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RESUMEN

En la rata macho, la conducta sexual es modulada por el sistema olfatorio. El
bulbo olfatorio (BO) es una de las estructuras que en la edad adulta presenta
neurogénesis (generacion de neuronas nuevas). La neurogénesis constituye un
proceso biolégico dinamico y depende de la estimulacion que el animal recibe. El
objetivo del presente trabajo es evaluar si la conducta sexual incrementa el
namero de neuronas nuevas en el BO accesorio (BOA) y principal (BOP) de la rata
macho adulta y si estas se activan durante la copula. Se utilizaron ratas macho de
la cepa Wistar sexualmente expertos, los cuales se dividieron en los siguientes
grupos: a) machos control que no copularon, b) exposicion, machos que fueron
expuestos a una hembra sexualmente receptiva sin tener contacto fisico, c) copula
regulada por una hembra, machos que copularon con hembras que regularon los
contactos copulatorios y dos grupos de machos que copularon libremente y que d)
eyacularon una vez y e) eyacularon tres veces. A los sujetos se les administro el
marcador de proliferacion celular 5-bromo-2-deoxyuridina (BrdU) durante la prueba
conductual y fueron sacrificados 45 dias después. Para detectar el numero de
células nuevas que incorporaron el marcador BrdU se realizO una
inmunohistoquimica, y para determinar si estas células nuevas se diferencian a
neuronas y células gliales una inmunoflorescencia. Para determinar si son
neuronas se utilizo el anticuerpo NeuN (proteina nuclear especifica de neuronas).
Al mismo tiempo se observd si estas nuevas células se activaban durante la
conducta; para el cual se utilizo el anticuerpo c-Fos (gen de activacion temprana).
Los datos demuestran que los machos que copulan regulando la interaccion
sexual y eyaculan tres veces tienen un mayor numero de células nuevas en el
BOA capa granular en comparaciéon a los control. Algunas de estas células
expresan el marcador de diferenciacion neuronal aproximadamente el 64%. Asi
mismo se demostr0 que estas nuevas neuronas se activan durante el
apareamiento. Estos resultados proponen que en la rata macho la estimulacion
sexual recibida regulando la coépula incrementa la neurogénesis en la capa
granular del BOA, y que estas células se activan en respuesta a la estimulacion
sexual, por lo que la copula induce cambios plasticos en el sistema nervioso
central.

Palabras Claves: Neurogénesis, Conducta sexual, Bulbo olfatorio, Cambios
plasticos, Sobrevivencia.



SUMMARY

In the male rat, the integrity of the olfactory system is important for the expression
of sexual behavior. The olfactory bulb (OB) is a structure that in adulthood
undergoes neurogenesis (generation of newborn neurons). In adulthood, the
olfactory bulb undergoes neurogenesis, a dynamic biological process that depends
on stimulation. Several research groups have demonstrated that physical activity,
enriched environments with scents or pheromones, and modulation of neuronal
activity increased neurogénesis in the OB. The aim of this study was to determine
if sexual behavior increased the number of new neurons in the accessory olfactory
bulb (AOB) and in the main olfactory bulb (MOB) of adult male rats and if these
neurons can respond to sexual behavior. Sexually experienced male Wistar rats
were separated into five groups: 1) Control, males without sexual interaction; 2)
Exposed, males exposed to a receptive female; 3) Paced males that mate in
conditions regulated by the female rat; 4) One ejaculation, males that control the
sexual interaction with a receptive female and were allowed to ejaculate one time,
and 5) Three ejaculations, males that control the sexual interaction with a receptive
female and were allowed to ejaculate three times. Subjects were administered the
DNA synthesis marker 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) during the behavioral
testing, and all animals were perfused 45 days later. We wused an
immunohistochemistry technique to detect the number of cells that incorporated
BrdU, and immunofluorescence to determine if these new cells had differentiated
into neurons. Antibody against NeuN (neuron-specific nuclear protein) was used to
detect neurons and simultaneously, antibody against c-Fos (an early activation
gene) indicated if these new cells were activated during behavior. The gquantitative
analysis shows an increase in the number of BrdU-positive cells in the posterior
granular cell layer of the AOB in the group that paced the mating and ejaculated
three times. Approximately 60% of these cells express the neuronal differentiation
marker. Furthermore, the data demonstrate that these new neurons are activated
during mating. These results suggest that sexual behavior induces plastic changes
in the AOB.

Key Words: Neurogenesis, Sexual behavior, Olfactory bulb, Plastic changes and
Survival.
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I. INTRODUCCION.

La conducta sexual ha sido persistentemente estudiada por varias
disciplinas, para entender sus causas y su valor adaptativo (Muscarella y cols,
2001).

En la rata macho, la conducta sexual es modulada por el sistema olfatorio.
De esta forma la lesion del bulbo olfatorio (BO) en animales sin experiencia sexual
elimina esta conducta por completo (Winans y Powers, 1977).

Los BO al igual que el giro dentado son estructuras que en el organismo
adulto tienen un constante recambio de neuronas nuevas (neurogénesis) (Lledo y
cols, 2006; Gould y Gross, 2002). Esta capacidad les confiere a estas estructuras
alta plasticidad.

Las neuronas nuevas que son incorporadas en el BO son generadas en la
zona subventricular (ZSV), y la via migratoria rostral (VMR) de donde migran
indiferenciadas a través de la VMR hacia el BO donde se diferencian y se integran
a los circuitos neuronales (Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002). Las neuronas nuevas
migran hasta el BO en 15 a 22 dias (Gheusi y Lledo, 2007), y entre 15 a 45 dias
se integran funcionalmente a los circuitos neuronales (Petreanu y Alvarez-Buylla,
2002).

La neurogénesis constituye un proceso biolégico dinamico, ya que su tasa
es variable y depende de la estimulacion que el animal recibe (Peterson, 2002). Se
ha demostrado que la actividad fisica y los estimulos ambientales promueven la

neurogénesis (Tanapat y cols, 1999).

De esta manera se ha demostrado que los estimulos olfatorios pueden
incrementar la neurogénesis del BO (revisado en Lau y cols, 2011; Alonso y cols,
2006). Por ejemplo, en el ratbn macho la exposicion prolongada a un ambiente
olfatorio enriquecido con fragancias aromaticas incrementa el nUmero de neuronas

1



nuevas en la capa granular del BO principal (BOP), donde éstas neuronas
favorecen la discriminacion de olores (Rochefort y cols, 2002). Por otra parte, la
sobrevivencia de las células nuevas depende de la estimulacion olfatoria ya que si
los ratones son trasladados a ambientes no enriquecidos con fragancias el nUmero
de células nuevas regresa a niveles basales (Rochefort y cols, 2002, Rochefort y
Lledo, 2005).

En mamiferos, varios grupos de investigacion han demostrado que los
estimulos olfatorios sexualmente relevantes pueden influir en la neurogénesis del
BO (revision en Lau y cols, 2011). Por ejemplo en ratones hembra la exposicién a
olores de machos dominantes estimula la proliferacion neuronal en la ZSV, el BO y
el giro dentado (Mark y cols, 2007).

La relevancia fisiologica de las células nuevas ha sido evaluada por
Huang y Bittman (2002) quienes demostraron en el hamster macho que las células
nacidas durante la etapa adulta son activadas durante la conducta sexual.
Nosotros demostramos que las ratas macho que copulan hasta eyacular una o
tres veces en condiciones en las que ellos regulan la interaccion sexual,
incrementa el numero de células nuevas en la capa granular del bulbo olfatorio
accesorio (BOA), 15 dias después de haber copulado. Sin embrago, cuando el
macho no regula la cépula no se observa un incremento en el nimero de células

nuevas en ninguna de las capas analizadas (Portillo, 2012).

Por otro lado, se ha reportado que del dia 15 al 45 el nUmero de células
declina hasta en un 50% vy su supervivencia depende del nivel de actividad que
reciban (Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002; Kelsch y cols, 2009; Lin y cols, 2010).
En el presente proyecto el objetivo fue evaluar si la estimulacion recibida durante
la cépula regulada por el macho favorece la supervivencia de estas células.
También, evaluamos si estas se diferencian al linaje neuronal o glial y si se

integran a los circuitos neuronales que modulan la conducta sexual masculina.



ll. REVISION DE LITERATURA.

2.1. LA NEUROETOLOGIA DEL RECONOCIMIENTO DE OLORES

La neuroetologia identifica las correlaciones entre las presiones de
seleccion ecoldgica y la cognicion de los animales, especificamente los efectos de
la seleccion natural y sexual (Sherry, 2006). Aunque esta ciencia se centra en el
comportamiento que los animales presentan en la naturaleza, utiliza métodos
experimentales para observar las relaciones que existen con las redes neuronales
(Kruger 2004, Nieuwenhuys 1998, Striedter de 2005, Tinbergen, 1963).

La neuroetologia examina la funcién y el significado adaptativo de la
conducta animal, especialmente la conducta social, usando modelos matematicos
para desarrollar la teoria y la investigacion empirica de campo y en el laboratorio
para poner a prueba las predicciones derivadas de la teoria (David, 2006).
Actualmente las investigaciones de la neuroetologia examina las relaciones entre
el cerebro en el contexto de los sistemas de apareamiento, la organizacion social y

la comunicacion (Revisado en David, 2006).

La conducta sexual ha sido persistentemente estudiada por disciplinas
como la biologia, la sociologia, la psicologia y la antropologia, con el objetivo de
encontrar sus causas y explicar su valor adaptativo (Muscarella y cols, 2001).
Entender el papel que cumple un proceso como la eleccion de pareja para copular
requiere, ademas de describirlo y explicarlo conductualmente, precisar los
mecanismos biolégicos necesarios para el desarrollo de las funciones
conductuales (Manrique y Gutiérrez, 2006). Uno de estos mecanismos se
relaciona con el papel que tienen algunas areas del cerebro que regulan este
comportamiento en ratas machos; como son, el bulbo olfatorio (BO), el nacleo de
la cama de la estria terminal (BNST) y la amigdala (AMG) (revisado en
Konoshenko y cols, 2012). Newman (1999) sugiere que estas areas forman un
circuito interconectado reciprocamente, y forman parte de los comportamientos

sociales en mamiferos.



El sistema olfatorio es una de las estructuras que detectan e integran la
informacién que proviene del ambiente, transmitiendo esta informacion a zonas
especificas del cerebro como el BO, el BNST, el nucleo cortical anterior de la
amigdala (ACO) la corteza entorrinal (CE), la corteza piriforme (PC) entre otras
(Shipley y cols, 1995).

A medida que los organismos se hicieron mas complejos fueron
desarrollando un sistema nervioso complejo, asi, la interaccién de la informacién
odorifera con las terminaciones nerviosas constituyeron la primera funcién de este
sistema (revisado en Hudson y cols, 2003). Cuando surgieron los invertebrados
como los anélidos (lombrices, sanguijuelas) y moluscos (calamar, ostiones,
pulpos) tanto el sistema nervioso y la conducta se hicieron mas complejas
estableciendo una comunicacion quimica (Hudson R y cols, 2003); la cual les
permite a los animales comunicarse entre ellos estableciendo una serie de

conductas como la busqueda de alimentos, la proteccion y la reproduccion.

Por ejemplo los tentaculos o antenas son estructuras que tienen células
sensoriales olfatorias que estan involucradas en la alimentaciéon y la defensa, en
los artropodos como los insectos, el olfato esta involucrado en la conducta social
(Agosta, 1992). Otro ejemplo son las polillas, las cuales detecta la informacion
olfatoria en la antena y esta sefal es llevada hacia las proyecciones centrales de
los axones de los receptores neuronales olfatorios del I6bulo antenal (Strausfeld,
1976) de esta forma los machos pueden detectar las feromonas sexuales,
respondiendo con movimientos en zigzag con direccion hacia el viento (Kennedy,
1983).

En la mayoria de los mamiferos (roedores, lagomorfos, carnivoros, etc.) el
sistema olfatorio esta bien desarrollado, aunque en primates y humanos poseen
un sistema menos complejo ya que dependen de otros sentidos como la vision y la
audicion (Keverne, 1983). En los animales que presentan un sistema olfatorio

desarrollado, éste en particular es importante para localizar y seleccionar el
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alimento, para la comunicacion, y es esencial para la conducta reproductiva
(Hudson y cols, 2003).

Algunos vertebrados terrestres poseen dos sistemas para la deteccion de
olores, el primero es el sistema olfatorio principal y el segundo el accesorio
conformado por el érgano vomeronasal (OVN) (Halpern y Martinez-Marcos, 2003).

El sistema olfatorio principal tiene receptores codificados por mas de 1000
genes (Buck y Axel, 1991), la mayoria de los receptores estan acoplados a
proteinas G, que son capaces de responder a una variedad casi infinita de olores
volatiles derivados de ambientes naturales y sociales; en caso de el sistema
olfativo accesorio, los receptores se encuentran en el érgano vomeronasal (OVN),
los receptores se dividen en dos grandes familias V1R y V2R que son codificados
aproximadamente por 300 genes (Dulac y Axle, 1995; Ryba y Tirindelli, 1997). Se
ha propuesto que estos son capaces de responder tanto olores volatiles como no
volatiles (revisado en Keverne, 2004). El OVN envia la informacion directamente a
las estructuras del sistema limbico del cerebro que son importantes para el
desarrollo y la expresion de conductas primarias como la agresion (Papes y cols,
2010) (Fig. 1) asi como comportamientos que requieren activacion de las vias

neuroendocrinas implicadas con la reproduccion (revisado en Keverne, 2004).
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Fig.1 Vista sagital del cerebro de un roedor, en el cual se muestran los dos sistemas olfatorios: el
sistema olfatorio principal (Main; lineas continuas) y el sistema olfatorio accesorio (Accessory;
lineas discontinuas) dirigiéndose hacia el hipotalamo (H) y hacia regiones relacionadas. El bulbo
olfatorio tiene conexiones con el hipotdlamo para la percepcién y la emocidn; con el sistema
limbico y el tronco cerebral para el comportamiento reproductivo y con la hipdfisis coordinando
las funciones endocrinas (Modificada de Shepherd, 2006).

