, se evidencié que las ratas machos
de la sublinea HY presentan un patrén copulatorio diferente a lo reportado en las
ratas LY y SD, ya que los machos HY tienen largos intervalos interintromisorio y
como consecuencia su latencia de eyaculacion es prolongada, cuando son
probados con hembras SD ovariectomizadas y con estro inducido. También se
observo que dentro de la sublinea HY, hay una alta proporcién de machos que no
copulan después de repetidas exposiciones a hembras SD sexualmente activas, y
son incapaces de reconocer las sefiales odoriferas obtenidas de hembras en estro

inducido.

Para tratar de explicar el déficit en el despliegue de esta conducta, en el
presente trabajo se evalué el desempefio sexual de las ratas hembras de ambas
sublineas y SD, para determinar si el rol que tiene la hembra en base a su perfil

genético tiene un efecto sobre los machos.

La hembra es el estimulo fundamental para el despliegue de la conducta
sexual del macho. Ella realiza conductas tipicas de estro, las cuales son:
atractividad, proceptividad y receptividad. También la hembra es capaz de regular
los estimulos recibidos por un macho sexualmente experto y en las pruebas de

eleccion de pareja muestra preferencia por un macho en particular.



En el presente trabajo se evalud la conducta sexual de las ratas hembra HY,
LY y SD, primero en una copula ad libitum en una arena circular con un macho
sexualmente experto de la misma o diferente sublinea o bien con un macho SD.
Después se evalué en una prueba de eleccion de pareja la expresion de la
preferencia de las hembras hacia un macho sexualmente experto SD, HY o LY.
Las ratas hembra SD se tomaron como una cepa de referencia genéticamente

heterogénea.

El estudio mostré que en la cépula ad libitum las ratas hembra SD, HY y LY
respondieron a los estimulos sexuales del macho, en un promedio de 85% medido
por el coeficiente de lordosis, independientemente del genotipo del macho. Sin
embargo, se evidencié que las intensidades de las lordosis en las ratas SD y LY,
es dependiente del macho, ya que ambas presentaron una menor intensidad
cuando se expusieron frente a un macho HY que a un macho SD. Las hembras
HY en comparacién con las hembras SD presentaron una intensidad de lordosis
mayor cuando fueron confrontadas con un macho HY. Las hembras HY en
comparacion con las demas hembras son mas proceptivas frente a los machos de

ambas sublineas.

En las pruebas de eleccion de pareja, las hembras HY, LY y SD entraron en
igual proporcion a los redondeles de los machos, pero pasaron mas tiempo en el
redondel del macho LY, por lo que fue considerado como el macho preferido. El
namero de lordosis de los tres grupos de hembras no difiere frente los distintos
machos probados. Sin embargo, las hembras realizan mas conductas proceptivas

con el macho preferido.



Los resultados experimentales de esta tesis exponen la primera caracterizacion
del desempefio sexual de las ratas hembras de alto y bajo bostezo, y muestran
claramente que el binomio hembra-macho es dependiente del contexto en que son

probados.
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1. INTRODUCCION

Desde el punto de vista biolégico, la conducta sexual es comprendida como
una de las funciones distintivas del macho y la hembra en la fisiologia reproductiva
cuyo proposito principal es la perpetuacion de la especie. La conducta
reproductiva es innata y genéticamente determinada que requiere de procesos
neuroendocrinos, fisioldgicos y anatomicos que se desarrollan desde estadios
perinatales. El individuo ejecuta esta conducta no porque esté consciente de su
propasito (sobrevivencia de la especie) sino porque simplemente produce afectos

positivos (Agmo, 1999; Agmo y Ellingsen, 2003).

La expresion del comportamiento sexual depende de la accién de al menos
dos mecanismos separados pero complementarios, un mecanismo motivacional
que lleva al individuo a la busqueda y al inicio de la interaccion con la pareja, y un
mecanismo consumatorio o de ejecucion que le permite llevar a cabo

eficientemente dicha interaccion (Beach, 1942).

En muchos animales como la rata, especie utilizada en el presente trabajo, se
pueden distinguir una serie de conductas dimorficas estereotipadas que influyen
en la pareja para lograr la excitacion sexual. Estas conductas forman un ciclo que
se pueden dividir en tres fases: la precépula donde se observan conductas de
solicitud y cortejo, en hembras estd definida como la atractividad y la
proceptividad; la copula la cual es iniciada y controlada por la hembra, que impone
y controla las multiples montas, las intromisiones y las eyaculaciones que recibe

del macho, la hembra responde a los estimulos sexuales del macho con una



postura de reflejo llamada lordosis; y la consumacién que en los machos consiste

en la eyaculacion y en las hembras se derivan fendmenos que podrian
caracterizarse como ‘respuesta de orgasmo’ (Beach, 1976; Pfaus et al., 2015;

Pfaus et al., 2016).

La conducta sexual en ratas, es sensible a la influencia genética de las cepas.
Las cepas puras (homocigotas) muestran entre si diferencias neuroanatdmicas y
fisiolégicas, que afectan el despliegue conductual normal. Los estudios
comparativos con grupos endogamicos resultan relevantes en el entendimiento de
la regulacion neurobiolégica de esta conducta y a la etologia de la disfuncién

sexual.

En consecuencia, diversas cepas Yy sublineas de roedores obtenidas
endogamicamente han sido utilizadas para examinar las posibles influencias
genéticas subyacentes a la expresion diferencial de la conducta sexual (Hubierna-

Cordero et al. 2015).

En el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor contamos
con un buen modelo de ratas endogamicas que nos ha permitido estudiar el déficit
en el despliegue de la conducta sexual del macho. Tratando de elucidar la causa
de este problema, nos hemos enfocado en el papel que tiene la hembra sobre la

copula.

1.1. MADURACION SEXUAL DE LA RATA HEMBRA

La pubertad es un proceso biologico que se define como el periodo transitorio

de desarrollo de la infancia hacia la edad adulta. El inicio normal de la pubertad
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juega un papel importante en la promocion del desarrollo del sistema reproductivo,
haciendo que los mamiferos adquieran la capacidad de reproducirse (Bianco,

2012).

La pubertad implica la maduracion del aparato reproductor y la produccion de
gametos viables (Asdell, 1946). La apertura vaginal (que ocurre al final del primer
proestro), los cambios en el frotis vaginal, el aumento del peso del Utero a méas de
200mg, la presencie del primer estro después de 24h de la apertura vaginal, la
receptividad sexual y la ovulacion, son factores integrales en el logro de la

pubertad en la rata hembra (Blandau y Money, 1943; Ojeda et al., 1973).

El inicio de la pubertad y la regulacion de la fertilidad se rigen por una compleja
red neuronal, principalmente en el hipotalamo, en la cual convergen las neuronas
productoras de la hormona liberadora de gonadotropina, las reguladoras maestras
de la secrecion de gonadotropina, el crecimiento postnatal y la funciéon gonadal. El
desarrollo adecuado de las neuronas productoras de la hormona liberadora de
gonadotropina, la expresion, la sefalizacion y la hormona liberadora de
gonadotropina son esenciales para la maduracién sexual y el funcionamiento

normal del eje hipotalamo-hipoéfisis-gonadal (Prevot, 2015).

La pubertad es la culminacién de una serie extraordinariamente compleja de
eventos que ocurren durante el desarrollo embrionario y postnatal, y se derivan de
una mezcla de procesos genéticos, epigenéticos, estructurales, neuroanatomicas

y funcionales (Prevot, 2015).



Las neuronas productoras de la hormona liberadora de gonadotropina se
originan en la placoda olfativa. Alrededor del dia embrionario 11, las neuronas
dejan el epitelio de la fosa olfatoria media y migran a través de la region
frontonasal, y penetran en la parte rostral del cerebro medio y continua su
migracion hacia la region hipotalamica a lo largo de la rama ventral del nervio
vomeronasal que se proyecta hacia el prosencéfalo basal. Finalmente, las
neuronas se separan de sus guias axonales a lo largo de su trayectoria migratoria,
y se dispersan hacia el parénquima cerebral, en especial en el area preoptica

media del hipotdlamo (Schwanzel-Fukuda et al., 1989; Prevot, 2015).

Al nacer, las terminales neuroendocrinas de estas neuronas marcan el espacio
de los vasos sanguineos del sistema portal hipofisario en la eminencia media

(Ojeda et al., 1980).

Las neuronas productoras de la hormona liberadora de gonadotropina y la red
neural a la que pertenecen estan expuestas después a diferentes periodos de
activacion. Asi, durante el periodo neonatal y la vida postnatal temprana (edad
infantil), la liberacion pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropina esta
activa, pero luego llega a ser latente durante la edad juvenil (Navarro et al.,

2004a).

La primera activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal coincide con la
llegada de las fibras del nacleo arcuato del hipotalamo a la regidon predptica, lo que
da lugar a un aumento temprano de la hormona foliculo estimulante que

desencadena el crecimiento del primer conjunto de foliculos ovaricos destinados a



ovular en la pubertad, asi como un aumento esporadico de los niveles de la

hormona luteinizante que contribuye a su maduracion (Bouret et al., 2004).

Un nivel plasmatico bajo de estradiol, producido por los foliculos en crecimiento
gue obtiene acceso gradual al hipotalamo, ejerce un efecto de retroalimentacion

negativa sobre las neuronas del nucleo arcuato (Andrews y Ojeda, 1977).

Las neuronas y las células gliales del area predptica del hipotalamo, y
posiblemente también otras areas del cerebro, contribuyen a la maduracion del
patrén de pulsatilidad de la hormona liberadora de gonadotropina secretada a lo
largo de la edad juvenil, promoviendo ademas la liberacion de la gonadotropina y

el crecimiento folicular (Prevot, 2015).

El segundo periodo de activacion ocurre durante el periodo peri-puberal,
cuando se establece un ritmo diurno de liberacién de la hormona luteinizante que

acentla el desarrollo funcional de los ovarios (Prevot, 2015).

Un tercer y dltimo periodo de activacion coincide con el momento en que los
foliculos ovaricos maduran completamente, es decir, la etapa de Graaf, y la
subsecuente liberacién de esteroides ovaricos, especificamente del estradiol, que
ejerce un efecto de retroalimentacion positiva sobre las neuronas del nudcleo
anteroventral periventricular, coordinando el inicio de la primera oleada
preovulatoria de la hormona liberadora de gonadotropina y de las hormonas
foliculo estimulante y luteinizante, y asi la activacion de la primera ovulacion que le

confiere la fertilidad a los individuos, véase la Figura 1. Los eventos primarios que



forman el inicio de la pubertad se originan dentro del hipotdlamo (Dohler et al.,

1975; Kamberi et al., 1980).