A pesar de que ya se conocia que las sefales olfativas estaban
relacionadas con el comportamiento sexual, no fue hasta 1975 (Powers y Winans,
1975) que se estudia la funcién del OVN. Los primeros estudios sobre el OVN
mostraron que es importante para la expresion de la conducta sexual en hamster.
Por ejemplo en el macho, la exposicion a una hembra sexualmente receptiva
(estro) le induce patrones de coépula. Si a los machos se les lesiona la mucosa
olfativa no se observan efectos importantes sobre la copula; sin embargo, lesiones
de ambos sistemas eliminan completamente el cortejo y la actividad sexual
(Winans y Powers, 1977).

En general se cree que el reconocimiento de la pareja implica la via
olfatoria principal, lo cual se ha demostrado en hurones, cerdos, monos y roedores
(revisado en Hudson y cols, 2003). Existe un segundo componente que es el OVN
para el reconocimiento del comparfiero, especificamente para la busqueda del
individuo, y este reconocimiento individual es importante para formar una relacién
estrecha, asi como evitar la endogamia y el bloqueo de la prefiez (revisado en

Hudson y cols, 2003). También se ha postulado que este sistema, a través de sus
6



conexiones estrechas con el hipotalamo, es la principal via para producir cambios
neuroendocrinos que participan en la aceleracion de la pubertad, la induccion del
estro (receptividad sexual), y el bloqueo de la prefiez, asi como los aumentos de
testosterona en los machos por la exposicion a la orina de hembras en estro
(Cohen-Tanoudji y cols, 1989). De esta forma el sistema olfatorio es una
estructura que se ha especializado en la deteccion de componentes quimicos que
regulan una gran variedad de funciones. Uno de los componentes quimicos que

mas utilizan las especies son las feromonas.

Las feromonas son sefiales quimicas que son usadas para la
comunicacion entre conspecificos (ver revision Kaupp, 2010); modulan la conducta
social de los animales, tales como el comportamiento reproductivo, la dominancia
social, la agresion y la unién de una madre con su cria (ver revision Shepherd,
2006). Una feromona de atraccion sexual es la afrodisina, que es una proteina de
17 kDa que se encuentra en los fluidos vaginales de la hembra en el hamster, la

cual induce la monta en los machos (Briand y cols, 2004).

Stern (1969) demostré que las ratas machos prefieren los olores de
hembras en estro que el de hembras en anestro. Estos estudios muestran la
importancia de la distincién de olores sexuales en el ambiente natural. Por ejemplo
en especies mondégamas el poder distinguir a la hembra receptiva después de la
copula puede servir para establecer lazos entre parejas. Por otro lado Carr y
colaboradores (1965) reportaron que el contacto sexual es necesario para la
eleccion de pareja; al aparecer esto indicaria que el significado de los olores forma

una asociacion entre individuos en particular.

Una conducta importante para la sobrevivencia en los conejos es la que
despliegan las crias al buscar el pezon de la madre. Los conejos tienen una
extrema forma de cuidado materno, realizando visitas a las crias de tan solo 4 a 5
minutos por dia, este es el Unico tiempo que las crias pueden alimentarse. Durante

este periodo las crias tienen que ser muy habiles para poderse alimentar, las crias
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son guiadas por la feromona del pezén que se encuentra tanto en la madre como
en la leche (Hudson y Distel, 1986). Este es otro claro ejemplo en donde la
participacion del olfato es importante para el procesamiento de la informacion del

ambiente.

Con respecto al hipocampo se ha reportado que es una estructura que
esta involucrada en la consolidacion y recuperacion de la memoria; esta estructura
tanto envia como recibe informacion del sistema olfatorio, del sistema estriatal, del
sistema limbico (corteza entorrinal) y de las estructuras corticales. Esta extensa
conectividad a lo largo del hipocampo consolida la informacion olfatoria de un

evento como es la respuesta emocional (Arisi y cols, 2011).

El hipocampo es una estructura plastica que depende de la estimulacion
que recibe el organismo, en el adulto incorpora neuronas nuevas. Se ha
demostrado que este proceso de neurogénesis incrementa con la actividad
reproductiva. Por ejemplo Ormerod (2003) en ratones de la pradera muestra que
aumenta la proliferacion celular en el giro dentado del hipocampo en sujetos con
actividad reproductiva en comparacion con los no activos sexualmente; este
estudio demuestra que la neurogénesis en el hipocampo esta influenciada por el

estado reproductivo.

Varios estudios han demostrado que las neuronas granulares del giro
dentado tienen mayor tasa de sobrevivencia cuando la rata realiza actividades
relacionadas con el aprendizaje (Gould y cols, 1999) en comparacion con las ratas
tratadas con un agente citostatico (para reducir el nimero de neuronas jovenes),

las cuales realizan deficientemente las tareas de aprendizaje (Shors y cols, 2001).

Ademas, recientemente Ormerod (revisado en Ormerod, 2003) ha
reportado que los ratones de campo con un mayor niumero de neuronas jovenes
en el giro dentado del hipocampo retienen mejor la informacién espacial. Lo cual

les ayuda a tener una mejor ubicacion espacial y asi poder regresar a una
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madriguera en la cual se encuentre una hembra con la que habia copulado

anteriormente.

Otros estudios con ratones de la pradera (Microtus pennsylvanicus) han
demostrado que en condiciones naturales el territorio de los machos es mas
grande que el de las hembras (Gaulin y FitzGerald 1986). Los machos tienen una
mejor aptitud espacial que las hembras (Gaulin y FitzGerald, 1986), lo cual les
confiere una ventaja adaptativa; puesto que al tener un mayor area de recorrido
puede visitar varias madrigueras y frecuentar a las hembras preferidas, en
comparacién con los machos que tienen menos capacidad espacial (Spritzer y
cols. 2005). Por otro lado las hembras que son visitadas con méas frecuencia

tienen mayor posibilidad de quedar gestantes (Spritzer y cols, 2005).

Los ratones de campo (Microtus pinetorum Pine) y los ratones de la
pradera (Microtus ochrogaster), a diferencia de la mayoria de los roedores, son
mondgamos. Los machos de estas especies suelen asociarse con una hembra
durante la reproduccion y posteriormente proveen cuidado paterno (Fitzgerald y
Madison, 1983). Se ha reportado que no existen diferencias en cuanto a la
capacidad espacial en estos dos tipos de roedores (Gaulin y cols, 1990). Todos
estos ejemplos demuestran que el olfato junto con el hipocampo son estructuras

importantes en la seleccion de pareja.

El sentido del olfato es la fuente de informacion sobre el medio externo de
muchas especies, como o hemos mencionado anteriormente es importante para
la busqueda de alimento, pareja y habitat, las cuales estan relacionadas con su
supervivencia. El BO es una de las principales estructuras donde la neurogénesis

persiste en el cerebro adulto de los mamiferos (Ming, 2005).

En el bulbo olfatorio principal (BOP) la neurogénesis es importante en el
aprendizaje, memoria olfativa a largo plazo y en la discriminacion de olores

sociales en el raton (Lazarini y cols, 2009; Sakamoto y cols, 2011). En el ratdén
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hembra la exposicibn a camas impregnadas con orina de machos incrementa la
sobrevivencia de las células nuevas (Oboti y cols, 2009). Se ha demostrado que
en ratones hembras, al exponerlas a olores de orina de un macho puede acelerar
el periodo estral, dando lugar a la pubertad temprana, asi mismo, el solo hecho de
gue las hembras se expongan a olores de orina de un macho distinto del que la
gestod, es capaz de inducir la interrupcion de la implantacién del embrion, efecto
gue se conoce como efecto Bruce (Bruce, 1966). Esto sugiere que el sistema
olfatorio es importante para la deteccion de olores sexualmente relevantes y es
capaz de iniciar conductas dependientes de olores, como la conducta reproductiva
(Shipley, 2004).

2.2. LA CONDUCTA SEXUAL
La conducta sexual es fundamental para la supervivencia de la especie,
sin embargo para el individuo esta conducta no tiene otro propdésito mas que su

propia ejecucion (Agmo, 1999).

Algunos animales responden a una variedad de estimulos internos y
externos que desencadena el propio deseo sexual. La capacidad para que el
animal responda a estos estimulos requiere no solo de mecanismos innatos, sino
también que el animal reconozca a los estimulos predictores para la cépula

(James y cols, 2001).

En la conducta sexual de los mamiferos se pueden identificar dos
componentes: el primero precopulatorio o motivacional, lleva al sujeto a la
bausqueda y al inicio de la interaccion con la pareja sexual y el segundo
consumatorio o de ejecucion (Beach, 1967). Las conductas precopulatorias duran
desde unos cuantos segundos, minutos o incluso horas dependiendo de la
especie y de la experiencia sexual previa. En la rata estas conductas consisten
basicamente en el olfateo de la region perineal, la exploracion genital y el aseo del

compafiero (Fig. 2) (Hlifiak, 1986). Las hembras emiten sefiales de atraccion como
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pequefios saltos, movimientos en zig-zag y movimientos repetidos de orejas
(Erskine, 1989).

Durante este periodo los roedores de ambos sexos pueden emitir
vocalizaciones ultrasonicas de 50 kHz (Beyer y Barfield, 1978; Pomerantz y
Clemens, 1981). Dichos sonidos tienden a aumentar la excitacion de la parejay la
propia excitacién del animal emisor (Knutson, 2002), en algunos casos el macho
marca con orina su territorio (Meisel y Sachs, 1994). Asi mismo, se ha demostrado
gue si la estimulacién producida por el compafiero durante la fase precopulatoria
no es la adecuada es muy probable que la cépula no se lleve a cabo (Paredes y
Agmo, 1989). De esta forma los trabajos de HIifidk y colaboradores (1986)
demostraron que la transicion de la fase precopulatoria a la copulatoria es un
aspecto importante no solo de la potencia sexual temporal del macho sino también
de su potencia sexual permanente, esta transicion parece ser clave en la

interaccion sexual.

Acercamiento Inspeccién genital

Fig. 2. Conductas precopulatorias las cuales pueden duran desde unos cuantos segundos, minutos
o incluso horas dependiendo de la especie y de la experiencia sexual previa. En la rata estas
conductas consisten basicamente en el olfateo de la region perineal, la exploracion genital y el
aseo del compaiiero.

Las conductas consumatorias 0 de ejecucion consisten de una serie de
patrones estereotipados que pueden identificarse facilmente en: A) monta; en este
patron el macho se posa sobre la parte posterior de la hembra y realiza una serie
de movimientos pélvicos, no se presenta insercibn peneana y su patrén de

desmonta no es estereotipado (Fig., 3). En ocasiones esta conducta puede ir
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seguida por el acicalamiento genital (Hull y cols, 2002). La monta esta asociada
con un aumento en la presion intracavernosa. En la monta la presion
intracavernosa es de 35 mmHg (mmHg, unidad de presion arterial) (Giuliano y
cols, 1994). B) intromision, ocurre durante una monta, el pene se inserta en la
vagina de la hembra, ademas de exhibir inicialmente los movimientos propios de la
monta, la desmonta difiere por tratarse de un movimiento pélvico intenso, con una
duracién de 200 a 300 milisegundos (Beyer y cols, 1981) seguido por una brusca
retirada (Fig. 3), después de la cual el macho puede lamerse el pene (Hull y cols,
2002). Se ha reportado que el pico de la presién del musculo intracavernoso
durante la intromision es de 700 mmHg y su duracién al igual que en la monta es
de 3 segundos (Bernabé y cols, 1999) y C) eyaculacion; se presenta después de
aproximadamente 8-10 intromisiones, se caracteriza por ser intromisiones que
terminan en movimientos repetidos de los miembros anteriores (Fig. 3). La
penetracion es de una duracion mas larga (750-2000 milisegundos) y la desmonta
es muy lenta (Beyer y cols, 1981). La eyaculacion es una fuerte expulsion de
liquido seminal y espermatozoides desde el cuerpo del macho. La expulsién del
esperma generalmente se acompafia por contracciones espasmodicas de la
musculatura esquelética, principalmente de los miembros anteriores y posteriores,
asi como de los musculos estriados de la region perineal, que incluyen al
isquiocavernoso, al bulbo esponjoso y al esfinter anal (Holmes y cols, 1991).
Después de la eyaculacion el patron de desmonta no es estereotipado y por lo

general es seguido de acicalamiento genital (Hull y cols, 2002).

12



Monta Intromision Eyaculacién

-~

e, 7

‘4

Serie copulatoria

Fig. 3. Conductas consumatorias o de ejecucidon, la cual consiste en una serie de patrones
estereotipados que pueden identificarse facilmente en: monta, intromision y eyaculacidn.

Al conjunto de patrones sexuales que presenta un macho desde que entra
en contacto con la hembra en estro (sexualmente receptivas) hasta que eyacula
se le denomina serie copulatoria. Después de terminar una serie copulatoria se
presenta un intervalo de 4 a 5 minutos en el que el macho no responde a una
nueva estimulacion sexual, a este periodo se le ha denominado intervalo
posteyaculatorio (IPE) (Larsson, 1956). Este comprende dos fases: una larga
denominada “periodo refractario absoluto”. En ratas, este dura entre 5-8 minutos
después de una primera eyaculacion y aumenta con cada eyaculacién sucesiva.
Este periodo abarca el primer 75% de la duracion del IPE, se caracteriza porque el
macho no tiene actividad sexual (Sachs y Bialy, 2000) y emite vocalizaciones
ultrasénicas a 22kHZ (Barfield y Geyer, 1975).

La segunda fase es mas corta y corresponde al “periodo refractario
relativo”, no es acompanado por vocalizaciones. Durante este tiempo el macho
monta a la hembra si esta lo estimula adecuadamente (Beach y Holz-Tucker,
1949; Zucker y Wade, 1968). Después del IPE, las ratas macho reanudan la
conducta sexual. Los ratones reanudar su actividad sexual después de 1-24 horas,
dependiendo de la cepa, mientras que en los hamsteres tienen un IPE mucho mas
corto, de unos pocos segundos a 1,5 minutos (Revisado en Burns-Cusato y cols,

2004; Hull y Dominguez, 2007; Meisel y Sachs, 1994). Conforme las series
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eyaculatorias van avanzado, la duracién de los intervalos posteyaculatorios
aumentan y el numero de intromisiones disminuye (Rodriguez-Manzo y Fernandez
Guasti, 1994).