La kisspeptina, un péptido producto del gen Kissl, estimula la secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropina, por activacion de su receptor GPR54, un
tipo de receptor acoplado a proteina G que se encuentra en las neuronas
secretoras de dicha hormona. Los niveles de los genes Kissl y GPR54 en el
hipotalamo son altos al inicio de la pubertad (Feng et al., 2008; Navarro et al.,
2004a), manifestdndose entonces la apertura vaginal, aumento del peso del Gtero,
y un incremento en los niveles séricos de la hormona luteinizante y del estradiol

(Navarro et al., 2004b).

Las neuronas kisspeptinérgicas estan principalmente localizadas en dos areas:
en el nucleo periventricular anteroventral (regién anterior del hipotalamo) y en el

ndcleo arcuato en la parte posterior del hipotdlamo (Xu et al., 2012).

Los axones de las neuronas kisspeptinérgicas se proyectan a los cuerpos
celulares de las neuronas secretoras de la hormona liberadora de gonadotropina;
estas neuronas presentan receptores a kisspeptina GPR54 (Herbison, 2015), y
como consecuencia se inicia la liberacion pulsétil de la hormona liberadora de
gonadotropina que dirige la secrecion en la glandula pituitaria de las hormonas
gonadotropinas: la hormona luteinizante y la hormona foliculo estimulante, dando
como resultado la ovulacion; este proceso se describira con mas detalle en el

siguiente apartado.



Activacion del eje Activacion del eje HHG
HHG dirigida dependiente de las

s independientemente B gonadas
2 de las gonadas :
Periodo _Penos:lo _Perlo_do Per_lodo Pubertad
neonatal infantil juvenil peripuberal
(Dias) o 7 12 20 30 H
Nacimiento Destete :
o anRH A A A A A ANAAAAAAAAAANAA
= :
= H
b= £
E -- i
R T = H
L= =N AM PM 3
@« 2 3 H
@ : H
= : A A AN
g ESBLE conivism il v R e R SRE S e e
E> = E2
Retroalimentacion negativa Retroalimentacion positiva
Nacimiento Destete H Primer pico
(Dias) o 3 7 12 20 30 N preovulatorio
I . . i =
S -.Périodo 3"-. Periodo ; Periodo Periodo Pub
S TS RS 2 3 2 : 2 ubertad
e -~ reonatal ! ™~  infantil juvenil peripuberal
= = I & s g *3 s
o Follculctgenemf_,-g : ~, = ; s __‘,,av"’“»:g%
= C 3 . & 9 & ¥,
8 D@ | ¢ \ ¢ )
[3o1 - <o) =_ y ) B t = “:‘- g F
15 Foliculo primario - REOR - r 4
g Foliculo primordial Foliculo secundario Foliculo antral S \Q,_\' i\
= - - :;‘ 3 -
Foliculo de Graff & L)
Ovulacion

Figura 1. Activacion del eje hipotadlamo-hipéfisis-gonadal (HHG) durante las diferentes etapas del desarrollo de la
rata hembra. El perfil hormonal que es dependiendo o no de las génadas, afecta la foliculogénesis, y el avance de la
maduracion folicular modulado por el hipotalamo y la hipdéfisis a través de la secrecion de estradiol (E2) durante el
desarrollo postnatal. Abrev. Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), hormona luteinizante (LH), hormona foliculo
estimulante  (FSH), ante meridiano (AM), pasado meridiano (PM). Modificado de Prevot, 2015.



1.2. EL CICLO REPRODUCTOR DE LA RATA HEMBRA

La rata hembra de laboratorio es un mamifero poliéstrico, no estacional y con
ovulacion espontdnea que presenta un ciclo reproductor llamado ciclo estral y el
cual tiene una duracion de 4 a 5 dias, la hembra ovula una vez cada cuatro dias
(Freman, 1994). El ciclo estral presenta cuatro etapas con duracion,
caracteristicas citologicas, hormonales y conductuales especificas que hacen
evidente el estadio de referencia denominadas: la fase de proestro, estro,

metaestro y diestro (Figura 2); (Smith et al., 1975; Goldman et al., 2007).

El proestro es un estado preparativo al estro también llamado preovulatorio,
que dura de 12 a 14 horas aproximadamente (Freeman, 2005). En esta fase la
hormona liberadora de gonadotropina es producida por neuronas localizadas en el
area preoptica y sitios adyacentes en la regiéon rostral del hipotadlamo (Knobil,
1990), y es secretada pulsatimente en la eminencia media de la vasculatura
portal hipofisaria, esta hormona llega a la adenohipdfisis y estimula la sintesis de
gonadotropinas: la hormona luteinizante y la hormona foliculo estimulante (Sarkar

et al., 1976).

Las gonadotropinas viajan por el torrente sanguineo hasta los ovarios,
activando la gametogénesis y la sintesis de esteroides, las hormonas esteroideas
forman circuitos de retroalimentacion tanto positivas como negativas regulando los

pulsos de la hormona liberadora de gonadotropina (Christian y Moenter, 2010).

Los cambios en la frecuencia de pulso de la hormona liberadora de

gonadotropina estimulan preferentemente la liberacion de la hormona luteinizante



o la hormona foliculo estimulante en momentos especificos, creando asi el
ambiente hormonal adecuado para el desarrollo folicular ovarico. Pulsos de
frecuencia alta de la hormona liberadora de gonadotropina estimulan la sintesis y
liberacion de la hormona luteinizante, mientras que pulsos de frecuencia baja
favorecen la sintesis y liberacion de la hormona foliculo estimulante (Levine et al.,

1990; Christian y Moenter, 2010).

La palabra estro proviene de una adaptacion latina del vocablo griego "oistros"
que significa “frenesi”, dicho termino es empleado para definir el periodo
especifico de deseo sexual de la hembra, es decir, ella presenta receptividad al

macho, la cépula se relaciona con la fertilidad de la hembra (Freman, 1994).

El estro tiene una duracién entre nueve y quince horas. En esta fase los
estrogenos que fueron secretados al final del proestro por los foliculos ovéricos
maduros, da lugar a una retroalimentacion positiva sobre las neuronas del nucleo
periventricular anteroventral cuyas proyecciones influyen sobre las neuronas
secretoras de la hormona liberadora de gonadotropina, que se localizan en el
nacleo predptico medio, induciendo un aumento en la amplitud y la frecuencia de
la pulsatilidad de la hormona liberadora de gonadotropina (Levine et al., 1990),
originando un pico de la hormona luteinizante que a la vez desencadena, en la
mafiana del estro, la expulsién de 10 a 20 évulos. Seguido del pico de estradiol se
da un aumento agudo de los niveles de progesterona y 20-a-hidroprogesterona
qgue provienen de distintas estructuras ovaricas (glandula intersticial, células de la
teca, de los foliculos inmaduros y del cuerpo lateo de reciente formacion); (Feder,

1981).



Pragesterona (ng/ml)
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FSH (ng/ml)
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Figura 2. Concentraciones de progesterona, estradiol, hormona luteinizante
(del inglés LH) y hormona foliculo estimulante (del inglés FSH) en plasma
periférica obtenida en un intervalo de 2-h durante cada dia del ciclo estral
de cuatro dias de la rata. Cada punto representa la concentraciéon hormonal
promedio de 5 a 6 ratas. Las barras negras indican el intervalo oscuro en el
cuarto del animal (0600-1800) y los numeros debajo de la abscisa representa la
hora del dia, en términos de las 24 h del dia (Smith et al., 1975).
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Al final de la fase de estro los niveles de hormona luteinizante y estrogenos
bajan a sus niveles minimos como consecuencia las capas mas externas del
epitelio vaginal se queratinizan y descaman, en un frotis vaginal se observan
abundantes células epiteliales queratinizadas, pocas células nucleadas y ningun

leucocito. En la tarde del estro la progesterona desciende a su nivel minimo.

El metaestro dura aproximadamente 24 horas, es una fase lutea temprana
comienza a detectarse otro aumento en los niveles de progesterona producido por
el cuerpo luteo recién formado, preparando al tracto reproductivo para la recepcion
del 6vulo fertilizado e inhibe la secrecion de gonadotropinas, a través del epitelio
vaginal migran leucocitos hacia el lumen, un frotis vaginal en esta fase mostrara
una moderada cantidad de leucocitos y pocas células queratinizadas. Se termina

el periodo de aceptacion al macho (Freeman, 2005).

El diestro dura cerca de cincuenta y seis horas, es una fase luteolitica y de
crecimiento folicular, los niveles hormonales permanecen bajos durante la mayor
parte del ciclo, mientras ocurre un gradual incremento de estrégenos, liberados
por el foliculo ovarico en desarrollo, el frotis vaginal de esta fase se caracteriza por
la presencia de gran cantidad de leucocitos, muy pocas células queratinizadas y

algunas células nucleadas (Freeman, 2005).

Lo contrario del estro es el anestro que comprende la fase de metaestro y
diestro, en este periodo hay una inhibicion de la receptividad en la hembra en
donde se ve un evidente rechazo al macho, esta inhibicion depende de la actividad

del cuerpo lateo. El cuerpo lateo persiste debido a que la prolactina liberada por la
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glandula pituitaria lo mantiene en su funcion liberadora de progesterona, si hubo
prefiez el cuerpo luteo se mantiene de 20 a 22 dias (duracion de la gestacion).

(Blaustein y Erskine, 2002).

1.3. CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA CONDUCTA SEXUAL

FEMENINA

La conducta sexual de la rata hembra es observada en la fase de estro de su
ciclo, cuando las condiciones hormonales son las adecuadas, es decir, los niveles
plasmaticos de las hormonas ovaricas son altas (Beach ,1976). Las hormonas
ovaricas (estrogenos y progesterona) implicadas en la reproduccion, cambian la
probabilidad de que estimulos especificos motiven conductas concretas que

facilitan al organismo la ejecucion de una copula exitosa (Nelson, 1996).

Esta demostrado que la remocién de los ovarios a través de la ovariectomia,
provoca una disminucion inmediata y drastica de los niveles plasmaticos del
estradiol y la progesterona debido a que es en el ovario donde se sintetizan y
como consecuencia existe la desaparicion de la conducta sexual femenina. Sin
embargo, la administracién de benzoato de estradiol (un estrégeno sintético con
semivida biolégica prolongada y 7 veces mas potente que el estradiol), seguida 48
horas después por la administracion de progesterona, restaura la expresion de

dicha conducta (Powers, 1970; Boling y Blandau 1939; Beyer et al., 1976).

Se ha considerado que para la expresion completa de la conducta sexual —
tanto los componentes proceptivos como los receptivos — se requiere en la rata

hembra que ademés de una administracion de progesterona, exista un
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pretratamiento con benzoato de estradiol (Glaser et al., 1983). Este fendmeno es
debido a que el estradiol al unirse a los receptores de estrégeno, en especifico a
los receptores de estrégenos tipo a (Mazzucco et al. 2008), durante un periodo de
18 a 24 horas inducen la sintesis de los receptores de la progesterona, facilitando

la expresion de la conducta sexual.

Los receptores a estradiol y a progesterona son factores de transcripcién, por
lo que ejercen sus efectos directamente sobre el genoma promoviendo la sintesis
de proteinas. Se han caracterizado dos tipos funcionales para cada receptor: a y
para los de estrogenos (Greene et al.,1986; Kuiper et al., 1996), Ay B para los de

progesterona (Mani y Oyola, 2012).

Se ha encontrado en diferentes regiones del cerebro de la rata hembra; la
expresion de los receptores para los estrégenos. La expresion del gen para el
receptor tipo o se encuentra mas intensamente en el hipotalamo ventromedial
anterolateral, el nacleo arcuato y el nicleo premamilar ventral; en contraste, el gen
para el receptor tipo B se encuentra expresado mas densamente en el nudcleo
paraventricular hipotalamico, nucleo supradptico y el ndcleo premamilar ventral.

Ambas isoformas son expresadas en la amigdala (Osterlund et al., 1998).

En ratas ciclicas intactas, el receptor a progesterona esta presente en el ndcleo
periventricular anteroventral, el area predptica media, el nacleo arcuato y el nucleo
ventromedial del hipotalamo, durante el diestro y a través del proestro-estro
(Numan et al., 1999). De la misma forma, la expresion de las isoformas de los

receptores a progesterona tipo A y B, esta regulado por esteroides ovaricos, en
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una forma especifica en regiones del cerebro, a través del ciclo ovarico. En ratas
hembra ovariectomizadas, la administracion de estradiol aumenta la expresion de
ambas isoformas en el hipotalamo y el éarea preoptica, mientras que la
administracion posterior de progesterona disminuyd la expresion de ambas
isoformas so6lo en el hipotdlamo. En ratas ciclicas intactas los receptores a
progesterona A y B se expresan altamente en el area predptica, durante el diestro,
mientras que su expresion en el hipotalamo disminuye (Guerra-Araiza et al.,

2003).

1.4. EL CIRCUITO NEURAL IMPLICADO EN LA EXPRESION DE LA

CONDUCTA SEXUAL DE LA HEMBRA

La postura de lordosis, la fase receptiva de la rata hembra, es parte de un
circuito sensible a esteroides y se extiende desde el sistema limbico a la médula

espinal (Pfaff, 1980).

Durante la cépula, la presion en el rango de 50-450 milibares sobre la piel de la
grupa posterior, la base de la cola y el perineo, después del contacto bilateral de
los flancos lleva a la activacion del nervio pudendo (Kow y Pfaff, 1973; Kow et al.,
1979; Pfaff, 1980). También se activan los nervios hipogastrico, pélvico y vago,
debido a que las intromisiones que realiza el macho estimulan los receptores de
presién en la vagina, cérvix y utero (Berkley et al., 1993; Chinapen et al., 1992).
Los nervios estimulados se dirigen hacia la médula espinal, sobre los ganglios de
la raiz dorsal, a nivel de las lumbares 1, 2, 5, 6 y el sacro 1 (Pfaff, 1994). Aunque
la respuesta de las fibras aferentes en las laminas apropiadas del asta dorsal es

rapida, el tejido espinal por si solo no es suficiente para el reflejo de la lordosis.
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La lordosis requiere de un circuito supraespinal, que comprende la activacion
de fibras sensoriales ascendentes y la facilitacion de la respuesta de neuronas

descendentes, en la columna anterolateral de la médula espinal (Pfaff, 1980).

Las fibras ascendentes, en el circuito supraespinal, se dirigen al tronco
enceféalico, terminando en la formacion reticular del bulbo raquideo y en el nucleo
vestibuloespinal lateral (Pfaff, 1980). Las areas del tronco encefélico involucradas
en el control de la lordosis son las areas catecolaminérgicas Al y A2, las cuales
son grupos de células noradrenérgicas que forman una parte del haz ascendente
ventrolateral del bulbo raquideo y envian proyecciones que inervan al nucleo
paraventricular del hipotalamo, las células Al se localizan en el lado ventrolateral
caudal del bulbo raquideo y las células A2 se encuentra en la parte caudal del
nacleo del tracto solitario (Yang y Voogt, 2001; Cameron et al., 2004). En el
cerebelo las areas involucradas en la regulacion de la lordosis son la capa

granular, la capa de Purkinje y el nacleo fastigal (Paredes-Ramos et al., 2011).

Las fibras ascendentes siguen su curso hacia el mesencéfalo, a la sustancia
gris periacueductal (Pfaff, 1980). Esta area del tronco encefalico recibe
proyecciones descendentes del nucleo ventromedial del hipotalamo (Veening et
al., 1987; Daniels et al., 1999). La respuesta de lordosis desaparece después de
una lesion en la sustancia gris periacueductal, pero es activada por la estimulacion
eléctrica (Sakuma and Pfaff, 1979 a,b). La estimulacion eléctrica del nucleo
ventromedial del hipotalamo facilita la lordosis, pero este efecto es anulado por la
lesion de la sustancia gris periacueductal (Sakuma and Pfaff, 1979b).

Aparentemente hay una estrecha pero compleja cooperacion entre la sustancia
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gris periacueductal y el nucleo ventromedial del hipotalamico, especialmente su

parte ventrolateral.

Otras éareas del hipotalamo también estan involucradas en la conducta
receptiva de la hembra (Figura 3). La parte dorsomedial del nacleo ventromedial
puede llegar a ser activada después de la estimulacion del clitoris (Parada et al.,
2010). También se ha observado que después de la actividad copulatoria existe
una activacion del nucleo arcuato, el nucleo dorsomedial del hipotalamo y la region

premamilar (Erskine, 1993; Pfaus et al., 1996).

La activacion neural también es observada en el nucleo paraventricular del
hipotalamo, tanto en la parte parvo- como magnocelular (Yang y Voogt, 2002). La
amigdala medial y el nucleo del lecho de la estria terminal también estan
implicados en el control mediado por hormonas de la conducta sexual de la
hembra. La activacion del bulbo olfatorio, el area predptica media, y el septum

lateral antagonizan la conducta receptiva (Pfaus y Heeb, 1997).

El area predptica media es un sitio clave para la integracion de la informacién
sensorial y la regulacién de la funcion sexual ya que recibe proyecciones del bulbo
olfatorio accesorio y del sistema limbico (Pfaff et al., 1994; Blaustein y Erskine,

2002).

La informacion hipotalamica integrada es modificada en la sustancia gris
periacuedcutal y envia numerosas proyecciones descendentes hacia areas del
tronco encefalico como el complejo vestibular y a las neuronas reticuloespinal del

bulbo olfatorio (Pfaff, 1980).
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Las proyecciones descendentes que estan implicadas en la induccion de la
postura de lordosis, no surgen directamente de la sustancia gris periacueductal.
En la rata, se ha definido a el nucleo retro ambiguo como una columna orientada
rostrocaudalmente distinta a la localizacién de las interneuronas premotoras en el
tegmento ventrolateral en la parte caudal del bulbo raquideo, entre los niveles 1.0

a 2.0 mm caudal al obex (Ellenberger y Feldman, 1990a,b; Holstege et al., 1997).

El nucleo retro ambiguo envia proyecciones descendentes principalmente a la
meédula espinal contralateral (Holstege et al., 1997) y funciona como una estacion
de relevo excitatoria para la activacion de los grupos celulares de las
motoneuronales implicados en el despliegue de la postura de lordosis (Holstege et

al., 1997; Gerrits et al., 2004).

La respuesta final para inducir la conducta receptiva de la lordosis se da por la
activacion de las motoneuronas lumbares que se acuestan sobre el lado medial de
la asta ventral y son responsables de controlar los musculos dorsales: longinismo

lateral y transversoespinalis, véase la Figura 4 (Pfaff, 1980).

Bulbo olfatorio
accesorio

Nicleo del lecho Figura 3. Areas cerebrales
de la estria terminal .
involucradas en la conducta
i sexual de la rata hembra.
Nucleo paraventricular L, .
del hipotdlamo Seccion horizontal que muestra
Nucle ventromedial H
del mpotalamo las regiones del cerebro de la
rata hembra en el que se
observé la induccion de Fos
después de la estimulacion
sexual (Pfaus y Heeb, 1997).
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Figura 4. El circuito neural para la conducta de la lordosis en la rata hembra. El
estrogeno que circula en la sangre llega al cerebro para unirse a neuronas que se
localizan en el hipotdlamo: en el nucleo ventromedial, el nicleo anterior y el &rea
predptica media, aumentando la capacidad biosintética y la excitabilidad eléctrica de
estas células nerviosas. A través de sus conexiones con el mesencéfalo, estas
neuronas preparan los circuitos del tronco encefélico para que la lordosis se produzca,
dada la entrada somatosensorial adecuada (Pfaff, 1980).
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1.5. DESCRIPCION DE LA CONDUCTA SEXUAL DE LA RATA HEMBRA

La actividad sexual que la hembra presenta es caracterizada por tres patrones:
atractividad, proceptividad y receptividad (Beach, 1976). Cabe recalcar que estas
conductas s6lo son observadas en la tarde del proestro e inicios del estro y también
pueden ser inducidas en ratas ovariectomizadas, con la administracion secuencial de
benzoato de estradiol mas la progesterona, 48 y 4 horas respectivamente, antes de las

interacciones sexuales.

La atractividad se caracteriza por eventos no conductuales como la liberacién de
sefales odoriferas provenientes del tracto genital llamadas feromonas y la emisién de
vocalizaciones ultrasénicas de 50 kHz, para atraer y excitar al macho para copular
(Erskine, 1989). También, las hembras reciben estimulacion olfatorios a partir de olores
masculinos y feromonas que hacen mas fuerte el incentivo de copular (Pfaus et al.,

2016).

Los procedimientos experimentales que permiten investigar la incitacion sexual
motivada (comportamiento apetitivo) independientemente de la cépula (mecanismo
consumatorio) han demostrado que la rata hembra es un estimulo sexual
incondicionado para el macho. En otras palabras, las sefiales emitidas por la rata
receptiva evocan y mantienen el comportamiento de acercamiento por parte del macho,
y la posibilidad de copular con la hembra no tiene ningun efecto durable sobre el valor

del incentivo de ella (Agmo, 2003).

El componente procetivo de la hembra, tipico de la especie, incluye una serie de

eventos motores que indican su iniciativa para establecer o mantener la interaccion
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sexual, las conductas pueden ser saltos sobre sus cuatro patas que finalizan con una
postura de inmovilidad, carreras cortas en forma de zigzag que terminan abruptamente
con inmovilidad, o bien, movimientos de alta frecuencia de la cabeza que provoca la
vibracion de las orejas y las vibrisas. Las conductas se originan sin contacto fisico, pero
son importantes ya que si no existe una adecuada estimulacion no se consume la
copula (Beach, 1976; Erskine, 1989). La frecuencia y la velocidad con que estas
conductas son expresadas son dependientes de las hormonas ovaricas, del ritmo que el
macho lleva en la cépula y por las condiciones experimentales especificas en las que

se observa el apareamiento (Erskine, 1989).