Para que la copula se lleve a cabo es necesario, que las hembras se
encuentren sexualmente receptivas. La receptividad se manifiesta de distintas
formas segun la especie, pero en todos los casos implica la adopcion de una
postura que facilita la insercién y permanencia del pene dentro de la vagina y
como consecuencia, la eyaculacién dentro de ella (Morali y Beyer, 1979). En la
rata se presenta la respuesta de lordosis, la cual consiste en una dorsiflexion de
forma que la cabeza y el periné se encuentren elevados y la cola desviada hacia
un lado (Blaustein y Erskine, 2002).

Se ha reportado que la experiencia sexual facilita la copula. Larsson
(1956) y posteriormente Dewsbury (1969) demostraron que la experiencia sexual
en la rata macho permite que la conducta sexual se despliegue con mayor
facilidad y en menor tiempo. Se reportd que la latencia de monta, intromision y
eyaculacion disminuyeron con respecto a ratas machos que no tuvieron
experiencia previa. Resultados similares se han reportado en ratones (McGill,
1962b), gatos (Michael, 1961), y conejillos de indias (Valenstein y Goy, 1957).
Ademas McGill (1962a) describié que el niumero de montas dirigidas hacia la

cabeza de la hembra disminuyo con la previa experiencia sexual.

La expresion de la conducta sexual masculina es modulada por factores
neuronales, hormonales y sistemas de neurotransmisores. Las hormonas y los
neurotransmisores acttan principalmente a nivel del sistema nervioso central para
controlar la conducta sexual y el sustrato neuronal permite o inhibe la liberacion de
estos. Por lo anterior en el siguiente capitulo describiré brevemente las estructuras

neuronales mas importantes en el control de la conducta sexual masculina.
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2.3. SISTEMA OLFATORIO

Las diversas especies de mamiferos emplean preferentemente algunos
de sus sentidos para poder detectar y elegir a su pareja sexual. Los roedores
utilizan con este fin principalmente al sentido del olfato.

El sistema olfatorio es mas que un simple receptor de olores, es un
activador y sensibilizador de otros sistemas neuronales, sobre todo de aquellos
gue constituyen el substrato de patrones de conducta emocional (Noback y
Demarest, 1975).El sistema olfatorio es importante para la interaccion de los
roedores con su medio externo. Las sefiales quimiosensoriales son traducidas en
la mucosa olfatoria y en el 6rgano vomeronasal (OVN) y se transmiten al BO. La

importancia de las sefiales quimiosensoriales varian entre las especies.

Para la expresion de la conducta sexual se requieren de estimulos
olfatorios quimiosensoriales sexualmente relevantes, como las feromonas (Keller y
cols, 2006), por lo que el sistema olfatorio juega un papel primordial, siendo crucial
para la provision de alimentos, apareamiento, cuidado materno, detencion de

predadores y muchos otros aspectos del comportamiento social (Valverde, 2003).

Los BO son muy prominentes en los roedores, y son el paso de la
informacion al sistema nervioso central que reciben las aferencias de los
receptores olfatorios (localizados en el OVN o en la mucosa olfatoria principal) y
procesan la informacion para poder discriminar los olores. Los BO a su vez envian
proyecciones eferentes al resto de las vias neuronales que componen los
sistemas olfatorios. Por lo tanto la funciéon de los BO es indispensable para el
procesamiento de las sefiales olfatorias, ya que es el primer relevo por el que pasa

la informacién sensorial olfatoria (Garcia-Cabral, 2008).

En la via olfatoria se encuentran tres elementos principales: la entrada de
las fibras olfatorias, que hacen contacto con las dendritas de las células mitrales y
empenachadas del BO, en formaciones especiales denominadas glomérulos
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olfatorios; los axones de las células mitrales y empenachadas forman el tracto
olfatorio lateral, que se extienden por la parte superficial del ntcleo olfatorio lateral,
que es la region mas anterior de la corteza olfatoria propiamente dicha y, por
ultimo, los axones de las células piramidales del nucleo olfatorio lateral que entran
a formar parte de la comisura anterior. El BO contiene, ademas, otras variedades
neuronales entre las que cabe destacar los granos, células carentes de axon pero
con prolongaciones provistas de numerosas espinas conteniendo vesiculas
sinapticas, las células periglomerulares con dendritas que se ramifican en el
interior de los glomérulos y axones de extension variable y las variedades de
células de axdn corto (Fig. 4) (Valverde, 2003).

Asi en el BO podemos diferenciar tres capas importantes:

Capa glomerular: en donde existe sinapsis entre los axones de las

neuronas receptoras, las dendritas de las células de proyeccion o mitrales y con
las dendritas y axones de las células periglomerulares. Todas estas conexiones
estan confinadas en una estructura esférica denominada glomeérulo, el cual mide
entre 50-100 um de diametro (Bayle y cols, 1999). La formacion de estos
glomérulos depende de la llegada de aferencias desde el epitelio (St John y cols,
2003) de las células de proyeccion (Bulfone y cols, 1998) o de la actividad
sensorial (Lin y cols, 2004). Esta organizacién no solo ocurre en mamiferos sino
gue en otras especies como es la polilla (Manduca sexta) en donde los glomérulos
se desarrollan en ausencia de las neuronas de proyeccion del l6bulo antenal
(Oland y Tolbert, 1998).

Capa mitral: esta capa esta formada por los cuerpos celulares de las
principales células de proyeccidn, células mitrales. Las dendritas principales llegan
hasta los glomérulos, donde hacen sinapsis con los axones de las neuronas
sensoriales (NSO), estas células mitrales solo tienen una dendrita apical
participando asi en un solo glomérulo. Los axones de las mitrales proyectan por la
parte ventrolateral del telencéfalo formando el tracto olfatorio lateral (Revisado en

Lopez-Mascaraque y De Castro, 2002).
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Capa granular: esta capa esta conformada por interneuronas granulares,

las cuales carecen de axon, tiene una dendrita apical la cual hace sinapsis dendro-
dendriticas con dendritas secundarias de las células mitrales y algunas
empenachadas (Revisado en Lépez-Mascaraque y De Castro, 2002). En esta
capa se destacan neuronas con forma de estrella y de gran tamafio llamadas
células Blanes (Blanes, 1898). A las cuales se les ha atribuido la funcion de

recordar olores (Pressler y Strowbridge, 2006).

Existen dos sistemas neuronales involucrados en el procesamiento
olfatorio los cuales estan separados anatomicamente: el sistema olfatorio principal
(SOP) y el sistema olfatorio accesorio (SOA). Los olores no volatiles como algunas
feromonas, que requieren del acercamiento fisico por parte del roedor para ser
detectados, son procesados principalmente por el SOA. Los olores volatiles, que
pueden ser detectados a distancia, y que son muy importantes para la deteccion
de la presencia de un depredador o una pareja sexual son procesados por el SOP
(Garcia- Cabral, 2008). Actualmente se ha postulado que en el raton y en el hurén

el BOP interactua con el BOA en el reconocimiento de pareja (Baum, 2012).
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Fig. 4 Esquema de la organizacidn celular del BO. Las subpoblaciones de los axones de las neuronas
sensoriales olfatorias se muestran en color rojo, azul y morado. Las neuronas de proyeccion,
células mitrales y empenachadas extienden una Unica dendrita apical que arboriza en un
glomérulo y varias dendritas laterales en el exterior de la capa plexiforme. En los glomérulos, los
axones de las OSN hacen sinapsis con las células mitrales asi como con las dendritas
periglomerulares. La otra poblacidn principal de interneuronas son las células granulares, tienen
su soma situado en la capa granular y una dendrita espinosa apical que arboriza en la capa
plexiforme externa donde se establece sinapsis dendrodendritica con las células mitrales o
empenachadas. BO, bulbo olfatorio; OSN, neuronas sensoriales olfativas; ONL, capa del nervio
olfatorio; GL, capa glomerular; EPL, capa externa plexiforme; MCL, capa de células mitrales; IPL,
capa plexiforme interna; GCL, capa de células granulares; RMS via migratoria rostral; PG, células
periglomerulares; M, célula mitral; Gr, células granulares.

2.3.1. Descripcidn del sistema olfatorio accesorio.
En mamiferos el SOA o sistema de proyeccion vomeronasal es el
principal circuito que detecta las feromonas, las cuales puede desencadenar

respuestas fisioldgicas y conductuales (Keller y cols, 2006).

El SOA esta compuesto por una serie de estructuras: el OVN, el BOA, la
amigdala medial (AMG), el nlcleo de la cama de la estria terminal (NLET) y area
predptica medial (APM) contintio con el hipotdlamo. Este sistema detecta los

olores gracias a sus receptores localizados en el OVN, el cual se ubica
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bilateralmente en la parte superior del paladar y es llamado asi porque se
encuentra recargado en el hueso vomer (Keller y cols, 2006).

El OVN es una formacion par, situada en el tabique nasal muy cerca del
hueso vémer, en donde se localiza el conducto vomeronasal y esta conectado a la
nariz y/o cavidad bucal a través de un conducto estrecho (Doving y Trotier, 1998).
El epitelio sensorial que contiene a las neuronas sensoriales del vomeronasal
(NSVs) se encuentra en el lado medial del 6rgano, que responden a estimulos
después de un contacto fisico directo con una fuente de olor. Este mecanismo
puede variar entre las especies. En los roedores, como los hamsteres y los
ratones, el OVN se encuentra encerrado en una capsula cartilaginosa (Meredith y
O'Connell, 1979).

El SOA se encuentra involucrado en diferentes funciones reproductivas
gue incluyen la induccidén y el mantenimiento de la conducta sexual masculina
(Hull'y cols, 2002; Portillo y Paredes, 1998), los mecanismos de las feromonas que
afectan a la gestacion (Bellringer y cols, 1980), el ciclo estral (Ingersoll, 1981) y la

conducta materna (Fleming y cols, 1979).

Los estimulos detectados por el OVN son pequefias moléculas volatiles, y
actian como estimulos para las NSVs in vitro (Leinders-Zufall y cols, 2000). En los
roedores, los olores sexualmente relevantes son detectados en los receptores del
OVN, el cual a su vez transmite la informacion hacia el BOA. En estudios
utilizando la técnica de resonancia magnética funcional se ha demostrado que en
ratones anestesiados la estimulacion con orina induce cambios en la actividad

neuronal en la regién anterior del BOA (Xu y cols, 2005).

Los nervios vomeronasales son los responsables de transportar la
informacion del OVN al BOA. Estos nervios recorren la cavidad nasal, cruzan la
[amina cribosa y llegan a la mitad del BOA donde entran formando un angulo de

90° (Revisado en Alonso y cols, 2006).
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Los nervios que se encuentran en el septum entran al cerebro a través de
la placa cribiforme, estos continan a los glomérulos del BOA, localizado en la
parte dorsocaudal del BOP. Aqui estas hacen conexion con las dendritas de las
células mitrales. Asi la primera sinapsis esta localizada en los glomérulos. Una
caracteristica de las células mitrales del BOA es que elaboran dendritas en forma
de penacho, las cuales inervan con multiples axones de las neuronas sensoriales
olfatorias. Las células mitrales del BOA envian proyecciones directamente a la
capa del nucleo corticomedial ipsilateral de la amigdala; del complejo amigdaloide
las fibras corren por la estria terminal del hipotalamo ventromedial, al area
preodptica media, al nacleo premamilar, y al NLET (Fig. 7b) (Halpern y Martinez-
Marcos, 2003; Von Campenhausen y Mori, 2000; Doving y Trotier, 1998). A partir
de estas regiones, la informacion del OVN puede acceder directamente a varios
nucleos hipotalamicos regulando conductas innatas socio sexuales (Canteras y
cols, 1995; Choi y cols, 2005).

El BOA de los machos es de mayor volumen y tiene mas células mitrales
gue el BOA de las hembras (Revisado en Parra y cols, 2009). Las diferentes
sefales quimicas en machos y hembras activan diferentes subpoblaciones de
neuronas en la amigdala medial (Choi y cols, 2005). En ratones machos se mostré
gue las neuronas que responden a las sefiales quimicas de los olores de hembras
en la amigdala medial envian informacion a las areas del hipotalamo implicados
en la copula. Por el contrario, las neuronas que responden a las sefales quimicas
de olores de machos y que proyectan al hipotdlamo se ha reportado que estan
involucradas en la mediacién de la conducta de defensa y agresion. Es importante
destacar que las neuronas que responden a olores de machos envian
proyecciones a las areas del hipotalamo controlando la conducta reproductiva
(Choi y cols, 2005).

Darle una forma al BOA es complicado pero, como punto de partida, se
podria decir que tiene forma concava dividida por la mitad, con una superficie

externa cOncava y con un eje mayor orientado en sentido antero-posterior.

20



Anteriormente solo se habian realizado estudios de las proyecciones del BOA
globalmente (Scalia y Winans, 1975). Tras la descripcion de la heterogeneidad de
este sistema se han realizado estudios sobre las proyecciones de la region
anterior y posterior; por ejemplo en zariglieyas, tanto la porcidén anterior y posterior
proyectan hacia a capas superficiales de la amigdala, aunque esta uUltima también
proyecta a la amigdala medial (Halpern y Martinez-Marco, 1999).

Las neuronas sensoriales de ratas y ratones poseen cuerpos celulares
situados en las capas apical y basal del epitelio sensorial vomeronasal (Jia and
Halpern, 1996). Se ha descrito que las neuronas sensoriales que estan en la capa
apical y basal proyectan a la region anterior y posterior respectivamente del BOA
(Fig. 5) (Jia y Halpern, 1996).

Fig.5 Esquema en donde se muestra el bulbo olfatorio accesorio y las vias de los receptores (V1R,
V2R) los cuales proyectan hasta la amigdala. VNO, érgano vomeronasal; OE, epitelio olfatorio;
MOB, bulbo olfatorio principal; AOB, bulbo olfatorio accesorio; FC, corteza frontal;, GL, capa
glomerular; M/T, capa mitral; GR, capa granular; Me, amigdala; Goa-Gi2a/V1R-V2R,
proteinas/receptores. (Modificado de Martinez-Marco y Halpern, 1999).

Se han descrito dos familiar de receptores vomeronasales el V1R y V2R,
los cuales estan acoplados a proteinas G (Gj las VIR y Go las V2R). (Halpern y
Marcos Martinez, 2003). Las proyecciones de estas dos poblaciones de neuronas
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vomeronasales se dirigen al BOA. Las neuronas V1R proyectan al BOA anterior y
las V2R al BOA posterior (Stowers y cols, 2002). Las proyecciones de la parte
posterior, acaban en capas profundas de la amigdala anterodorsal y de la
amigdala medial anterior (Von Campenhausen y Mori, 2000).

Este acomodo del BOA sugiere, que estas subdivisiones funcionales
estan involucradas en el procesamiento de la informacion de feromonas
relacionadas con la conducta especie-especifica. Por ejemplo, en ratones machos,
la presencia de una hembra en diestro activa la regién anterior del BOA (Kumar y
cols, 1999), mientras que la conducta agresiva asi como la exposicion de olores
volatiles de una hembra en estro activan la region posterior del BOA. Mientras que
en la hembra la exposicién a la orina de un macho activa la region posterior del
BOA (Brennan y cols, 1999; Kumar y cols, 1999; Yoshikage y cols, 2007).

Nunez-Parra y colaboradores (2011) reportaron que la neurogénesis
puede ser diferencialmente modulada a través de la region anterior-posterior del
BOA dependiendo del tipo de estimulo social. La conducta agresiva en machos,
utilizando el paradigma residente-intruso, significativamente incrementa la
neurogénesis en el BOA en la regidn anterior en el sujeto intruso. En contraste, las
hembras que fueron expuestas a orinas de machos incrementaron la neurogénesis

en el BOA region posterior (Nunez-Parra y cols, 2011).

2.3.2. Organo vomeronasal

El OVN es una estructura quimiorreceptora fusiforme que se encuentra
bilateralmente localizado en la parte mas ventral del septum nasal. Es regulado
desde el nacimiento por los esteroides gonadales y el mantenimiento de su
morfologia depende de secrecién de hormonas durante la edad adulta (Segovia y
Guillamon, 1982). La interaccion de las feromonas con el epitelio neurosensorial

vomeronasal modifica la secrecion de hormonas esteroides, las cuales influyen en
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la pubertad, el ciclo estral, la gestacion, la conducta materna, la conducta sexual
masculina y femenina (Fleming y cols, 1979).

Se ha demostrado que los valores del volumen total del OVN (volumen
del neuroepitelio y el nUmero de receptores olfatorios) son mayores en machos
gue en hembras. Diversos estudios realizados proponen que durante el desarrollo
temprano, el OVN pasa por un proceso de diferenciacion sexual que depende de
hormonas sexuales, y la estructura de éste se mantiene durante la vida adulta por

los niveles de esteroides sexuales (Segovia y Guillamon, 1982; 1999).

El sistema vomeronasal juega un papel importante en la conducta social
incluyendo el apareamiento y la agresion (Bean, 1982b; Clancy y cols, 1984;
Stwowers y cols, 2002).

La importancia del OVN en el control de la conducta sexual masculina se
ha estudiado mediante técnicas de lesion. De esta forma, en estudios en los que
se remueve el OVN a ratas macho sexualmente expertas se observa un
incremento en la latencia de intromision, asi como una disminucion en la tasa de
intromisiones. Fuera de estas alteraciones, todos los machos que han copulado
son capaces de eyacular (Saito y Moltz, 1986). En el macho hamster la remocién
del OVN genera un déficit en la conducta sexual en animales sexualmente
inexpertos (Ballard y Wood, 2007; Powers y Winans, 1975). Por otro lado en el
raton y en el raton de campo, las lesiones del OVN disminuyen la conducta sexual
y la agresion (Clancy y cols, 1984). Después de retirar el OVN en el Lemur gris
(Microcebus murinus), un pequefio primate originario de Madagascar, se demostro
una reduccion en la intensidad de montas y en las investigaciones anogenitales
(Aujard, 1997). La eliminacion de la OVN bloquea la preferencia por los olores de
orina de hembras sexualmente receptivas, pero no afecta la atraccién sexual por

el sexo opuesto (Pankevich y cols, 2004). Tabla 1.
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Tabla 1. Efecto de lesiones en el OVN en el macho roedor.

Efectos de la lesion vomeronasal en machos de roedor

Lesion | Especie Respuesta eliminada o disminuida Autores
OVN Raton Aumento de testosterona producido por hembras | Wysocki y cols, 1983
0 Ssu orina
OVN Raton Vocalizaciones de 70 kHz a hembras o su orina Nyby y cols, 1978 *
Bean, 1982
OVN Raton Comportamiento sexual Bean y Wysocki, 1985 #
Clancy y cols, 1984a
Wysocki y Lepri, 1991*
OVN Raton Preferencia por olores no volatiles de hembra. Pankevich y cols, 2004
Sin efecto en comportamiento sexual (hembras o
machos)
OVN Raton Marcaje territorial en presencia de sefiales de Maruniak y cols, 1986
macho o de la hembra
OVN Ratén Agresidn a machos intrusos Bean, 1982
Clancy y cols, 1984a
Maruniak y cols, 1986
OVN Cobayo Investigacion de orina de hembras preferente a Beauchamp y cols, 1982*
la de machos Beauchamp y cols, 1985*
OVN Hamster Discriminacién de olores de individuos Johnston y Peg, 2000
OVN Hamster Comportamiento sexual Meredith, 1986*

# Las lesiones se realizaron el primer dia de vida.
*el efecto depende de la experiencia previa.

Adicionalmente, el sistema vomeronasal tiene conexiones directas con

estructuras del sistema limbico como el talamo, el hipotalamo y la amigdala; que

son importantes para el desarrollo y expresion de conductas sociales, parentales,

neonatales, territoriales y agresivas (Scalia y Winans, 1976).
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Fig. 6 Esquema de corte sagital de la cabeza de un hamster que muestra el érgano vomeronasal
(VNO). El nervio vomeronasal (VNN) esta constituido por los axones de las neuronas del epitelio
del érgano vomeronasal, se dirige a la porcion medial del bulbo olfatorio principal (MOB) y
finalmente llega al bulbo accesorio (AOB) (Modificado de Winans y Powers, 1977).

2.3.3. Sistema olfatorio principal

El sistema olfatorio principal (SOP) detecta sefiales quimiosensoriales
complejas. Las claves olfatorias volatiles son reconocidas por receptores
localizados en neuronas del epitelio olfatorio principal localizado en la cavidad
nasal. Estas neuronas reconocen las moléculas a través de los compuestos
guimicos y las traducen a sefiales eléctricas, las cuales son enviadas a través del
nervio olfatorio hacia el BOP. Al recibir la informacidén quimicas en los receptores,
hay proyecciones que son enviadas a los glomérulos del BOP (Kellers y cols,
2006), los cuales transmiten la informacion a las células mitrales y éstas a su vez
a las granulares (Fig. 4) dandose una retroalimentacion interna en el BO (Garcia-
Cabral, 2008).

La informacion sigue un circuito neural diferente al del SOA, ya que
después del BOP la sefial es enviada hacia regiones corticales como el nucleo
olfatorio anterior, el tubérculo olfatorio, la corteza piriforme y la corteza entorinal, y

es hasta después que la informacién llega a algunos nucleos de la amigdala y es
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ahi donde se conjunta con el SOA y es enviada por una via similar hacia el area
predptica medial (Garcia- Cabral, 2008) (Fig. 7b).

A

Fig.7 A) Esquema representativo los dos principales componentes del sistema olfatorio en los
roedores, el epitelio olfatorio (OE) envia la informacién al bulbo olfatorio principal (MOB) vy el
drgano vomeronasal (VNO) al bulbo olfatorio accesorio (AOB) (Tomada de Baxi y cols, 2006). B) Las
areas sombreadas indican las regiones del cerebro que reciben proyecciones eferentes del sistema
olfativo, a través del bulbo olfativo principal (izquierda), y del sistema vomeronasal, a través del
bulbo olfatorio accesorio (derecha). ACO, nlcleo cortical anterior de la amigdala; AOB, bulbo
olfativo accesorio; AON, nucleo olfatorio anterior; BNST, nucleo de la cama de la estria terminal;
CE, corteza entorrinal; HR, rudimento hipocampal; MEA, nucleo de la amigdala anteromedial;
MEP, nucleo de la amigdala posteromedial; MOB, bulbo olfatorio principal; Naot, ntcleo del
tracto olfativo accesorio; nLOT, ntcleo del tracto olfativo lateral; OLF EPITH, epitelio olfativo; UTO,
tubérculo olfativo; PC, corteza piriforme; PLCO, nucleo cortical posterolateral de la amigdala;
PMCo, nucleo cortical posteromedial de la amigdala; VNO, 6rgano vomeronasal (Modificado por
Knobil y Neill’s, 2006).
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Se ha postulado que la experiencia sexual facilita la activacion de los
circuitos neuronales que la controlan. Por ejemplo, es muy claro que conforme el
macho adquiere experiencia sexual la cantidad de estimulos necesarios para que
el macho eyacule se acortan (Pfeiffer y Johnston, 1994). De la misma manera, en
machos sexualmente inexpertos la lesion de las estructuras que conforman al
sistema de proyeccion vomeronasal tiene efectos mas draméticos en la alteracién
de la conducta sexual que en los machos expertos (Ballard y Wood, 2007). Por
otro lado la conducta sexual en hamster inexpertos es eliminada por completo
cuando se realiza una bulbectomia (Hull y cols, 2006). En ratas machos la
bulbectomia lateral aumenta la latencia de intromision y eyaculaciéon (Edwars y
cols, 1990).

Bergvall y colaboradores en 1991 reportaron que la anosmia periférica
reduce la conducta sexual en la rata macho. La induccién de la anosmia degenera
las neuronas del BO. Por otro lado se ha reportado que la remocion de los BO en
machos sexualmente expertos, no altera la expresion de la conducta sexual
(revisado en Hull y cols, 2002). Se ha postulado que la experiencia sexual puede
inducir cambios plasticos a nivel del sistema nervioso central que conllevan a una

facilitacion de esta conducta.

Entre los cambios plasticos que se han propuesto, destacan incrementos
en las conexiones sinapticas, en las arborizaciones dendriticas y cambios a nivel
de receptores a hormonas y neurotransmisores. Recientemente se ha explorado la
posibilidad de cambios plasticos involucrados con la generacién de células nuevas
(neurogénesis). Nuestro grupo de investigacion esta interesado en evaluar esta
posibilidad. En el siguiente capitulo describiré el proceso de neurogénesis y su
posible participacion como un mecanismo plastico en la modulacion de la

conducta sexual masculina.
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2.4. NEUROGENESIS.

El cerebro es capaz de presentar cambios, ya sean estructurales y/o
funcionales a nivel del sistema nervioso, y éstos ocurren durante la maduracion, el
aprendizaje, las modificaciones ambientales y patoldgicas (Lledo y cols, 2006),
estos cambios estan dados por la plasticidad neuronal (Gheusi y Lledo, 2007).
Esta plasticidad se ha observado en varios niveles de la organizacion neuronal,
tales como: dendrogénesis, espinogénesis, morfogénesis, neurogénesis, vesiculas
sinapticas, entre otros (Kolb, 1995).

La neurogénesis se define como la constante generacion de neuronas.
Ramon y Cajal rompid el paradigma que durante muchos afios se postuld: que
cada uno de nosotros se moria con el mismo namero de células con el que nacia
(Ramon y Cajal, 1913).

Actualmente se ha demostrado que el cerebro es capaz de generar

neuronas nuevas (Revisado en Whitman y Greer, 2009).
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Fig. 8 Zona Subventricular (ZSV) y ruta al bulbo olfatorio (BO). Representacién de un corte sagital
del raton donde se muestra una de las areas neurogénicas en el cerebro adulto, el BO ubicado en
el centro de la figura. La flecha indica la migracién tangencial de los neuroblastos (puntos
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morados) hacia el BO. Las nuevas neuronas reclutadas reemplazan continuamente a las
interneuronas locales. El panel a la derecha muestra las conexiones nerviosas dentro del BO. La
actividad de las neuronas de proyeccidon en el OB tiene lugar a través de dos poblaciones de
interneuronas: las periglomerulares (PGC) y las granulares (GC) (ambas en morado) y células de
axon corto (en rojo). El panel de la izquierda muestra el nicho neurogénico. La proliferacion tiene
lugar en las paredes del ventriculo lateral (LV), en donde las células madre (en verde, células tipo
B) se dividen para generar las células que se amplifican transitoriamente (en marrén, tipo C), que a
su vez dan origen a los neuroblastos (en morado, células tipo A) que son los que migran en la
corriente migratoria rostral (RMS en el panel inferior) hasta su destino final en el OB, donde se
diferencian en interneuronas (Modificado de Arias 2007).

Este proceso se lleva a cabo en el sistema nervioso de los organismos
durante el desarrollo (Ming y Song, 2005), la etapa juvenil y en el adulto (Gould,
2007). La capacidad de generacion de neuronas nuevas en un organismo adulto,
representa la posibilidad de que éste constante remplazo sea un mecanismo para
el mantenimiento y adaptacion del organismo, a los continuos cambios que le
rodean como un elemento de reparacion de dafio neuronal, para mejorar la
realizacion de alguna tarea o aprendizaje impuestos por el medio ambiente o el

estado interno del organismo (Lledo y cols, 2006; Gould y Gross 2002).