Los componentes proceptivos de la hembra han tenido varios términos, como
conductas proceptivas (Beach, 1976), conductas pre- y paracopulatorias (Madlafousek
y Hlinak, 1977), o solicitaciones (Erskine, 1989), sin embargo, cumplen la funcion de

indice de la motivaciéon sexual de la hembra.

El patron conductual mas representativo de una rata hembra en estro y el
componente relacionado con el mecanismo consumatorio de la interaccion sexual es la
receptividad, la cual consiste en una conducta refleja llamada lordosis que es
provocada por la estimulaciéon somatosensorial de los flancos donde los machos
palpan, estimulacién del clitoris en los envites pélvicos del mismo macho y estimulacién

vagino-cervical debido a las intromisiones peneanas, véase la Figura 5 (Pfaff, 1980).

La lordosis consiste en la dorsiflexion de la region lumbar de la columna vertebral y
la depresion del torax, seguida por la elevacion de la region perianal y un movimiento

lateral de la cola para mostrar el orificio vaginal que le permite al macho en la monta y
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con envites pélvicos mas vigorosos intrometer el pene hacia la vagina. Si la penetracion
vaginal ha ocurrido, el macho desmonta bruscamente y prepara su pene erecto en
detumescencia, la hembra normalmente se escapa una distancia corta y realiza nuevas

conductas proceptivas (Erskine, 1989; Coopersmith et al., 1996; Pfaus et al., 1999).

A. B.

e R : cﬁz

Figura 5. Areas cutaneas marcadas por el macho al montar a la hembra. Se
representa de color grisaceo las zonas de la rata hembra que son estimuladas por el
macho para generar la postura de lordosis. Estas &reas son necesarias y suficientes
para el reflejo de lordosis, la denervacién elimina totalmente el reflejo de lordosis por la
hembra y la denervacion parcial disminuye severamente este reflejo. (A) Zona
coloreada después de una sola intromisién; (B) la zona aumenta después de tres
montas adicionales, una con envite pélvico y dos con intromisiones (Pfaff, 1980).
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Se considera a un macho sexualmente experto, a aquel que después de cuatro
series copulatorias alcanza la eyaculacion durante un tiempo aproximado de 8 a 11
minutos, después de una serie de montas y de intromisiones. Seguida de una
eyaculacion se inicia un intervalo post-eyaculatorio de alrededor de 5 minutos y en el
cual existe una inactividad sexual por parte de la pareja (Figura 6); (Snoeren et al.,

2014).

| 1ra serie eyaculatoria 2da serie eyaculatoria
1ra LPE 2da LPE
_ 1ra latencia eyaculatoria_ _ 2da latencia eyaculatoria
22 kHz 22 kHz
MMM I M I | MM E MI M1 I MM I MIE IM
M = monta

: 1 * = saltos/carreras cortas
| = intromision . )
E = eyaculacion LPE = Latencia Post Eyaculatoria

Figura 6. Ciclo de respuesta sexual en base a los comportamientos sexuales
masculino y femenino. Existen varias series eyaculatorias en un tiempo de 30
minutos. La latencia de eyaculacién es el tiempo entre la primera intromision que
realiza el macho hacia la hembra hasta que alcance la eyaculacion. La LPE = latencia
post-eyaculatoria es el tiempo continuo a una eyaculacion hasta que se ejecuta una
primera intromision de la siguiente serie copulatoria. En este periodo refractario el
macho emite vocalizaciones de 22 kHz. La hembra realiza conductas proceptivas entre
cada intervalo conductual del macho. Modificado de Snoeren et al., 2014.

Finalmente, la estimulacién del cuello uterino da como resultado un estado inhibidor
(Hardy y DeBold, 1972). De hecho, las hembras suelen comenzar a rechazar a los
machos después de recibir aproximadamente cuatro series eyaculatorias y muestran

disminucién de las solicitudes sexuales, saltos y carreras cortas. Este comportamiento
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de rechazo hace mas y mas largos los intervalos entre intromisiones y se refleja en una
"terminacion estral" que depende de la cantidad de estimulacion vagino-cervical recibida
y la correspondiente activacion del nervio pélvico que a su vez activa a el sistema
glutamatérgico en el hipotalamo ventromedial, lo que de manera consecuente inhibe el

comportamiento sexual apetitivo (Pfaus et al., 2016).

En algunos casos, incluso cuando existe una aparente saciedad sexual, un cambio
de pareja a menudo puede conducir a un restablecimiento de la conducta sexual, este
fendbmeno es llamado ‘el efecto Coolidge’ (Tlachi-Lopez et al., 2012; Ventura-Aquino et

al., 2016).

1.6. ESTUDIO DE LA MOTIVACION SEXUAL FEMENINA EN RATAS

En ambientes naturales y seminaturales la hembra tiene un rol activo durante el
apareamiento, ya que ella regula la frecuencia de los contactos sexuales,
espaciandolos en funcién de la intensidad del estimulo del clitoris y los estimulos
vagino-cervicales que recibe del macho, este patrén conductual es conocido como
‘codpula regulada por la hembra’ (McClintock, 1984; Erskine, 1989; Blaustein y Erskine,

2002).

La copula regulada por la hembra activa el componente apetitivo y neuroendocrino
para facilitar el desarrollo de la recompensa sexual. La recompensa sexual es si misma
puede definirse como un estado de placer en la cual las conductas sexuales que lo
procedan se refuerzan positivamente (Erskine, 1989; Parada et al., 2010). La copula
regulada por la hembra también aumenta el éxito reproductivo (Coopersmith y Erskine,

1994).
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En condiciones experimentales la copula regulada por la hembra puede observarse
en una arena de campo abierto grande, una arena con dos niveles (donde ella puede
pasar de un nivel a otro), o en una arena dividida a la mitad por una pared de Plexiglas
en cuya base hay un orificio del tamafio adecuado que permite el paso solo de la

hembra, pero no del macho (Pfaus et al., 2016).

En la cépula regulada la hembra muestra diferentes latencias de regreso al
compartimento del macho y esta latencia depende de la estimulacion copulatoria
recibida (monta<intromision<eyaculacion); (Erkine, 1985). La copula regulada induce
montas e intromisiones mas vigorosas por parte del macho que resultan en estimulos

del clitoris y de estimulos vagino-cervicales mas intensos (Erskine et al., 1989).

Existe un paradigma que puede evaluar especificamente la motivacion sexual de la
rata hembra con mas de un macho simultdineamente. Este es el paradigma de
preferencia de pareja, que se utiliza comunmente para evaluar los aspectos apetitivos

de la conducta sexual (Paredes y Alonso, 1997; Paredes y Vazquez, 1999).

Las pruebas de preferencia de pareja permiten a la hembra elegir entre dos ratas
estimulo; una pareja sexual viable (por ejemplo, un macho sexualmente experto) y una
gue no lo es (por ejemplo, una hembra), en general, las ratas en estro natural o
inducido con estradiol seguido de progesterona, se aproximaran mas a la pareja sexual
viable, es decir, al macho experto (Clark et al., 2004). Ademas, la copula regulada por la
hembra con multiples machos se asemeja mas a las condiciones de apareamiento en

su habitat natural.
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En el paradigma de la eleccion de pareja, la preferencia por un macho sobre otro se
determina tipicamente por cuanto tiempo una hembra pasa con un macho en patrticular.
En general, una rata hembra pasara mas del doble de tiempo con su pareja preferida
gue con su pareja no preferida, asi como regresara mas rapido a su pareja preferida
que a su pareja no preferida después la estimulacién sexual. Las ratas reciben mas
estimulaciones sexuales, realizan mas visitas y presentan comportamientos mas
proceptivos a su pareja preferida que su pareja no preferida (Lovell et al., 2007, Zewail-

Foote et al., 2009)

La preferencia hacia un macho puede evaluarse en una arena de tres
compartimentos con machos estimulos colocados en los compartimentos laterales
(Paredes y Vazquez, 1999), o bien se le permitir elegir entre cuatro machos estimulo
gue estan distribuidos en cuatro redondeles, la posicién de los redondeles forma un
compartimento comun en el centro donde la hembra es colocada al inicio de la prueba y
se le permite visitar a cada macho a través de un orifico en la base de cada redondel
(Ferreira et al., 2005). Estos aparatos son usados para medir los mecanismos

motivaciones y consumatorio de la conducta sexual (Ventura y Paredes, 2016).

Si las hembras son probadas en camaras pequefias que no permiten un ritmo
eficiente, es mas probable que muestren respuestas defensivas como patadas o peleas
para hacer cumplir intervalos mas largos entre cada interaccion sexual. También tienen

menos probabilidades de quedar prefiadas (Frye y Erskine, 1990).
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1.7. IMPACTO DEL CUIDADO MATERNO Y EL ESTRES SOBRE LA CONDUCTA

SEXUAL EN HEMBRAS

Los mecanismos reproductivos de la rata hembra pueden sufrir alteraciones desde
el desarrollo del sistema neuroendocrino, que puede ser afectado por el desempefio de
la madre en la gestacion, el parto y la lactancia. La calidad del cuidado materno
determina algunas caracteristicas fenotipicas de su descendencia (Meaney, 2001;

Cameron et al., 2005 y 2008).

El contacto social temprano entre la madre y su descendencia participa en el
desarrollo neuroendocrino y el comportamiento reproductivo en la edad adulta (Hofer,

1978).

Se ha observado que la frecuencia de lamidos y de aseo ano-genital que realiza la
madre hacia la cria en la primera semana de vida altera las funciones reproductivas de
la rata hembra adulta. Este fenobmeno se ha estudiado en la cepa Long-Evans
(Cameron et al. 2008) y en la cepa Wistar (Uriarte et al. 2007), distinguiéndose dos
tipos de ratas que recibieron frecuencia de lamidos y aseo ano-genitales diferentes

llamadas de altos lamidos y aseo, y bajos lamidos y aseo.

En la cepa Wistar se ha observado que si se manipula experimentalmente a través
de la separacion de las crias de su madre se puede lograr que ella incremente los
lamidos a estas crias, en consecuencia, las hembras al llegar a la edad adulta
presentan frecuentes ciclos estrales anovulatorios y una disminucion de la receptividad

sexual (Gomes et al., 2005 y 2006).
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En ratas hembras Sprague-Dawley, la separacion materna prolongada en el periodo
postnatal temprano de baja respuesta al estrés no produce cambios morfoldgicos en los
genitales, en el inicio de la pubertad que es determinado por la apertura vaginal, ni en
su ciclo estral, pero si causa alteraciones en el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal, ya que
se ha visto que los niveles séricos de corticosterona, un tipo de glucocorticoide liberado
por la glandula adrenal, no regresa a sus niveles basales dos horas después de un

proceso estresante (Rhees et al., 2001).