Los primeros informes de la neurogénesis en el adulto del sistema
nervioso central (SNC) fueron ignorados, debido a la imposibilidad de determinar
con certeza la naturaleza neuronal de las células (Levi, 1898). Los trabajos de
Altman (1962), seguido por los estudios de Kaplan y Hinds (1977), han propuesto
evidencias convincentes, de que las neuronas nuevas se agregan en regiones del
cerebro adulto: como son el BO y el giro dentado del hipocampo, también se han
encontrado indicios de formacion de neuronas nuevas en algunas otras regiones
como la neocorteza, el estriado, la corteza piriforme, la amigdala, el hipotalamo, la

sustancia nigra y el nacleo del vago (Gould, 2007).

Las primeras evidencias de neurogénesis en el cerebro adulto de
mamiferos fueron demostradas por el grupo de Altman, con el uso de la técnica de

autorradiografia por timidina-[H3], la cual consistia en la incorporacién de la
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timidina-[H3] a las células que se encontraran en la fase de sintesis de DNA en el
proceso de mitosis (Altman, 1963).

Aunque estos primeros reportes eran claros y descriptivos, no fue sino
hasta 1984 que surge la primera evidencia contundente que da credibilidad y
aceptacion dentro de la comunidad cientifica de que hay formacion de neuronas
nuevas funcionales (Lledo y cols, 2006; Gould y Gross, 2002). Gracias a los
resultados de un estudio conjunto de neuroanatomia, autoradiografia vy
electrofisiologia en canarios, se demostré que estas neuronas eran capaces de

integrarse a circuitos preexistente en el cerebro adulto (Paton y Notebohm, 1984).

Estas primeras descripciones en canarios demostraron que se generaban
por dia hasta el 1.5% de las neuronas, marcadas con [3H] timidina, en el centro
vocal superior (CVS) de los machos (Goldman y Nottebohm, 1983). El CVS es
parte de una serie de nucleos cerebrales interconectados que controlan el

aprendizaje y la produccion del canto (Brenowitz, 1997).

En estas regiones la integracion de las neuronas nuevas permite la
posibilidad de que el cerebro pueda presentar cambios, arreglos o renovaciones
funcionales y estructurales en sus circuitos neuronales. De hecho, la renovacion
celular no es meramente restaurativa, Sino que constituye una respuesta
adaptativa a los retos (Lledo y cols, 2006; Gould, 2002).

En el sistema olfatorio, las neuronas receptoras del epitelio olfatorio son
generadas continuamente durante toda la vida del individuo. Con un periodo de
vida media de unas 4 a 8 semanas, son reemplazadas por neuronas nuevas que
se originan de precursores epiteliales, denominadas células basales, localizadas
en la parte profunda del neuroepitelio olfatorio. Los axones de las neuronas
nuevas del epitelio olfatorio son capaces de crecer hasta alcanzar el BO y
establecer nuevos contactos funcionales con las dendritas de las células mitrales y

empenachadas en el glomérulo olfatorio (Halpern y cols, 1995). Esta permisividad
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para el crecimiento axonal y establecimiento de nuevas conexiones esta dada por
la presencia de un tipo especial de macroglia, la glia envolvente, Unicamente
presente en los nervios olfatorios, en la capa de fibras olfatorias y glomérulos del
bulbo olfatorio (Valverde, 2003).

La glia envolvente procede de la placoda olfatoria durante el desarrollo y
su funcién principal es envolver grupos de axones olfatorios, de tal forma que
previenen el contacto con otros tipos de glia central y la exposiciébn a moléculas
inhibitorias, por lo que se ha sugerido que esta variedad de neuroglia seria
responsable de la plasticidad y regeneracion en el BO adulto (Valverde, 2003).

En el adulto, la glia envolvente presenta un fenotipo claramente
diferenciado. Existen ciertas propiedades en comun con las células de Schwann,
glia astrocitaria y glia radial, pero la glia envolvente no pertenece a ninguna de
estas familias. La glia envolvente exhibe ciertas moléculas implicadas en la
adhesion celular y el crecimiento axonal, tales como L1 (La molécula L1 de
adhesion de célula neural se manifiesta predominantemente durante el desarrollo
de las células de Schwann y las neuronas; esta implicada en la adherencia celular,
migracion neuronal, crecimiento y evolucion axonal y la mielinizacion), laminina (es
una gran molécula glicoproteica sulfatada con un 15% de hidrato de carbono,
influye en la forma y funcidon celular, su funcién es la de anclar las células
epiteliales a la lamina densa) y N-CAM (moléculas de adhesion celular neural),
expresadas precisamente en los puntos de contacto con los axones olfatorios
(Valverde, 2003).

Durante el desarrollo embrionario, la glia envolvente participa de forma
activa en la division de fibras olfatorias y su contacto con las dendritas de las
células principales del BO, por lo que su papel en la formacién de los glomérulos

parece ser fundamental (Valverde, 2003).
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2.4.1. Proceso de neurogénesis en el BO

La ZSV se desarrolla a partir de progenitores de la eminencia ganglionar
lateral (EGL) (Bayer y cols, 1994), esta estructura es una de las principales capas
germinales durante la embriogénesis, dando lugar a la mayoria de las neuronas y
células gliales en el cerebro anterior, incluyendo a los astrocitos (Doetsch y col,
1999), las células ependimales multiciliadas (Johansson y cols, 1999) y las células

subependimales (Morshead y cols, 1994).

Hasta hace poco, se creia que la zona de germinacion en el adulto se
limitaba a la pared del ventriculo lateral hacia el cuerpo estriado (pared lateral) en
la que se observa la proliferacion postnatal. Sin embargo, la via migratoria rostral
(VMR) y parte de la pared lateral del ventriculo hacia el septum, o el cuerpo
calloso o palio, contienen células proliferantes que actian como células madre in
vitro (Doetsch y cols, 1999; Gritti y cols, 2002) e in vivo (Merkle y cols, 2007), por
lo que en conjunto estas regiones puede ser consideradas como zonas de

proliferacion.

Las neuronas nuevas que son incorporadas en el BO son generadas en la
ZSV y VMR de donde migran indiferenciadas a través de la VMR hacia el BO
donde se diferencian y se integran a los circuitos neuronales (Petreanu y Alvarez-
Buylla, 2002). La ZSV es una capa vestigial que esta organizada como una red de
cadenas de precursores neuronales y gliales que se extienden por las paredes
laterales de los ventriculos laterales en el adulto. La ZSV consta de cuatro tipos de
células: las células ependimarias que se encuentran en las paredes de los
ventriculos laterales, las células precursoras con capacidad proliferativa, los
astrocitos y las neuronas migratorias jovenes (Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo,
2002).

Las células que se generan continuamente en la ZSV, principalmente en
la region anterior, migran en direccion rostral una distancia aproximadamente de 5

a 8 mm a través de la VMR hasta finalmente llegar al BO (Doetsch y Alvarez
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Buylla, 1996) donde se diferencian alrededor del 95% en células granulares (Lled6
y Saghatelyan, 2005). La minoria se diferencian en células periglomerulares
(Bagley y cols, 2007; Brill y cols, 2008).

/‘

RMS . SVZILV

Fig. 9 Neurogénesis en el sistema olfatorio de un animal adulto. Las neuronas nacidas en la zona
subventricular (SVZ) del ventriculo lateral (LV) migran por la via migratoria rostral (RMS) hasta el
bulbo olfatorio, y se integran en el bulbo olfatorio principal (MOB) y el bulbo olfatorio accesorio
(AOB). Epitelio olfatorio principal (MOE); érgano vomeronasal (VNO) (Tomado de Kageyama y
cols, 2011).

En el sistema olfatorio, la migracion de las neuronas nuevas es extensa,
primero migran tangencialmente a través de la pared del ventriculo lateral,
ayudadas de células gliales, en especial de células ependimarias. Cuando salen
de la ZSV, comienzan a desplazarse tangencialmente por la VMR y se mantienen
unidas gracias a los astrocitos que forman la via (Fig. 10). La migracion a traves
de la VMR es un proceso unico llamado migracién en cadena en la cual los
neuroblastos migran unidos en una estructura de tubo formada por células gliales
(Gheusi y Lledo, 2007). Mas de 30,000 neuroblastos salen diariamente de la ZSV
por la VMR (Revisado en Alvarez- Buylla y cols, 2001).

Las células provenientes de la VMR se integran en las diferentes capas
que constituyen al BO, tanto el principal como el accesorio (Fig. 10). Estas células

se integran a los circuitos olfatorios previamente establecidos y se relacionan con
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la induccion, facilitacion, y la generacion de circuitos olfatorios nuevos estimulados
por alguna conducta como la eleccion de la comida o la seleccion de la pareja
(Gheusi y Lledo, 2007). El presente trabajo nos enfocaremos a la neurogénesis en

el BO por la relevancia que esta estructura tiene en la conducta sexual.

. Bulbo olfatorio

LV 48, Cc

Fig. 10 Proceso de neurogénesis en el BO. Se ilustra la migracién tangencial de las células nuevas
por la via migratoria rostral (RMS), desde su lugar de generacién: Zona Subventricular (SVZ); Via
Migratoria Rostral (RMS). En el BO, migran radialmente y se integran en la red neuronal ya
existente. LV: ventriculo lateral; Cc: cuerpo calloso.

2.4.2. Neurogénesis y conducta sexual masculina

Como ya se menciong, las primeras observaciones de neurogénesis en el
adulto se describieron en los canarios. Los machos de esta especie modifican su
canto a lo largo del afio. En la primavera (cuando inicia la época reproductiva),
cantan frecuentemente y producen un canto diferente para llamar la atencién de la
pareja y asi iniciar la reproduccién. Al final de la etapa reproductiva los machos
cantan con menor frecuencia (Nottebohm, Nottebohm y cols, 1987). Se ha
reportado que en América del Norte en el mes de enero los canarios presentan
cantos plasticos o variables, pero en los meses de octubre y noviembre tienen un
canto estereotipado, el cual coincide con la época reproductiva (Nottebohm y
Nottebohm, 1978; Nottebohm y cols, 1986).
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En canarios, se realizaron las primeras descripciones neuroanatomicas en
donde demostraban que habia formacién de células nuevas y que algunas de
éstas células eran neuronas (Nottebohm y Arnold, 1976; Nottebohm, Nottebohm y
cols, 1987; Nottebohm, 1989; Nottebohm y O"Loughlin, 1994).

Estas primeras descripciones en canarios demostraron que se generaban
por dia hasta el 1.5% de las neuronas, marcadas con [3H] timidina, en el centro
vocal superior (CVS) de los machos (Goldman y Nottebohm, 1983).

Los niveles hormonales también varian segun la estacién del afio, se ha
reportado que los niveles de testosterona son mas altos en abril y mayo, cuando
los péjaros tienen cantos variados que en septiembre y octubre cuando no lo
hacen (Nottebohm y cols, 1987). De igual manera, se ha descrito la presencia de
receptores a androgenos y estrogenos en el CVS, por lo que la sobrevivencia

neuronal durante el desarrollo esta regulada por estas hormonas (Arnold, 1992).

Otro factor que favorece la generacion de neuronas nuevas en el CVS es
la presencia de una hembra (Arnold, 1992). En el CVS de machos que cohabitaron
en la misma jaula con una hembra, se reporta un incremento en el volumen y
numero de células positivas a doblecortina (marcador de microtibulos requeridos
para la migracidon en neuronas post mitéticas) en comparacion a los machos

enjaulados con otro sujeto de su mismo sexo (Balthazart y cols, 2008).

En mamiferos, varios grupos de investigacion han demostrado que los
estimulos olfatorios incluyendo los sexualmente relevantes pueden influir en la
neurogénesis del BO (Taupin, 2005). Por ejemplo en ratones hembras la
exposicidon a olores de machos dominantes estimula la proliferacién neuronal en la
ZSV y el giro dentado, este efecto no se observa si las hembras son expuestas a
olores de ratones machos subordinados, machos gonadectomizados u olores
sexualmente no relevantes como coco o almendra (Mark, 2007). Se ha reportado

gue la sobrevivencia de las células nuevas en hembras es favorecida después de
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la exposicion a olores sexualmente relevantes y existe un incremento del 38% de
neuronas nuevas en el BO y un incremento del 47% en el giro dentado 4 semanas
después de la exposicion a olores de machos sexualmente dominantes (Mark y
cols, 2007).

En hamster machos, Huang y Bittman (2002) evaluaron si las células
nuevas que llegan al BO pueden incorporarse a circuitos neuronales preexistentes
y activarse durante la ejecucion de la conducta sexual. En sus experimentos
administraron el marcador BrdU a machos 10 dias, 3 y 7 semanas antes de
copular con una hembra sexualmente receptiva. Los investigadores cuantificaron
en el BO el numero de células nuevas (BrdU positivas) y las que se activaron
durante la copula (mediante la deteccion de genes de respuesta temprana como c-

Fos, células c-Fos positivas).

Los autores también demostraron que en hamster macho llegan células
nuevas en el BOP y BOA y estas se activaban después de la exposicion a olores
sexualmente relevantes como son el de una hembra en estro anestesiada,
secreciones vaginales de una hembra o inclusive el de un macho agresivo, siendo
el estimulo de la hembra en estro el mas efectivo. Estos resultados sugieren que
las células nuevas del BO del adulto pueden integrarse y ser funcionales en un

circuito social y sexual en el hamster machos.

En estudios mas recientes se ha encontrado que la experiencia sexual
aguda aumenta el numero de neuronas nuevas en el giro dentado del hipocampo;
sin embargo con la experiencia sexual cronica se estimula la proliferacion celular,
la neurogénesis adulta y el crecimiento de las espinas dendriticas (Leuner y cols,
2010). La exposicion aguda a la olor de un depredador trimetiltiazolina (TMT)
induce comportamiento defensivo en la rata macho, y esta respuesta se asocia
con una disminucion en la proliferacion celular en el giro dentado del hipocampo.
La experiencia sexual parece ser un factor de proteccion, ya que ejerce efectos de

tipo ansiolitico. Se ha demostrado que la experiencia sexual reduce la duracion de
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posturas de defensa. Ademéas, TMT induce un aumento significativo en la
proliferacion celular en el giro dentado, pero sélo en los machos con experiencia
sexual. Esto demuestra que existe una influencia en la experiencia socio-sexual en
la magnitud de la conducta y respuesta neuronal a estrés por olores de
depredadores (Spritzer y cols 2009).

Antzoulatos y colaboradores (2008) evaluaron si la testosterona, la
estimulacion recibida o ambas, durante la conducta sexual promueven la
proliferacion celular y la sobrevivencia de células nuevas en la amigdala y el area
preéptica medial. Realizaron dos experimentos, en el primero compararon el
namero de células positivas a BrdU en hamsteres machos castrados e intactos
gonadalmente a las 24 horas y 7 dias después de la administracion de BrdU.
Encontraron que en la amigdala posterior medial la testosterona exdgena estimulo
la proliferacion celular a las 24 horas y no observaron ningun efecto en el area
predptica media. A las siete semanas la testosterona no tuvo ningun efecto ya que
en ambas regiones se observaron escasas células. En el segundo experimento,
machos con experiencia sexual fueron probados con hembras receptivas cada
semana para determinar si la activacion neuronal facilita la sobrevivencia de
células nuevas 7 semanas después de la inyeccion de BrdU en las zonas antes
mencionadas. No encontraron diferencias significativas en la sobrevivencia celular

en ninguna de las 2 areas.

Actualmente se ha reportado que la ejecucion de la conducta sexual
incrementa la neurogénesis. Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que
cuando las ratas machos copulan regulando la interaccidon sexual se observa un
incremento en el nimero de células nuevas que se incorporan a la capa granular
del BOA 15 dias después de realizada la conducta (Portillo, 2012). También se
demostré que aproximadamente el 40% de estas células se diferencian en
neuronas. Ni en el grupo de machos que fueron expuestos a hembras receptivas
ni el grupo de los machos que no regulan la interaccion sexual y eyaculan en

promedio 2.6 veces no se observa un incremento en el numero de células nuevas;
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asi la estimulacion genital parece ser fundamental para favorecer la neurogénesis

en la capa granular del BOA en la rata macho adulta (Portillo, 2012).

El objetivo de este proyecto fue determinar si la ejecucién de la conducta
sexual, modula la neurogénesis en el BO de la rata macho adulta 45 dias
después. Ademas pretendi disecar los efectos de diferentes tipos de estimulacién
sexual como la exposicion a olores sexualmente relevantes, una y tres
eyaculaciones y coOpula en la cual el macho no controla la frecuencia de la

interaccion sexual.

38



lIl. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

3.1. HIPOTESIS
Mediante el uso de un modelo experimental de ratas machos, con previa
experiencia sexual, se propone que:
% EI mantener el control de la ejecucion de la conducta sexual masculina
favorecera la supervivencia de las neuronas nuevas en el BOP y BOA de la

rata adulta.

3.2. OBJETIVO GENERAL.
% Evaluar si la conducta sexual favorece la supervivencia de neuronas nuevas
en el BOP y BOA de la rata macho adulta y si estas neuronas nuevas se

activan durante la ejecucion de la conducta sexual.

3.3. OBJETIVOS PARTICULARES.

Evaluar si el mantener el control de la interaccion sexual incrementa el

*
o

numero de neuronas nuevas en el BO de la rata macho.

% Determinar si el mantener el control de la interaccién sexual vy si la
estimulacion sexual generada por una eyaculacion difieren en el nimero de
células nuevas en el BOP y BOA con respecto a la generada con tres

eyaculaciones.

% Determinar si la cépula no regulada influye en el nUmero de células nuevas

en el BOP y BOA de la rata macho adulta.

% Determinar si la exposicion a una hembra incrementa el numero de células

nuevas en el BOP y BOA de ratas macho adultas.
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IV.MATERIAL Y METODOS

4.1. TECNICA

4.1.1. Herramientas experimentales en el estudio de proliferacion celular y
neurogeénesis.

En 1990 la administracion de 5-Bromo-2-deoxyridina (BrdU) se introdujo
como una técnica para evaluar el estudio de la proliferacién celular en el desarrollo
del sistema nervioso (Gould y Gross, 2002). El BrdU es una halopirimidina analoga
de la timidina (anillo de desoxirribosa unido a la base pirimidinica timina) que se
incorpora a las células en division durante la fase S del ciclo celular y es utilizado
para el marcaje del nacimiento celular, monitoreo y proliferacion, ya que es un
indicador de sintesis de ADN (Gratzner, 1982) (Fig. 11).

El BrdU puede revelarse por medio de la técnica de inmunohistoquimica
utilizando anticuerpos dirigidos contra el BrdU que se ha adherido a una region
especifica del ADN donde ya se ha incorporado el analogo a la timidina. Este ha
sido el marcador principal de células mitéticas en estudios de neurogénesis en
adulto, ya que es una técnica rapida y simple de usar (Revisado en Kempermann,
2006).
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Fig. 11 Esquema de la unién del marcado exdgeno BrdU al ADN en la fase S (de sintesis) del ciclo
celular. (Modificada de Ming y Song, 2005).

4.2. SUJETOS.

Se utilizaron ratas Wistar machos entre 250-350 gr de peso. Los animales
estimulo fueron hembras de la misma cepa las cuales fueron ovariectomizadas,
para mantenerlas sexualmente receptivas se les administré benzoato estradiol 25
Mg/rata 48 antes del tratamiento con 1mg de progesterona de 4-6 horas antes de
las pruebas conductuales. El agua y el alimento fue ad- libitum y los animales se
mantuvieron en ciclo de luz-oscuridad invertido. Los machos que conformaran los
grupos que copularon (copula regulada por la hembra, 1 eyaculacién y 3
eyaculaciones) realizaron un entrenamiento el cual consistié de tres pruebas de

conducta sexual hasta eyacular con hembras receptivas.

4.3. DISENO EXPERIMENTAL.
Se obtuvo un grupo de 40 machos los cuales se dividieron aleatoriamente
en los grupos experimentales y control (Fig. 12). Para las pruebas conductuales en

un inicio se obtuvieron 10 machos y se tomaron aleatoriamente 8 sujetos.
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Grupo control.

Las ratas de este grupo no tuvieron contacto con ninguna hembra. Los
machos fueron colocados en la caja de coépula durante 60 minutos la cual
permanecio libre de olores; el aserrin que se utilizé para esta prueba fue estéril y
limpio. El dia del sacrificio (dia 45), los machos realizaron la misma tarea
conductual y se sacrificaron 30min después de la prueba.

Grupo |. Exposicion a una hembra receptiva (EO).

Las ratas de este grupo permanecieron, durante 60 minutos, en la caja de
copula dividida en dos compartimentos por una lamina de acrilico. Esta separacion
tiene orificios de 1cm de didmetro, lo cual permiti6 que el macho estuviera
expuesto a los olores, sonidos y estimulacion visual de una hembra sexualmente
receptiva, pero no que exista contacto fisico entre ellos. El dia del sacrificio (dia

45) se realiz6 la misma conducta y se sacrificaron 30min después de la prueba.

Grupo II. Copula regulada por la hembra (CRh).

Los machos se colocaron en la caja de cépula con una division que
genera dos compartimentos. Esta division posee un orificio de 7 cm de altura y
4cm de ancho, el cual Unicamente pudo ser atravesado por las hembras al tener
un tamafo menor que el macho. Esto permitio a la hembra regular la interaccion
sexual. Las ratas permanecieron en la caja durante 60 minutos. El dia del sacrificio
(dia 45) se realiz6 la misma conducta y se sacrificaron 30min después de la

prueba.

Grupo lll. Cépula regulada por el macho hasta eyacular una vez (CRm1).

A los machos se les permitié regular la interaccién sexual. La prueba
finalizé cuando el macho eyacul6 una vez. El dia del sacrificio (dia 45) se realizé la
misma conducta y se sacrificaron 30min después de la prueba.

Grupo IV. Copula regulada por el macho hasta eyacular tres veces
(CRm3).
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Los machos copularon libremente con las hembras sexualmente
receptivas. La prueba terminé cuando el macho eyacul6 tres veces. El dia del
sacrificio (dia 45) se realizé la misma conducta y se sacrificaron 30min después de

la prueba.

Fig. 12 Fotografias de los grupos experimentales. A) grupo control; donde los machos no tuvieron
contacto hembras por 60 min; B) grupo exposicidn, en la caja se observa la divisidn con orificios en
donde el macho solo puede ver, oler y escuchar a la hembra sexualmente receptiva; C) grupo de
copula regulada por la hembra, se observa una divisién con un orificio por donde la hembra puede
moverse de un compartimento a otro; de esta forma el macho no controla la interaccién sexual D)
grupos de copula regulada por el macho, la caja no tiene divisiones de esta forma la rata macho
regula las interacciones sexuales.

4.3.1. Prueba de conducta sexual masculina.
Las pruebas conductuales se realizaron en cajas de acrilico con las

siguientes dimensiones: 62 cm de ancho, 29 cm de altura y 42 cm de profundidad.

El piso de la caja permanecié cubierto con aserrin, el cual se cambio
entre cada prueba conductual. La hembra sexualmente receptiva fue introducida a

la caja 5 minutos antes de colocar al macho. En estas pruebas se registro el
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namero y latencia de montas, intromisiones y eyaculaciones, el intervalo inter-

intromision; asi como el intervalo post- eyaculatorio.

4.3.2. Administracion de Brdu.

El marcador de sintesis de DNA BrdU (Sigma, St. Louis, USA en 0.9%
NaCl) se inyectd intraperitonealmente en una concentracion de 100mg/kg, en tres
tiempos, siguiendo el siguiente esquema: la primera se realiz6 una hora antes de
la prueba conductual, el segunda fue inmediatamente después de que finalizé y
una tercera dosis fue una hora después del término de la prueba conductual (fig.
13).

'
Dial
1 Hr. Antes de la Inmediatamente Alos 45 dias
. prueba después de la prueba 60 min.
Prueba
Brdu Conductual Brdu BrdU Sacrificio

Total: 300 mg/Kg
7 b ¢ ~ ¥y
S N A
‘s L -t S

Fig. 13 Esquema del método utilizado para la administracion del marcador de sintesis de DNA
BrduU.

4.4. HISTOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA.

Las ratas macho fueron sacrificadas 45 dias después de la administracion
del BrdU y 30 minutos después de haber realizado la prueba conductual. Los
animales fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital, 2ml por rata
(Cheminova, México DF). En seguida se perfundieron via intracardiaca con
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1M y paraformaldehido (PF) al 4%.

Los cerebros fueron removidos y se mantuvieron durante una hora en PF,
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posteriormente se cambiaron a una solucion de sacarosa al 30% donde
permanecieron hasta ser cortados. Se realizaron cortes del BO, los cortes fueron

sagitales de 30 um de grosor en el microtomo de congelacion.

4.4.1. Técnica de inmunohistoquimica para BrdU.

Para detectar el nUmero de células que incorporaron el marcador BrdU se
realiz6 una inmunohistoquimica por la técnica de flotacion (Arzate y cols, 2012;
Corona y cols, 2011). Los tejidos se lavaron en una solucion amortiguadora de
fosfatos (TBS) y se incubaron en 2N HCI durante 60 minutos, este proceso abre
poros en la membrana nuclear, lo cual permite que el anticuerpo contra BrdU
llegue hasta el ADN. El bloqueo de sitios inespecificos se realizé incubando los
tejidos durante 15 minutos con albimina bovina y Triton-X (Tx 0.3%). La
incubacion con el anticuerpo monoclonal anti-BrdU (1:2000) (BD Bioscience) fue
por 16 horas a 4°C. Consecutivamente los tejidos se prepararon durante 1 hora
con lavados de TBS, albumina bovina (1%) y Tx (0.02%) para después incubarlos
con el anticuerpo secundario biotinilado anti-raton IgG (1:500) (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) durante 2 horas. Después se lavaron varias veces y
se incubaron con el complejo AB (complejo de avidina biotina) en 0.32% de Tx
(Vector Laboratories, Burlingame, CA), por 90 minuto y la inmunoreaccion se
reveldé con diaminobenzidina (DAB, Sigma). Los cortes se montaron en laminillas

gelatinizadas utilizando Permount para cubrirlas.

4.4.2 Técnica de inmunofluorescencia para BrdU/NeuN.

Para determinar si estas células nuevas se diferencian al linaje neuronal
se realiz6 un doble marcaje con BrdU y NeuN (proteina nuclear especifica de
neuronas) siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Los tejidos se incubaron
durante 16 horas a 4°C los anticuerpos primarios: monoclonal anti-BrdU de rata
(1:800, AbD SeroTeC) y anticuerpo monoclonal anti-NeuN de raton (1:250
MILLIPORE). Posteriormente el tejido se incubd en anticuerpos secundarios: anti-

rata 1gG Alexa Fluor 488 (1:1250, Invitrogen) y anti-ratén IgG Alexa Fluor 568
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(1:1250, Invitrogen). Los cortes se montaron en laminillas no gelatinizadas
utilizando AQUAMONT (Polysciences, Inc) para cubrirlas.

4.4.3 Técnica de inmunofluorescencia para BrdU/GFAP.

Para determinar si estas células nuevas se diferencian al linaje glial se
realizé un doble marcaje con BrdU y GFAP (proteina gliofibrilar 4cida) siguiendo el
protocolo descrito anteriormente. Los tejidos se incubaron durante 16 horas a 4°C
en anticuerpo monoclonal anti-BrdU de rata (1:800, AbD SeroTeC) y anticuerpo
monoclonal anti-GFAP de conejo (1:500 MILLIPORE). Posteriormente se
incubaron en los anticuerpos secundarios: anti-rata IgG Alexa Fluor 488 (1:1250,
Invitrogen) y anti-conejo IgG Alexa Fluor 568 (1:1250, Invitrogen). Los cortes se
montaron en laminillas no gelatinizadas utilizando AQUAMONT (Polysciences, Inc)

para cubrirlas.