La activacion del eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal por diferentes tipos de estresores
como cambios inmunes e inflamatorios, estrés psicogénico, hipoglucemia inducido por
insulina, desencadena cambios conductuales vy fisiologicos que mejoran la
adaptabilidad del organismo e incrementan sus oportunidades de supervivencia (Ferin,
2007). Sin embargo, dicha activacién y sus hormonas, en lo individual afecta el
funcionamiento reproductivo de la hembra a través de mecanismos directos que
bloquean la expresién conductual del estro, o bien indirectamente alterando la
secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina, la secrecion de gonadotropinas
(hormona luteinizante y hormona foliculo estimulante) y funcionamiento gonadal

(liberacion de esteroides sexuales ovaricos); (Magarifios y Pfaff, 2016).

En respuesta a eventos estresantes la hormona liberadora de corticotropina, es
liberada en la region parvocelular del nucleo paraventricular hipotalamico, el nucleo
medial y central de la amigdala y el nucleo del lecho de la estria terminal (Swanson et
al. 1983), teniendo efecto sobre el eje hipotalamo-hipofisis-ovarios, antagonizando no
solo el inicio de la pubertad, sino retardando la liberacion de hormona luteinizante

debido a la inhibicibn que ejerce sobre las neuronas que sintetizan a la hormona
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liberadora de gonadotropina. Y si no se da el pico de la hormona luteinizante no es
posible la ovulacion y la subsecuente secrecion de progesterona, hormona importante

para le expresion de la conducta sexual (Magarifios y Pfaff, 2016).

El aislamiento social es un tipo de estresor que reduce la expresién génica de
receptores a oxitocina y como consecuencia una disminucién de la intensidad de la
lordosis (Pournajafi-Nazarloo et al.,2013), ya que se ha demostrado que la oxitocina
aumenta la tasa de disparo de las neuronas hipotalamicas ventromediales reguladoras

de la conducta de lordosis (Kow et al., 1991).
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2. Antecedentes

A partir de la cepa Sprague-Dawley (SD) se obtuvieron por cruzamientos
endogamicos (hermanos con hermanas) dos sublineas de ratas las cuales difieren en
su frecuencia de bostezo espontaneo, la primera con una media de 20 bostezos por
hora, las cuales fueron llamadas de alto bostezo (HY, de sus siglas en inglés High
Yawning), y las ratas de bajo bostezo (LY, de sus siglas en inglés Low-Yawning) con

una media de tan solo 2 bostezos por hora (Urba-Holmgren et al. 1990).

El bostezo es una conducta estereotipada ya que es una pauta de accion fija y se
caracteriza por la apertura amplia de la boca que es acompafado por una larga
inspiracion seguida de una expiracion corta (Hoizet, 1958; Provine, 1986). Todas las
hipotesis que explican el posible papel fisioldgico del bostezo, tienen en comun que el
bostezo regula una determinada funcién corporal, por lo cual se le considera como un

sistema homeostatico (Guggisberg et al., 2010).

Los picos de bostezo espontaneo ocurren en la transicion luz-oscuridad (Anias et al.
1984). Cuando las ratas son adaptadas a vivir bajo luz constante y alimentadas ad
libitum, la conducta de bostezo presenta varios picos durante las 24 horas (Holmgren et

al., 1991).

Varios ritmos circadianos tienden a desaparecer bajo una tenue luz constante
prolongada por mas de un mes. En las ratas HY, la presentacion de comida o
disponibilidad de agua muestra una mejor sincronizacion del ciclo circadiano en
comparacion al ciclo luz-oscuridad (Holmgren et al., 1991). Los estresores

impredecibles como los choques eléctricos en las patas de las ratas que no inducen
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vocalizaciones audibles acoplados a una chicharra incrementa la frecuencia de bostezo

(Moyaho y Valencia, 2010).

En estudios realizados en el laboratorio se ha mostrado que las ratas HY presentan
una desorganizacion en el despliegue de conductas altamente estereotipadas como
son: el aseo, la conducta materna, y la conducta sexual masculina. En términos
generales las ratas HY pueden calificarse de individuos muy activos, que
continuamente interrumpen lo que hacen; y las ratas LY como menos activas y que
comunmente completan sus conductas (Moyaho et al.,, 1995; Ugarte et al.,, 2011,

Equibar et al., 2016).

De entre las conductas asociadas fisiologicamente al bostezo, las erecciones del
pene se correlacionan con la frecuencia de bostezo, de tal forma que los machos que
bostezan mas despliegan un mayor numero de erecciones del pene. De manera
importante mas de la mitad de los bostezos se asocian a una ereccion del pene

espontaneo, esto en una ventana temporal de +3 minutos (Holmgren et al. 1985).

La asociacion entre bostezo y erecciones del pene se ha obtenido también cuando
se inducen por la administracién sistematica de drogas dopaminérgicas de la familia D2
como la apomorfina, el (-)3PPP o el quimpirole (Urba-Holmgren et al., 1992: Eguibar et
al., 2004) o de la oxitocina (Eguibar et al., 2015). Este efecto se ha podido observar y
documentar gracias a la alta frecuencia de ambas conductas en las ratas HY (Collins y

Equibar, 2010).

El estudio de la correlacion de la alta incidencia de erecciones del pene en las ratas

HY llevd a la investigacion del despliegue de la conducta sexual del macho, las cuales
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muestran un déficit en el despliegue de esta conducta, pues, presentan largos
intervalos inter-intromisorios y alcanzan la eyaculacion en mayor tiempo, cuando son

probadas con hembras SD ovariectomizadas y con estro inducido (Eguibar et al., 2016).

En otros estudios, se ha podido mostrar que los machos HY, a diferencia de los
machos de las cepas Wistar y Sprague-Dawley, presentan una proporcion mas alta que
no copulan (Portillo et al., 2010), a pesar de ser probados en repetidas ocasiones con
hembras receptivas, a estos machos se les ha denominado ‘no copuladores’ (Anderson,
1936). Los machos no copuladores HY muestran alteraciones principalmente en los

aspectos motivacionales (Portillo et al., 2010).

Con base a esto y sabiendo que la rata hembra es el iniciador mas importante en el
despliegue de la conducta sexual, el objetivo del presente trabajo fue el de caracterizar
el desempefio sexual de las ratas hembras HY, LY y SD cuando son confrontadas con
un macho sexualmente experto de las diferentes sublinea o con un macho SD. Asi
como determinar la expresion de la preferencia hacia un macho de acuerdo a su perfil

genético.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que los machos HY sexualmente expertos muestran un déficit en el
despliegue de la conducta sexual con respecto a los machos LY y SD cuando son
probados con ratas hembras SD ovariectomizadas con estro inducido, surge la
pregunta si el rol que tiene la hembra en base a su perfil genético tiene un efecto sobre
el desempeiio sexual de dichos machos. Esto hace necesario evaluar el desempeiio
sexual de las ratas hembras de ambas sublineas y SD bajo dos paradigmas de
despliegue conductual sexual: una cépula ad libitum en una arena circular y una copula

regulada por la hembra en un sistema de eleccion del macho.

4. HIPOTESIS

1. El desempefio sexual de las ratas hembras difiere de acuerdo al genotipo al que

pertenece.

2. El desempefio sexual de la rata hembra y su intensidad de lordosis dependera

del tipo de macho con el que se esté apareando.

3. En pruebas de eleccién de la pareja, las hembras preferiran al macho de su

propio grupo.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el desempefio sexual de las ratas hembras en estro inducido, con benzoato
de estradiol seguido de progesterona, puestas con un macho sexualmente experto en

dos condiciones diferentes: copula ad libitum y prueba de eleccion de pareja.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el desempeiio sexual de la hembra HY, LY y Sprague-Dawley con

machos sexualmente expertos de los tres grupos de animales.

2. Determinar la preferencia sexual de las hembras HY, LY y Sprague-Dawley
cuando son confrontadas con machos de ambas sublineas y Sprague-Dawley en un

paradigma de seleccion socio-sexual.

3. Evaluar si el desempefio sexual de las hembras HY, LY y Sprague-Dawley es

dependiente del genotipo del macho.
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6. METODOLOGIA

6.1. SUJETOS EXPERIMENTALES

Se emplearon 96 ratas hembra (32 SD, 32 HY y 32 LY) y 144 ratas macho
sexualmente expertos (48 SD, 48 HY y 48 LY). En el momento de las pruebas
experimentales las hembras tenian una edad de 100 +5 dias con un peso de 232 +10g,

y los machos tenian una edad de 110 +10 dias con un peso de 455 +15g.

Las ratas fueron colocadas en un cuarto con un ciclo luz/oscuridad invertido 14:10,
las luces se apagaban a las 1200 h, debido a que las pruebas se realizaron en el
periodo de oscuridad, tiempo en que se da la mayor receptividad de la hembra. Las
ratas hembra eran puestas al cuarto con ciclo luz/oscuridad invertido veinticinco dias
antes de las pruebas, tiempo necesario para la adaptacion al ciclo invertido y la
recuperacion de la intervencion quirargica realizada; y los machos diez dias antes de
las pruebas para la adaptacion al ciclo invertido. El cuarto se mantuvo a una

temperatura control (22 £1°C) y humedad relativa (40-60%).

Las ratas fueron colocadas en cajas de acrilico transparente con aserrin estéril (Beta
chip, USA) en el piso, y colocadas en grupos del mismo genotipo y mismo sexo, con un
maximo de 4 y minimo de 2 ratas por caja, con libre acceso al agua y al alimento
balanceado para roedores (Purina Mills 5001. EUA). Se realiz6 el cambio de aserrin,
agua y comida, asi como el lavado de las cajas de acrilico los dias lunes, miércoles y

viernes de 900 a 1100 h.

Todos los procedimientos descritos en este estudio estuvieron de acuerdo con la

Norma Oficial Mexicana 062 (NOM-062-200-Z00-1999) para el cuidado y uso de
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animales de laboratorio, que estan de acuerdo con la Guia de Institutos Nacionales de
Salud de los Estados Unidos de América (de sus siglas en inglés NIH) para el cuidado y
uso de animales de laboratorio (85-23); (Clarck, 2002), y fueron aprobados por el

Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL).

6.2. CIRUGIA

Las ratas hembra fueron bilateralmente ovariectomizadas 15 dias antes de las
pruebas conductuales. El procedimiento quirdrgico tuvo una duracion de 25 minutos por

rata, y se realizo entre las 1200 h y 1600 h.