4.4.4 Técnica de inmunofluorescencia para BrdU/NeuN/c-Fos.

Para determinar si estas células nuevas se diferencian al linaje neuronal y
si se activan durante la coOpula se realiz6 un triple marcaje con BrdU, NeuN
(proteina nuclear especifica de neuronas) y c-Fos (gen de activacion temprana)
siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Los tejidos se incubaron durante 16
horas a 4°C en los anticuerpos primarios monoclonal anti-BrdU de rata (1:800,
AbD SeroTeC), anticuerpo monoclonal anti-NeuN de ratén (1:250, MILLIPORE),
anticuerpo monoclonal anti-c-Fos de conejo (1:250, Santa Cruz). Posteriormente
los tejidos se incubaron en los anticuerpos secundarios: anti-rata IgG Alexa Fluor
488 (1:1250, Invitrogen), Cy3 raton (1:1000, Jackson Immuno Research) y Cy5
conejo (1:500, ZYMED). Los cortes se montaron en laminillas no gelatinizadas

utilizando AQUAMONT (Polysciences, Inc) para cubrirlas.
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4.5. ANALISIS DE IMAGENES Y CUANTIFICACION DE CELULAS.

4.5.1. Anédlisis de imagenes y cuantificacion de células inmunoreactivas a
BrdU.

La cuantificacién de las células positivas a BrdU se realiz6 en el BOP y
BOA. Se trabaj6o Unicamente con el hemisferio derecho ya que no existe evidencia
de que existan diferencias con respecto a la neurogénesis del BO entre
hemisferios (Diaz y cols, 2009). El analisis cuantitativo de las células se realiz6
utilizando el software Image Pro Plus 6.1, se obtuvieron imagenes de 10X de los
cortes previamente seleccionados para el conteo (6 cortes por sujeto) del BOA y
BOP.

Para la cuantificacion de las células que incorporaran el marcador BrdU
en el BOA, se delimitd un area de conteo utilizando 6 circulos de 200um de
diametro cada uno, que fueron colocados sobre en la region anterior y posterior de
las capas de estudio (capa glomerular, mitral y granular). El area delimitada para
la cuantificacion de las células fue constante para cada corte analizado. En total se

cuantificaron 4 cortes de cada animal, de los 5 grupos (fig. 14).

En el caso del BOP, la cuantificacion de las células que incorporaron el
marcador BrdU se delimito utilizando tres circulos de 400 um de diametro cada
uno, los cuales fueron colocados sobre las capas de interés (capa glomerular,
mitral y granular). El area delimitada para la cuantificacion de las células fue
constante para cada corte analizado. En total se cuantificaron 3 cortes de cada

animal, de los 5 grupos (fig. 14).
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Fig. 14 Esquema representativo de un corte sagital del BO de una rata adulta, en donde se muestra
el 4rea de cuantificacién de células BrdU positivas en el BOP (circulos de 400 um de diametro),
BOA (circulos de 200um de diametro) en la regidn anterior y posterior de la capa glomerular (CGL),
mitral (CMI) y granular (CGr), MOB (bulbo olfatorio principal), AOB (bulbo olfatorio accesorio)
(Modificado de Corona, 2011).

4.5.2. Analisis de imagenes y cuantificacion de células inmunoreactivas a
BrdU/NeuN; BrdU / GFAP y BrdU / NeuN / c-Fos.

La cuantificacion de las células positivas BrdU / NeuN, BrdU / GFAP y
BrdU / NeuN / c-Fos se realiz6 en el BOA en la capa granular, ya que fue en
donde se observo el incremento de células positivas a BrdU. Se obtuvieron
imagenes de 20X con el microscopio confocal Zeiss LSM510. El analisis
cuantitativo de las células se realizo: utilizando el software AimimageExaminer

(Compariia Zeiss LSM).

Para la cuantificacién de las células que incorporaran los marcadores en
el BOA, se delimité un area de conteo utilizando dos cuadrados de 450um
x450um, que fueron colocados sobre la capa granular del BOA. El area delimitada
para la cuantificacién de las células fue constante para cada corte analizado. En

total se cuantificaron 2 cortes de cada animal, del grupo control y CRm3 (fig. 15).
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Fig. 15 Esquema que representa un corte sagital del BO de una rata adulta, en donde se muestra el
area de cuantificacion de células BrdU/NeuN, BrdU/GFAP, BrdU/GFAP/c-Fos en el BOA (450um x
450um) en la capa granular (CGr) del BOA. MOB (bulbo olfatorio principal); AOB (bulbo olfatorio
accesorio) (Modificado de Corona, 2011).

4.6. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos obtenidos de las pruebas de conducta sexual como son el
namero y la latencia de monta, intromision y eyaculacion fueron analizados
utilizando la prueba Kruskal Wallis, debido a que los datos no pasaron la prueba
de homogeneidad de varianza, en caso de diferencias significativas se utilizo la

prueba Post-Hoc de Tukey.

Los datos del numero de células inmunoreactivas a BrdU del BOP, el
BOA region anterior y posterior y el ndmero de células inmunoreactivas a
BrdU/NeuN, se analizaron utilizando la prueba analisis de varianza (ANOVA) de
una via. Los datos del numero de células inmunoreactivas a BrdU/GFAP y
BrdU/NeuN/c-Fos no tuvieron una distribucion normal y por lo tanto se analizaron

mediante la prueba no paramétrica Kruskal Wallis.
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V. RESULTADOS

5.1. ANALISIS DE DATOS CONDUCTUALES.

5.1.1. Prueba de conducta sexual masculina.

En las pruebas de conducta sexual masculina realizadas durante el
entrenamiento, en el grupo CRh la latencia de intromision fue mas larga que el
grupo CRm3 (K-W: x (2)2 =7.81, p=0.02, n;= 10). No encontramos diferencias
significativas en el numero de montas (K-W: x(2)2 = 0.072, p=0.96, n,;= 10),
namero de intromisiones (K-W: x(2)2 = 0.77, p=0.67, n;= 10), latencia de monta
(K-W: x(2)2 = 5.78, p=0.056, n;= 10), latencia de eyaculacion (K-W: x(2)2 = 3.32,
p=0.19, n;= 10), intervalo post-eyaculatorio (K-W: x(2)2 = 0.53, p=0.76, n;= 10) e
intervalo inter-intromision (K-W: x(2)2 = 5.73, p=0.057, n1= 10). Tabla 2.

Tabla 2. Pruebas de conducta sexual masculina durante el entrenamiento. CRh, cépula regulada
por la hembra; CRm1, cdpula regulada por el macho hasta eyacular una vez; CRm3,
copula regulada por el macho hasta eyacular tres veces. Los datos se expresan como la
media terror estandar. Los datos fueron analizados mediante la prueba Kruskal Wallis,
en caso de diferencias significativas se utilizd la prueba post-hoc Tukey.

CRh CRm1 CRm3
Numero de monta 12.30+3.14 9.90+1.42 13.30+3.38
Numero de intromisiones 15.30+ 1.81 16.50+ 1.37 14.90 £ 2.42
Latencia de monta 154.50 + 35.74 76.70 £ 15.12 51.10 £ 10.89
Latencia de intromisién 196.30 + 37.27 109.90 + 18.06 66.00 £17.03

Latencia de eyaculacién

Intervalo post-
eyaculatorio.

Intervalo Inter-
Intromisién

932.20 + 189.64
361.80+17.74

59.14+7.50 *

512.70 + 53.67
408.50 + 37.80

33.72+3.12

769.80 + 178.05
380.70 + 25.58

46.21 +11.09

* Diferente de CRm3 en el mismo pardmetro analizado. p<0.05
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Los datos de las pruebas de conducta sexual el dia en que a los animales
se les administré el BrdU muestran que en el grupo CRh el intervalo inter-
intromision fue mas lago que el grupo CRm1 (K-W: x (2)2 = 9.96, p=0.007). No se
encontraron diferencias significativas en el numero de montas (K-W: x(2)2 = 1.87,
p=0.39), niumero de intromisiones (K-W: x(2)2 = 5.71, p=0.058), latencia de monta
(K-W: x(2)2 = 1.34, p=0.51), latencia de intromision (K-W: x(2)2 = 0.85, p=0.65),
latencia de eyaculacion (K-W: x(2)2 = 0.53, p=0.76) e intervalo post-eyaculatorio
(K-W: x(2)2 = 1.42, p=0.49). Tabla 3.

Tabla 3. Datos de la prueba de conducta sexual realizada el dia en que a los animales se les
administré BrdU. CRh, cdpula regulada por la hembra; CRm1, cépula regulada por el
macho hasta eyacular una vez; CRm3, cépula regulada por el macho hasta eyacular tres
veces. Los datos fueron analizados mediante la prueba Kruskall Wallis.

Numero de monta

Numero de intromisiones

Latencia de monta

Latencia de intromision
Latencia de eyaculacion
Intervalo post-eyaculatorio.

Intervalo Inter-Intromision

Numero de eyaculaciones

CRh
10.75 +£5.62
10.12 + 1.78

177.25 £ 65.29
247.25 £ 65.81

769.00 *164.37

457.25 +45.30

75.22 +7.46*

2.62 £0.42

CRm1l
12.14 +4.20
14.28 +2.43

174.14 +£32.36
216.71 £ 41.46

634.00 +150.04

413.42 + 21.50

41.53 +3.98

1+0.00

CRm3
11.12 £1.94
14.87 £1.57

120.00 +32.00
209.87 £ 79.67

754.75 +108.77

383.75 +16.61

49.83 +4.01

3+0.00

*Diferente de CRm1 en el mismo pardmetro analizado. p<0.05
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5.2 ANALISIS ESTADISTICO DE LA DENSIDAD DE CELULAS NUEVAS

5.2.1. Andlisis estadistico de la densidad de células nuevas en el BOP

El analisis estadistico demuestra que no hay diferencias significativas
entre los grupos en la capa glomerular (F= 0.427, p=0.788), mitral (F=0.282,
p=0.887) y granular (F=1.429, p=0.247) (fig. 16).
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Fig. 16. Numero de células positivas a BrdU en el BOP. En la capa glomerular, capa mitral y capa
granular. Los grupos experimentales: Control (rojo); EO, exposicion a una hembra en estro
(naranja); CRh, cdpula regulada por la hembra (verde pasto); CRm1, cépula regulada por el macho
hasta eyacular una vez (verde); CRm3, cépula regulada por el macho hasta eyacular tres veces
(azul). Los datos fueron analizados mediante una prueba de andlisis de varianza de una via
(ANOVA). Los datos se expresan como media + error estandar (EE) en mm?.
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5.2.2. Andlisis estadistico de la densidad de células nuevas en el BOA en la
region anterior y posterior.

El andlisis estadistico demuestra que hay diferencias significativa en el
namero de células positivas a BrdU en la regién posterior de la capa granular
(F=9.504, p=0.001). La prueba Post-hoc Student Newman Keuls revela que
existen diferencias significativa entre el grupo CRm3 con respecto al grupo control,
EO, CRh y CRm1, p<0.001 (Fig.17). En la capa granular de la region anterior no
encontramos diferencias significativas entre los grupos (F=1.302, p=0.290). De
igual forma, no encontramos diferencias significativas en el niamero de células
positivas a BrdU en el BOA en la region anterior y posterior en la capa glomerular
(F= 0.39, p=0.809; F=0.943, p=0.452 respectivamente) y capa mitral (F=0.147,
p=0.963; F=0.293, p=0.881 respectivamente) (fig. 17).
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Fig. 17. Numero de células positivas a BrdU en la regién anterior y posterior del BOA. En la capa
glomerular, capa mitral y capa granular. Los grupos experimentales: Control (rojo); EO, exposicion
a una hembra en estro (naranja); CRh, cépula regulada por la hembra (verde pasto); CRm1, cépula
regulada por el macho hasta eyacular una vez (verde); CRm3, cépula regulada por el macho hasta
eyacular 3 veces (azul). Los datos fueron analizados mediante un andlisis de varianza de una via
(ANOVA). Los datos se expresan como media * error estandar (EE).

*Diferente a todos los grupos en la misma region neuronal. p<0.001
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5.3. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CELULAS.

5.3.1. Caracterizacién fenotipica de las células marcadas con BrdU/NeuN en
la capa granular del BOA.

Mediante la técnica de inmunofluorescencia se detectaron el numero de
células nuevas que se diferencia al linaje neuronal (BrdU/NeuN). En la figura 18 y

19 se muestras fotomicrografias representativas.

“ 100 pm . 100 pm “ " 400 pm

100 ym

Fig. 18 Fotomicrografias (20X) en donde se muestra un doble marcaje. BrdU (verde) y NeuN (rojo)
en la capa granular del BOA en el grupo control. Proyeccién (a, b y c); Corte ortogonal (d).
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BrdU
NeuN

Fig. 19 Fotomicrografia (20X) en donde se muestra un doble marcaje BrdU (verde) y NeuN (rojo)
en la capa granular del BOA en el grupo CRm3, cdpula regulada por el macho hasta tener 3
eyaculaciones. Proyeccidn (a, b y c); Corte ortogonal (d).

Los datos del numero de células fluorescentes positivas a BrdU en la
capa granular del BOA region anterior y posterior fueron analizados mediante una
ANOVA de una via. El andlisis estadistico muestra diferencias significativas entre
los grupos (F=3.44, p=0.03). La prueba Post-hoc Student Newman Keuls revela
gue en la regién posterior, que el grupo de CRma3 incrementa el nimero de células
nuevas con respecto al grupo Control en la misma region. En la regién anterior no

encontramos diferencias significativas entre el grupo control y CRm3.

55



El numero de células inmunoreactivas a BrdU/NeuN en la capa granular
anterior y posterior del BOA fue analizado mediante una ANOVA de una via. Los

datos muestran diferencias significativas entre los grupos (F= 4.45, p=0.01).

La prueba Post-hoc Student Newman Keuls muestra un incremento
significativo en el nimero de células BrdU/NeuN positivas en el grupo CRm3 con
respecto al control en la region posterior. También, encontramos diferencias
significativas entre CRm3 regién posterior contra el grupo control y CRm3 region
anterior (Fig. 20).