Se anestesiaron a los sujetos por via intraperitoneal con una solucion de Ketamina
(70mg/kg) mas Xilacina (5mg/kg), la anestesia profunda se confirmo por la ausencia del
reflejo corneal y la nula respuesta del reflejo a la punzada de la cola. Una vez
anestesiados los animales se les rasurd el pelo del area media dorsal entre la ultima
costilla paraventral y la rodilla, con una rasuradora veterinaria (Oster® Mod. 078005-
140-013), después fueron colocados sobre la mesa de cirugia en posicion decubito
ventral, véase la Figura 7A; el area rasurada se limpi6 con una solucion de
yodopovidona (Isodinde™) y se les hizo un abordaje unilateral por ambos flancos
empleando tijeras de Mayo rectas para cortar por planos el tejido celular subcutaneo y

el musculo, véase la Figura 7.

Los ovarios fueron localizados inmediatamente debajo de la incision del musculo,
embebidos en una masa de tejido adiposo, se retir0 el tejido adiposo de la cavidad y se

ligd con seda “000” a la altura del oviducto, se cortaron y extrajeron ovarios y la porcion
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distal de los oviductos. Las incisiones fueron cerradas por planos con puntos separados

empleando catgut “0000” para el musculo y seda “000” para la piel.

B

mof@/,.

l === inelsién =
| ' %]

Figura 7. Incision dorso-lateral. En A se ilustra la posicién decubito ventral de la
rata previamente anestesiada, para realizar dos cortes paralelos a la linea media
correspondiente a la ubicacion interna de los ovarios. En B se ilustra la vista lateral
del lugar de la incision y la ubicacion de los ovarios dentro de la cavidad peritoneal
con respecto de la cadera.

6.3. CUIDADO POSTOPERATORIO

Después de la cirugia los animales fueron colocados en jaulas individuales hasta
gue adoptaban un estado completamente ambulatorio. Las jaulas individuales
permanecieron sobre una almohadilla de calor eléctrica con potencia de 30 Watts (UL®
Mod. 7788-W). Los sujetos se mantuvieron bajo observacion directa cada 5 o 10
minutos hasta que tuvieran la habilidad para incorporarse sobre sus cuatro patas

después de haber sido colocados en decubito ventral.
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Inmediatamente después de la cirugia, los sujetos recibieron via subcutanea
solucion salina (1mL) y solucidon glucosada (1mL), con la finalidad de hidratarlos.
También se administré por via intramuscular, para aliviar el dolor postoperatorio, un
analgésico no esteroideo con actividad antiinflamatorio y antipirética, Flunixin
Meglumine (2.5 mg/Kg), una vez terminada la cirugia y después cada 24 horas por dos
dias. Tres dias seguidos, después de la cirugia, se les administré antibidtico por via
subcutanea, Lincomicina HCI (250 mg/Kg) mas Espectinomicina Sulfato (500 mg/Kg);

(Cheminova®), cada 24 horas.

Durante los cinco dias posterior a la cirugia, todos los animales fueron examinados
al menos una vez por dia. La revision diaria incluyo la observacion de la incision con la

finalidad de encontrar inflamacién y/o formacion de abscesos en las heridas.

6.4. TRATAMIENTO HORMONAL

La receptividad de las hembras fue inducida con la administracién via subcutdnea
de 5ug de benzoato de estradiol (Sigma®) y 44 horas después 1 mg de progesterona
(Sigma®), 4 horas antes de la realizacion de las pruebas. Se utiliz6 como vehiculo

aceite de oliva extra virgen en un volumen de 0.1 mL/dosis.

6.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Las pruebas de conducta sexual se realizaron en el cuarto con el ciclo luz/oscuridad
invertido, en el segundo tercio del periodo oscuro bajo una tenue luz roja,
proporcionada por un foco de 60 Watts. Cada sesion de cépula se videograb6 con una

camara SONY® HDR-PJ260V por 30 minutos.
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6.5.1. EXPERIMENTO 1. PRUEBA DE COPULA AD LIBITUM

Para esta prueba se utilizé una arena circular de Plexiglas (50 cm de diametro y 60
cm de altura) colocada sobre un triplay de madera el cual estuvo tapizado con aserrin

estéril (Beta chip, USA), como se ilustra en la Figura 8.

Figura 8. Arena circular de acrilico transparente. La arena mide 50 cm de
diametro y 60 cm de alto. En este espacio se registré por 30 minutos la conducta
sexual presentada por las ratas hembra de las diferentes sublineas y la SD
evaluadas con un macho sexualmente experto.

Primero se coloc6 a la rata macho dentro de la arena circular por un periodo de
cinco minutos para su adaptacién a las condiciones del experimento, después se
introdujo a una hembra sexualmente receptiva. En la tabla 1 se representa la

combinacion hembra-macho y el nUmero de grupos obtenidos.
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Grupo Hembra Macho
1 High Yawning High Yawning
2 High Yawning
3 High Yawning Sprague-Dawley
4 High Yawning
5
6 Sprague-Dawley
7 Sprague-Dawley High Yawning
8 Sprague-Dawley
9 Sprague-Dawley | Sprague-Dawley

Tabla 1.

Binomio hembra-macho. Se

representa

los nueve grupos de

combinaciones entre las hembras y los machos. Se usara el codigo de colores que a
continuacion se describe para indicar en préximas figuras el tipo de rata. De color
rojo marrén (e) se representa a las High Yawning, el color amarillo (¢) indica a las
Low Yawning y el color azul () muestra a las Sprague-Dawley.

Durante la prueba se observo y registré la frecuencia de conductas proceptivas y

agresivas. Se calcularon los indices de receptividad que presentaron las ratas hembra

durante las diez montas que realizaron los machos.

Los indices de receptividad sexual incluyeron el coeficiente e intensidad de lordosis.

Coeficiente de lordosis =

numero total de respuestas de lordodis
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La intensidad del reflejo de lordosis se evalu6 de acuerdo a la escala propuesta por

Hardy y DeBold (1971); como se ilustra en la Figura 9, que califica como:

0. Sin lordosis.

1. Lordosis leve: tenue dorsiflexion de la region lumbar de la columna vertebral,

cabeza y caderas levantadas ligeramente, y con la cola despegada del piso.

2. Lordosis moderada: dorso flexionado, la cabeza presenta un angulo aproximado
de 30° con la horizontal, las patas delanteras colocadas ligeramente hacia

adelante y las patas traseras enderezadas rigidamente

3. Lordosis intensa: pronunciada flexion del dorso, la cabeza forma un angulo con

la horizontal de 45 ° 0 mas,

La intensidad de la lordosis en cada prueba se representé como un promedio.

suma de los puntos obtenidos

Intensidad de lordosis promedio =
10 montas
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) 1 punto
No hay lordosis P

2 puntos 3 puntos

Figura 9. Intensidad de la lordosis evaluada sobre una escala. Un punto para una
lordosis leve, dos puntos para una lordosis moderada y tres puntos para una lordosis
intensa. La posicion de monta del macho esta indicada por las lineas discontinuas, el
macho presenta envites pélvicos (Hardy y DeBold, 1971).
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6.5.2. EXPERIMENTO 2. PRUEBA DE ELECCION DE PAREJA

La prueba de eleccion de pareja consistié en colocar en una arena cuatro cilindros
de acrilico de 50 cm de didmetro por 60 cm de alto, dispuestos en forma circular de
manera que sus paredes quedaron unidas entre si, en la base de cada cilindro se ubicé
una puerta que se comunicaba con el centro y fue del tamafio adecuado para que sélo
las hembras pudieran pasan a través de ella, esta arena fue utilizada por primera vez

por Ferreira-Nufio y colaboradores en 2005 (Figura 10).

Figura 10. Sistema de redondeles para evaluar la eleccién de pareja sexual. Se
muestra la disposicion de los 4 redondeles. Los tres tipos de machos fueron distribuidos
aleatoriamente en cada redondel y hubo un redondel vacio para la huida de la hembra.

Un dia antes de la prueba, se habituaron a las hembras en el sistema para evaluar

la eleccion de pareja, por media hora se les permitié la exploracion de los redondeles.

El dia de la prueba, se ubic6 de forma aleatoria a un macho por cilindro (1 SD, 1 HY
y 1 LY) con las puertas cerradas por 10 minutos para la adaptacion de los animales,

posteriormente se abrieron las puertas y después fue introducida una hembra HY, o LY,
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o bien SD, en el compartimento central. La hembra tuvo la posibilidad de elegir al
macho con quien copular pasando a través de la puerta que estaba en la base de cada

cilindro.

Con la ayuda del programa The Observer XT version 12.0 (Noldus, Paises Bajos) se
registraron los saltos, las carreras cortas, los olfateos ano-genitales y las respuestas de
lordosis, asi como las conductas agresivas que presentd la hembra con cada macho,
ademas se registrd el numero de visitas a cada redondel y el tiempo que permanecié
con cada uno. Para determinar la preferencia por un macho en particular, se consideré
como macho preferido aquel con el que la hembra permaneciéo mas tiempo en lo que

duré la observacion de 15 minutos.
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7. RESULTADOS

7.1. EXPERIMENTO 1. PRUEBA DE COPULA AD LIBITUM:

7.1.1. CONDUCTAS PROCEPTIVAS:

Para determinar las diferencias en las conductas copulatorias de las hembras hacia
los tres tipos de machos HY, LY y SD se realizé un ANOVA de Kruskal-Wallis para cada
genotipo de hembra. Para detectar diferencias entre las medias individuales se aplico
una prueba post hoc de Tukey. El nivel de significancia para todas las comparaciones

fue de una P<0.05. Se empleo el programa SigmaPIlot version 11.

El analisis estadistico mostr6 que el numero de saltos que realizaron las hembras
SD es mayor cuando son probadas con los machos SD respecto de los machos HY
(Kruskal-Wallis, H=6.580, g.l.=2, P<0.05; seguido de la prueba de Tukey, P<0.05). Las
hembras HY ejecutaron un menor nimero de saltos frente a los machos SD,
incrementando este nimero con los HY y aumentando ain mas al ser confrontadas con
los machos LY (Kruskal-Wallis, H=9.412, g.l.=2, P<0.05; seguido de la prueba de
Tukey, P<0.05). En el grupo de las hembras LY no se obtuvieron diferencias
significativas en el numero de saltos ejecutados al confrontarlas con los machos SD, HY

y LY (Kruskal-Wallis, H=5.434, g.l.=2, P>0.05; véase la Figura 11A).

En las hembras SD no se obtuvieron diferencias significativas en la conducta
proceptiva de carreras cortas, frente a los tres grupos de machos (Kruskal-Wallis,

H=3.511, g.l.=2, P>0.05).
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En las hembras HY se obtuvo una diferencia significativa en el nimero de carreras
cortas realizadas con los machos SD respecto de los machos HY, un resultado similar
se obtuvo con los machos LY respecto de los machos HY, y en los machos LY respecto
de los SD (Kruskal-Wallis, H=13.134, g.l.=2, P<0.05; seguido de la prueba de Tukey,

P<0.05).

Las hembras LY mostraron un namero de carreras significativamente diferente
cuando son evaluadas en presencia de machos SD respecto de machos HY (Kruskal-

Wallis, H=6.970, g.l.=2, P<0.05; seguido de una prueba de Tukey, P<0.05; véase la

Figura 11B).
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Figura 11. Conductas proceptivas de las ratas hembras ovariectomizadas con
estro inducido. A) Nimero de saltos y B) nimero de carreras cortas que presentan las
hembras cuando son evaluadas con los diferentes machos sexualmente expertos. Los
datos que se grafican son las medias * e.e.m. (*P<0.05).
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7.1.2. RECEPTIVIDAD EN LOS TRES GRUPOS DE RATAS

Todas las hembras presentaron coeficientes de lordosis similares
independientemente del macho con el que copularon (Kruskal-Wallis, H=15.394, g.1.=8,
P>0.05; véase la Figura 12A). Las hembras SD mostraron una menor intensidad de
lordosis al copular con machos HY respecto de lo obtenido con machos SD (Kruskal-
Wallis, H=12.810, g.l.=2, P<0.05; seguido de la prueba de Tukey, P<0.05). Lo mismo se
obtuvo con las hembras LY que muestran una intensidad de lordosis menor con
machos HY respecto de machos SD (Kruskal-Wallis, H=11.354, g.l.=2, P<0.05; seguido
de la prueba de Tukey, P<0.05; véase la Figura 12B). No obstante, en las hembras HY
no se obtuvieron diferencias al probarse con los tres grupos de machos (Kruskal-Wallis,

H=4.772, g.l.=2, P>0.05).
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Figura 12. Conducta receptiva de las hembras ovariectomizadas en estro inducido
con la administracion secuencial de benzoato de estradiol mas de progesterona.
A) Coeficiente de lordosis y B) Intensidad de lordosis en ambas sublineas y en la cepa
Sprague-Dawley al ser evaluadas con un macho sexualmente experto. La grafica
representa las medias + e.e.m. (*P<0.05).

-46 -



Para determinar el efecto del macho en la intensidad de lordosis de las hembras HY,
LY y SD se realiz6 un ANOVA de Kruskal-Wallis para cada genotipo del macho seguido
de una prueba de Tukey, se establecido el valor de significancia de P<0.05. La
intensidad de lordosis fue similar entre las hembras HY, LY y SD confrontadas con los
machos SD (Kruskal-Wallis, H=2.073, g.l.=2, P>0.05). Las intensidades de lordosis no
difieren entre los tres grupos de hembras evaluadas con los machos LY (Kruskal-Wallis,
H=2.073, g.l.=2, P>0.05). Las hembras HY tienen una intensidad de lordosis mayor en
comparacion con las hembras de los otros dos grupos, al ser evaluadas con un macho
HY (Kruskal-Wallis, H=11.480, g.l.=2, P<0.05; seguido de la prueba de Tukey, P<0.05;

véase la Figura 13).
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Figura 13. Intensidades de lordosis de las diferentes hembras frente a los machos
sexualmente expertos SD, HY y LY. Las hembras HY muestran una intensidad de

lordosis mayor en comparacion con las hembras SD y LY cuando son confrontadas con
los machos HY sexualmente expertos. Los datos son la media + e.e.m. (*P<0.05).
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7.1.3. DISCUSION. EXPERIMENTO 1

Los resultados obtenidos en condiciones de copula ad libitum mostraron que las
hembras evaluadas respondieron a los estimulos del macho con un coeficiente de
lordosis promedio de 85%, con estos datos comprobamos que las hembras,
previamente tratadas con benzoato de estradiol y progesterona, respondian
adecuadamente, con la postura de lordosis, a las montas y las intromisiones que
realizaron los machos, ya que coeficientes de lordosis de 80% o mayores comprende a
hembras muy receptivas (Hardy y DeBold, 1971; Pfaus et al.,, 2015). Al no obtener
diferencias significativas de los coeficientes de lordosis entre los grupos de hembras,
concluimos que la receptividad es independiente del macho (véase la Figura 12A). Este
es un hallazgo importante ya que los distintos patrones encontrados en el desempefio
sexual de los machos de ambas sublineas, y en particular en los HY no dependen de la

hembra (Eguibar et al., 2016).

La intensidad de la lordosis es otro indice usado comUnmente para medir la
receptividad, nos permite determinar la magnitud de la lordosis como leve, moderada o
intensa (Hardy y DeBold, 1971). Las intensidades de lordosis de las hembras SD y LY
son dependientes del macho estimulo, pues ante un macho que presenta un déficit en
el despliegue de su conducta sexual como es el caso de los machos HY, las
intensidades de las lordosis obtenidas siempre fueron menores (véase la Figura 12B).
Las hembras HY no son capaces de discriminar entre los distintos tipos de machos, ya
gue no existié diferencia significativa entre las intensidades de lordosis, probablemente
debido a que su circuito neural del despliegue de la conducta sexual ha cambiado

debido a que sus madres HY muestran un despliegue de su conducta materna diferente
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con calidades de nido menores, presencia de reacarreos y acarreos atipicos y con

tiempos menores de cuidado hacia sus crias (Ugarte et al., 2011).

Cameron y cols. (2008) han mostrado que los cuidados maternos en los primeros
dias de vida de las crias afectan sus sistemas neuroendocrinos, en particular la que
regulan la conducta sexual femenina. Las hembras que recibieron, en la etapa neonatal,
bajo lamido y aseo ano-genital de sus madres, presentaron en la edad adulta una alta
intensidad de lordosis, con niveles séricos mayores de la hormona luteinizante y de la
progesterona debido a que tienen un incremento en la retroalimentacién positiva del
estradiol sobre los niveles de la hormona liberadora de gonadotropinas, en el area
predptica media. También muestran un aumento del receptor a estrégenos tipo a, en el
ndcleo periventricular anteroventral, el cual regula a las neuronas que sintetizan a la
hormona liberadora de gonadotropinas (Herbison, 2015). Por otra parte, las hembras
que recibieron alto lamido y aseo ano-genital mostraron lo opuesto, bajas intensidades
de lordosis. Pero si las hembras adultas de madres de bajos lamidos y aseo ano-genital
son criadas por madres de altos lamidos y aseo ano-genital, estas crias mostraran en la
edad adulta una receptividad sexual significativamente menor respecto de las crias

cuidadas por madres de bajos lamidos y aseo ano-genital (Cameron et al., 2008).

De manera importante en nuestro estudio se obtuvo que las hembras HY, al ser
evaluadas con los machos de ambas sublineas, presentan variaciones significativas, en
la proporcion de conductas proceptivas que incluyen a los saltos y a las carreras cortas,
en comparacion con los otros dos grupos de hembras. Estos resultados implican que
existen diferencias en el area predptica que son las responsables de mediar las

conductas proceptivas (Graham y Pfaus; 2012), pero que las neuronas del nucleo
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ventromedial del hipotalamo que median la lordosis (Pfaff, 1980), no varian entre ambas
sublineas y en las hembras SD. Es importante destacar que las conductas de solicitud,
Se expresan como un mecanismo para motivar a los machos a copular y se presentan

en mayor frecuencia en la tarde del proestro.

7.2. EXPERIMENTO 2. PRUEBA DE ELECCION DE PAREJA

7.2.1. CONDUCTAS PROCEPTIVAS

Cuando las hembras HY se exponen a un macho SD, éstas no realizan muchos
olfateos del area ano-genital de su pareja a diferencia de cuando se encuentran con los
otros machos (Kruskal-Wallis, H=5.665, g.l.=2, P<0.05; seguido de la prueba de Tukey,
P<0.05). Las hembras SD no discriminaron entre los diferentes tipos de machos
(Kruskal-Wallis, H=0.380, g.l.=2, P>0.05); tampoco lo hicieron las hembras LY (Kruskal-

Wallis, H=0.508, g.l.=2, P>0.05; véase la Figura 14A).

Las hembras HY realizaron mas saltos cuando se encontraban en el redondel del
macho LY y menos en presencia de un macho SD (Kruskal-Wallis, H=5.665, g.l.=2,
P<0.05; seguido de la prueba de Tukey, P<0.05). El numero de saltos de las hembras
SD no es diferente ante los diferentes tipos de machos evaluados (Kruskal-Wallis,
H=3.846, g.l.=2, P>0.05). Lo mismo se obtuvo con las hembras LY que no difirieron en
el nimero de saltos ante los diferentes tipos de machos (Kruskal-Wallis, H=3.846,

g.l.=2, P>0.05; véase la Figura 14B).

Las ratas hembra HY ejecutaron mas carreras cortas en presencia de un macho LY
y disminuyeron su despliegue de carreras cortas en presencia de un macho SD

(Kruskal-Wallis, H=5.393, g.1.=2, P<0.05; seguido de la prueba de Tukey, P<0.05); este
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patrén no se obtuvo con las hembras SD (Kruskal-Wallis, H=2.010, g.l.=2, P>0.05), ni

con las LY (Kruskal-Wallis, H=0.730, g.l.=2, P>0.05; véase la Figura 14C).

24 -

18 4

Numeros de saltos proceptivos
Numero de carreras proceptivas

>
.
o
7

> o
o @
o >
w I

HY:HY

HY:LY
LY:LY

>
=
>
I

> Qo
= 9
>

£ 5

LY:LY

a > > a
o oo >
n o O T

]
a
]
7

Grupos Grupos

Figura 14. Conductas proceptivas de las ratas hembras cuando visitan a los
diferentes tipos machos. A) Numero de olfateos, B) Niumero de saltos y C) Numero de
carreras cortas que presentan las hembras en cada redondel. Los datos graficados son
las medias * e.e.m (*P<0.05).
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7.2.2. CONDUCTAS RECEPTIVAS

El analisis estadistico mostré6 que no se obtuvieron diferencias significativas en el
namero de respuestas de lordosis de las hembras respecto del tipo de macho (Kruskal-

Wallis, H=3.611, g..=8, P>0.05).
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Figura 15. Conducta receptiva de las hembras ovariectomizadas con estro
inducido ante los diferentes tipos de machos. El nimero de respuestas de lordosis
ante las conductas de montas e intromisiones de los diferentes tipos de machos. Cada
barra representa las medias + e.e.m.
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7.2.3. PREFERENCIA POR ALGUN TIPO DE MACHO

No se obtuvieron diferencias significativas en la frecuencia de entradas que realiz6
la hembra a los redondeles donde se encontraban los diferentes tipos de machos. El
redondel vacio fue tomado como de seguridad para la hembra (Kruskal-Wallis,
H=10.433, g.l.=11, P>0.05).
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Figura 16. Frecuencia de visitas realizadas por las hembras a cada redondel. Cada
barra representa las medias * e.e.m. (*P<0.05). Va: redondel de seguridad vacio.

El analisis estadistico mostr6 que en las hembras SD existe una diferencia
significativa en el tiempo en que permanecen en el redondel donde se encontraban los
machos LY respecto del redondel de seguridad vacio (Kruskal-Wallis, H=5.343, g.l.=3,

P<0.05; seguido de la prueba de Tukey, P<0.05).
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Las hembras HY permanecié mas tiempo en el redondel del macho LY que en el
redondel donde se encontraba el macho SD o en un redondel vacio (Kruskal-Wallis,
H=7.898, g.l.=3, P<0.05; seguido de la prueba de Tukey, P<0.05). Al comparar a las
hembras de las sublineas con las SD no se obtuvo diferencia significativa (Kruskal-

Wallis, H=1.856, g..=3, P>0.05).
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Figura 17. Porcentaje de tiempo que la hembra permaneci6 en cada redondel con
distinto tipo de macho. Las hembras SD permanecieron mas tiempo en el redondel del
macho LY que en el redondel vacio (*P<0.05), mientras que las hembras HY persisten
mas tiempo en el redondel del macho LY que el redondel del macho SD (*P<0.05), o en
el redondel de seguridad vacio (FP<0.05).
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7.2.4. DISCUSION. EXPERIMENTO 2

En este experimento el paradigma de interaccién sexual se basa en que el ritmo de
la copula es controlado por la hembra (Paredes y Vazquez, 1999). Este es un punto
fundamental ya que los intervalos inter-intromisorios se alargan y el numero de
intromisiones necesarios para alcanzar la eyaculacion decrecen, pero la tasa de prefiez

y el nimero de crios se incrementan (Winland et al., 2012).

En la prueba de eleccion de pareja se empled un sistema disefiado por Ferreira-
Nufio y cols. (2005). Este sistema usa cuatro arenas circulares de acrilico transparente,
permite evaluar la competencia entre machos respecto de una hembra, la cual posee

en todo momento un comportamiento seguro, lo que le permite regular la copula.

Los resultados obtenidos muestran que los machos LY fueron elegidos en un
promedio de 33% respecto de los otros machos e independientemente del genotipo de
la hembra. Si consideramos los resultados de la cépula ad libitum en los cuales los
machos LY mostraron una latencia de eyaculacion intermedia respecto los machos HY
y los SD (Eguibar et al., 2016), cuando se consideraron el nimero de episodios
copulatorios, los intervalos inter-intromisorios y la latencia de eyaculacion, mostradas en

copula ad libitum con hembras SD.

McLean y cols. (1972) evaluaron el efecto de la cepa de las hembras sobre la
conducta sexual masculina de las ratas Sprague-Dawley, Long-Evans y Wistar. En este
estudio obtuvieron nueve combinaciones, y se demostré que las ratas machos
muestran una diferencia en la frecuencia de montas, intromisiones y eyaculaciones ante

las distintas hembras. Las hembras Wistar eran menos efectivas como estimulo, ya que
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provocaban a los machos significativamente menos respuestas sexuales, lo que no
ocurria con las hembras Sprague-Dawley y Long-Evans. Concluyendo que la cepa de la
hembra, como estimulo en el apareamiento, tenia un efecto sobre la capacidad de

respuesta masculina.

De manera importante se han reportado cambios en el desempefio copulatorio en
otros grupos de ratas seleccionadas en base a sus caracteristicas conductuales como
son las ratas Flinders sensibles y resistentes a drogas colinérgicas; las Roman de alta y
baja evitacidn, o de distintos genotipos como las Lewis, las Fisher 344, las Wistar-Kyoto

y las hipertensas (Hubierna-Cordero et al., 2015).

La informacion disponible en los diversos grupos de ratas mencionados
anteriormente se basa en su desempefio sexual en condiciones de copula ad libitum,
donde es el macho el que regula y controla el ritmo copulatorio, pero se carece de datos
donde la hembra sea la que determina el ritmo copulatorio. Es importante destacar que
el nimero de intromisiones, los intervalos inter-intromisorios y la llegada al umbral
eyaculatorio es dependiente del tipo de coOpula, como se muestra en la Figura 18

(Sachs, 1976).
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Figura 18. Representacion del potencial de acumulacion eyaculatorio. La linea
continua representa el crecimiento de la excitacion en condiciones de cépula ad libitum.
Diez intromisiones fueron necesarias para que el macho alcanzara el umbral eyaculatorio.
La linea discontinua representa el incremento de la excitacion inter-copulatorio hasta
alcanzar el umbral eyaculatorio en la cépula regulada por la hembra. Bajo estas
circunstancias el umbral eyaculatorio se retrasd, con un menor nimero de intromisiones,
de tan solo ocho (Sachs, 1976).

En la prueba de eleccion de pareja, se ha considera como macho preferido aquel
con el que la hembra permanecié mas tiempo (Ferreira-Nufio et al., 2005; Lovell et al.,
2007; Zewail-Foote et al., 2009; Winland et al., 2012), en nuestro estudio las hembras
SD, HY y LY permanecieron mas tiempo en el redondel del macho LY, por lo que fue

considerado como el macho preferido.

Se ha demostrado que los machos que son preferidos por las hembras ejecutan
mas montas e intromisiones en comparacion con los no preferidos (Lovell et al., 2007;
Zewail-Foote et al., 2009; Winland et al., 2012). También se ha reportado que la rata

macho de primera eleccion, ademas de ejecutar mas interacciones sexuales, muerden
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a la hembra intentando meterla al redondel, y con frecuencia alcanza la eyaculacion

(Ferreira-Nufio, 2005).

Al ser los machos LY los preferidos por las hembras podemos especular que es
debido a que sefiales odoriferas o auditivas al emitir vocalizaciones ultrasonicas, este
punto debera abordado a futuro. El macho HY se encuentra en desventaja debido a que
se ha reportado necesitan de mas intromisiones para alcanzar la eyaculacion cuando
son probados con una hembra SD con estro inducido en una arena circular (Eguibar et

al., 2016).

Para dar una conclusién asertiva seria necesario evaluar el patrén copulatorio del
macho en la prueba de eleccidbn de pareja, asi como medir las vocalizaciones
ultrasénicas de 50 kHz que emiten los machos en estas condiciones, que puede ser

clave en la eleccion tomada por la hembra (Snoeren y Agmo, 2014).
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8. DISCUSION GENERAL

Al tratar de explicar el déficit copulatorio de las ratas HY y la alta proporcion de
machos no copuladores nos condujo a estudiar la conducta sexual de las ratas hembra
HY, LY y SD, debido a que se ha demostrado que la rata hembra es un estimulo sexual
incondicionado para el macho (Agmo, 2003). Esta es la primera caracterizacion de la

conducta sexual de las ratas hembra de ambas sublineas.

Los resultados experimentales de esta tesis muestran claramente que el desempefio
sexual del binomio hembra-macho es dependiente del contexto en que son probados.
Se ha observado que en condiciones seminaturales o naturales las ratas muestran una
conducta sexual polidndrica, dado que los roedores son competidores espermaticos
(McClintock, 1984). Bajo condiciones seminaturales con tres machos y cuatro hembras
con ciclos estrales naturales se ha mostrado que la actividad copulatoria se organiza en
periodos de actividad sexual con duracion de alrededor de dos horas, cuando solo una
hembra entra en estro, seguido de periodos quiescentes también con duraciéon de un
par de horas (Chu y Agmo, 2015). Un hallazgo importante de este estadio es que la
conducta copulatoria se organiza en episodios copulatorios y que los intervalos inter-
copulatorios varian si la copula se lleva a cabo con el mismo o con un macho diferente
los cuales se alargan significativamente cuando el macho es diferente. Estas
diferencias se pierden cuando dos o mas hembras entran en estro de manera
simultanea (Chu y Agmo, 2016). En base a lo antes expuesto es claro que el contexto
tiene un impacto en el desempefio copulatorio y en la organizacion del patron

copulatorio durante una serie eyaculatoria.
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Las conductas paracopulatorias son fundamentales para promover una interaccion
sexual exitosa, esto es, motivar al macho a copular. Estas conductas son reguladas por
el area preodptica media del hipotalamo (Graham y Pfaus; 2012), la cual ha sido mucho
menos estudiada que el reflejo de lordosis que es mediada por el ndcleo ventromedial

del hipotalamo (Pfaff, 1980).

Es claro entonces que ambas sublineas nos aportan ventajas para un ulterior
analisis del rol de los distintos sistemas sensoriales como el olfatorio, considerando que
la olfaccion del area ano-genital es una parte fundamental de las conductas socio-
sexuales (Agmo y Chu, 2016), o de la audicion a través de la emisién de vocalizaciones
ultrasénicas de 50 KHz, que se han asociado con el despliegue de conductas
proceptivas (Erskine, 1989). Debemos destacar que este es un aporte que seria
abordado en investigaciones ulteriores de nuestro grupo con el sistema de registro
Ultravox 3.0 (Noldus, Paises Bajos) que nos permitira correlacionar el despliegue

conductual y registrar las emisiones de vocalizaciones durante la copula regulada.

Debido a que todas las hembras prefirieron a los machos LY en el sistema de cuatro
redondeles, proponemos que su latencia de eyaculacion sea menor, ya que estudios
anteriores demostraron que este sistema es un promotor para que los machos tengan
latencias de eyaculacion cortas y se ha propuesto como un modelo de eyaculacion
precoz, lo que ha permitido probar farmacos que retardan la eyaculacion (Olayo-Lortia

et al., 2014).

Cabe la pena destacar que no se habia mostrado preferencia de distinto genotipo

y/o fenotipo en este sistema de cuatro redondeles lo que lo hace original, como se
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mostro las ratas de la sublinea LY son las mas preferidas, lo que debera ser analizado
en una etapa ulterior, ya que tiene implicaciones desde el punto de vista de los
mecanismos neurobiolégicos de la seleccion sexual de la pareja para la cépula, de los
efectos del cuidado materno y sobre todo de la regulacion hipotalamica de la

proceptividad.
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9. CONCLUSIONES

. Las hembras HY, en la cépula ad libitum, son mas proceptivas que las

SDyLY.

. La intensidad de la lordosis de la hembra HY es independiente del

macho con el que copula.

. Las hembras SD y LY tienen menor intensidad de lordosis, cuando son

expuestas a un macho HY.

. En pruebas de eleccion de pareja las hembras eligen por igual a los tres

tipos de machos.

. En pruebas de eleccién de pareja, los tres tipos de hembras pasan mas
tiempo con el macho LY, por lo tanto, es considerado el macho

preferido.

. Las hembras realizan méas conductas proceptivas con el macho

preferido.
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