En cuanto al porcentaje del nimero de células inmunoreactivas que se
diferencian al linaje neuronal no se encuentra ninguna diferencia entre los grupos
(F=1.468, p=0.245) (Tabla 4).
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Fig. 20. Nimero de células positivas a BrdU y BrdU/NeuN en la region anterior y posterior del BOA
de la capa granular. Los grupos experimentales: Control (rojo); CRm3, cdpula regulada por el
macho hasta 3 eyaculaciones (verde). Los datos fueron analizados mediante la prueba ANOVA de
una via. Los datos se expresan como media * error estandar (EE).

Diferente de control en la regién posterior.

Diferente de control y CRm3 en la regién anterior.
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Tabla 4. Porcentaje de células inmunoreactivas a BrdU/NeuN, en la region anterior y posterior de
la capa granular del BOA. CRm3, cépula regulada por el macho hasta eyacular tres veces.
Los datos fueron analizados mediante la prueba ANOVA de una via y se expresan como
media * error estandar (EE).

Porcentaje de células que se diferencias al linaje

neuronal
Control CRm3
Regidén anterior 40.11 +9.99 47.57 +£9.59
Region posterior 36.26 £+ 12.71 63.62 £ 6.74

5.3.2. Caracterizacion fenotipica de las células marcadas con BrdU/GFAP en
la capa granular del BOA.

Se evalué si las células nuevas de la region anterior y posterior de la capa
granular del BOA expresan marcadores de diferenciacion al linaje glial. Los cortes
fueron procesador por inmunofluorescencia para identificar las células nuevas
(BrdU) que son positivas a GFAP (células gliales). Hoechst fue utilizado para
marcar los nucleos celulares. Las imagenes de fluorescencia BrdU/ GFAP (20X),

fueron tomadas de forma secuencial y con un promedio de 8 fotos (Fig. 21, 22).
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Fig. 21 Fotomicrografia (20X) en donde se muestra un doble marcaje con BrdU (verde), GFAP
(rojo), Hoechst (azul) en la capa granular del BOA en el grupo control Proyeccidn (a, b y c); Corte
ortogonal (d).
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NeuN

Hoechst

Fig. 22 Fotomicrografia (20X) en donde se muestra un triple marcaje con BrdU (verde), GFAP
(rojo), Hoechst (azul) en la capa granular del BOA en el grupo CRm3, cdpula regulada por el macho
hasta tener 3 eyaculaciones. Proyeccion (a, b y c); Corte ortogonal (d).

El nimero de células inmunoreactivas a BrdU/GFAP fue analizado
mediante la prueba Kruskal Wallis, los datos muestran que no hay diferencia en el
namero de células positivas a BrdU/GFAP en ninguna de las capas de estudio
(anterior y posterior) (K-W: x (4)2 =0.818, p =0.845).

Asi mismo se analizaron las células inmunoreactivas a BrdU. (Fig. 23) con
la misma prueba estadistica y tampoco se encontraron diferencias significativas en

la region anterior y posterior (K-W: x (4)2 =7.717, p = 0.052).
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En cuanto al porcentaje del nUmero de células inmunoreactivas que se
diferencian al linaje glial no se encontraron diferencias entre los grupos (K-W: X ()’
=0.625, p =0.891) (Tabla 5).
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Fig. 23. Numero de células positivas a BrdU y BrdU/GFAP en la regidn anterior y posterior del BOA,
de la capa granular. Los grupos experimentales: Control (rojo); CRm3, cdpula regulada por el
macho hasta eyacular tres veces (verde). Los datos fueron analizados mediante una prueba
Kruskal Wallis. Y se expresan como media + error estandar (EE).

Tabla 5. Porcentaje de células inmunoreactivas a BrdU/GFAP, en la region anterior y posterior del
BOA. CRm3, cépula regulada por el macho hasta eyacular tres veces. Los datos fueron
analizados mediante la prueba Kruskal Wallis. Los datos se expresan como media % error
estandar (EE).

Porcentaje de células que se diferencias al linaje glial.

Control CRm3
Region anterior 24.94 +14.40 12.47 £12.47
Region posterior 25.00 = 25.00 12.47 £12.47
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5.3.3. Caracterizacion fenotipica de las células marcadas con BrdU/NeuN/c-
Fos en la capa granular del BOA.

Se analizo la parte anterior y posterior del BOA. El tejido fue procesado
utilizando una inmunofluorescencia para identificar las células positivas a BrdU,
NeuN (neuronas maduras) y c-Fos (gen de expresion temprana). Para las
imagenes de fluorescencia BrdU/NeuN/c-Fos (25X), fueron tomadas de forma

secuencial y con un promedio de 8 fotos (Fig. 24, 25).

100 ym

Fig. 24 Fotomicrografia (20X) en donde se muestra un triple marcaje con BrdU (verde), NeuN (rojo)
y c-Fos (azul) en la capa granular del BOA en el grupo control. Proyeccién (a, b y c); Corte
ortogonal (d).

61



100 pm

Fig. 25 Fotomicrografia (20X) en donde se muestra un triple marcaje con BrdU (verde), NeuN (rojo)
y c-Fos (azul) en la capa granular del BOA en el grupo CRm3, cépula regulada por el macho hasta
eyacular 3 veces. Proyeccion (a, b y c); Corte ortogonal (d).

El ndmero de células inmunoreactivas a BrdU/NeuN/c-Fos fue analizado
mediante la prueba Kruskal Wallis, los datos muestran que no hay diferencia en el
namero de células positivas a BrdU/NeuN/c-Fos en la capa granular region
anterior y posterior del BOA de machos control y CRm3 (K-W: x (4)2 =5.048, p =
0.168) (Fig. 26).

Asi mismo se analizaron las células inmunoreactivas a BrdU con la misma
prueba estadistica, los datos muestran que no hay diferencias significativas en la

capa anterior y posterior (Fig. 23).
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En cuanto al porcentaje del nUmero de neuronas nuevas que se estan
activando durante la realizacion de la prueba conductual no se encontraron
diferencia entre los grupos (K-W: x (4)2 =2.712, p = 0.438) (Tabla 6).
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Fig. 26. Niumero de células positivas a BrdU y BrdU/NeuN/c-Fos en la regién anterior y posterior
del BOA de la capa granular. Los grupos experimentales: Control (rojo); CRm3, cépula regulada por
el macho hasta eyacular 3 veces (verde). Los datos fueron analizados mediante una prueba Kruskal
Wallis y se expresan como media + error estandar (EE).

Tabla 6. Porcentaje de las neuronas nuevas que se activan durante la realizacidon de la tarea
conductual en la regidn anterior y posterior de la capa granular del BOA. CRm3, cépula
regulada por el macho hasta eyacular tres veces. Los datos fueron analizados mediante la
prueba Kruskal Wallis. Los datos se expresan como media % error estandar (EE).

Porcentaje de las neuronas nuevas que se estan

activando durante la cépula.

Control CRm3
Region anterior 25.00 = 25.00 8.31+8.31
Region posterior 50.00 £ 28.86 49.97 + 20.41
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VI. CONCLUSION Y DISCUSION

6.1. DISCUSION

Los datos obtenidos en el presente trabajo demuestran que en el BOA el
grupo de machos que eyaculan tres veces regulando la interaccién sexual
incrementd el numero de células nuevas (positivas a BrdU) en la capa granular
posterior del BOA con respecto a los animales control, al grupo de machos que
fueron expuestos a una hembra sexualmente receptiva, al grupo de machos que
copularon en condiciones regulada por la hembra y al grupo de machos que
regularon la cépula y eyacularon una vez. Por lo que, al parecer la estimulacién
genital durante la cépula regulada por el macho parece ser fundamental para
potenciar la supervivencia de las células nuevas en la capa granular posterior del
BOA en la rata macho adulta. No se encontraron diferencias significativas entre
los grupos en la capa granular anterior del BOA. El hecho de que observemos un
incremento en el nimero de células nuevas en la region posterior de la capa
granular, en aquellos machos que copularon regulando la interaccion y
eyacularon 3 veces tiene una relevancia fisiol0gica ya que esta region es la que se
activa al exponer a un macho a olores de hembras en estro y cuando las hembras
son expuestas a olores de machos (Brennan y cols, 1999; Yoshikage y cols, 2007,
Nunez-Parra 2011). Esto posiblemente nos dice que la region posterior del BOA
esta involucrada en la deteccion de olores sexualmente relevantes. En contrate la
region anterior de la capa granular se activa en el macho cuando este es expuesto

a olores de hembras en diestro (no sexualmente receptivas (Kumar y cols, 1999).

Se ha demostrado que la copula regulada por el macho ya sea hasta
eyacular una o tres veces, 15 dias después, incrementa el nimero de células
nuevas que llegan a la capa granular del BOA (Portillo y cols, 2011). Sin embargo,
este incremento fue significativamente mayor en los machos que eyacularon 3
veces con respecto a los que eyacularon 1 vez, esto es que una mayor

estimulacién sexual tiene un efecto mas robusto en el proceso de neurogénesis.
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La estimulacion que se liberan cuando el macho eyacula una vez, no son

suficientes para incrementar la supervivencia de las células nuevas.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el tipo de
estimulacion genital es fundamental en el proceso de neurogénesis inducido por la
conducta sexual, ya que los machos que copularon en condiciones reguladas por
la hembra y eyacularon en promedio 2.6 veces no se observé un incremento en la
supervivencia de las nuevas células. De esta forma, mediante la prueba de
preferencia de lugar condicionada, se ha demostrado que cuando los machos
regulan la coOpula esta conducta les induce estados afectivos positivos o
placenteros (Camacho y cols, 2009; Paredes y Alonso, 1997; Paredes y Vazquez,
1999). Este estado afectivo positivo esta mediado por los péptidos opioides. La
administracion de naloxona, un antagonista de opioides, en la rata macho bloquea
el efecto de recompensa inducido por la copula regulada (Agmo y Gémez, 1993;
Garcia-Horsman y Paredes, 2004; Paredes y Martinez, 2001). Por lo que se ha
postulado que los opioides son liberados durante la ejecucion de la conducta
sexual reduciendo asi las consecuencias aversivas en la estimulacion (Agmo y
Gomez, 1993; Paredes, 2009, 2010). Interesantemente, los opioides incrementan
la proliferacion y supervivencia de las células nuevas en la ZSV (Sargeant y cols,
2008). Ademas, la activacion de los receptores a opioides inducen diferenciacion
neuronal (Narita y cols, 2006). Por lo cual propongo que la liberacién endogena de
opioides durante la copula regulada, puede ser uno de los factores involucrados
en el incremento de la supervivencia de las células nuevas que se integran al
BOA.

Por otro lado, se han demostrado que la exposicion a olores sexualmente
relevantes induce un aumento en el niumero de nuevas células en el BO (Mak y
cols, 2007; Larsen y cols, 2008; Oboti y cols, 2009). Sin embrago en estos
estudios los animales fueron expuestos continuamente a olores durante al menos
2 dias; mientras que en presente trabajo los machos que fueron expuestos a

hembras sexualmente receptivas por una 1 hora. Se ha demostrado que en la rata
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macho y hembra que la exposicion a olores volatiles del macho o de hembras
sexualmente receptivas por 1 hora no incrementa la proliferaciéon en la zona sub
ventricular y via migratoria rostral (datos no publicados). Tampoco tiene un efecto
en la llegada de células nuevas ni en la supervivencia de estas (Arzate y cols,
2013, Corona y cols, 2010; Portillo y cols, 2012). Esto es que este estimulo no fue
suficiente para incrementar el nimero de células nuevas que sobreviven en el
BOA. Se ha propuesto que la exposicion a olores por tiempo cortos no aumenta la
supervivencia de las células nuevas, ya que se requiere de una asociacion,
discriminacion y formacion de memoria olfativa (Alonso y cols, 2006; Mouret y
cols, 2008; Lazarini y Lledo, 2011).

En este trabajo se evaluo el linaje de diferenciacion de las células nuevas
(neuronas maduras, glia) y se observd un aumento en el niumero de células
nuevas que se diferenciaron al linaje neuronal en el grupo de machos que regulo
la copula hasta eyacular 3 veces en la region posterior de la capa granular del
BOA con respecto a los machos control. Esto es que en la rata macho la copula
regulada favorece la diferenciacion al linaje neuronal. Observaciones similares se
han descrito en el hipocampo después de que los machos copulan durante 14 dias
incrementa el nimero de neuronas nuevas en el giro dentado (Leuner y cols,
2010).

Interesantemente, estudios en ratas hembras apoyan esta teoria. Las
ratas hembras que copulan regulando la interaccion sexual, 15 dias después de la
copula se observa un incremento en el porcentaje de neuronas nuevas que llegan
la capa granular del BOA en comparacion con el grupo control (Arzate y cols,
2013). De igual forma en hembras la copula incrementa el porcentaje de células
nuevas que se diferencian a neuronas, 45 dias después del estimulo sexual
(Corona y Paredes, 2008). Esto es que los cambios fisiolégicos inducidos por la
copula incrementan la diferenciacion de las células nuevas al linaje neuronal. Los
mecanismos fisiolégicos se desconocen, por lo que en el futuro sera interesante

evaluarlos.
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En el presente trabajo reportamos que las células nuevas de la capa
granular anterior y posterior se activan (expresion del gen de respuesta temprana

c-Fos) después de que el macho copulé.

Se ha demostrado que las células de esta region se activan en respuesta
a estimulos sexualmente relevantes. Honda y colaboradores (2008) han reportado
qgue la orina de rata hembra induce la expresion de células inmunoreactivas a c-
Fos en la regiéon posterior del BOA de la rata macho. En machos se ha observado
un aumento de células granulares que expresan el gen de respuesta temprana
ARC en el BOP cuando son expuestos a olores de ratas hembras en estro
(sexualmente receptivas) (Matsuoka y cols, 2002). Asi mismo, la estimulacién
genital incrementa el nimero de células que expresan c-Fos en la capa granular
del BOA (Kondo y cols, 2003).

Este trabajo, apoya los estudios de Huang y Bittman en el 2002, quienes
demostraron que las células nuevas que se integran al BO expresan c-Fos en
respuesta a la copula. Esto es que las células nuevas son funcionales y se han

integrado a los circuitos neuronales.

En el presente estudio no encontramos cambios en el nimero de células
positivas a BrdU en la capa mitral y glomerular del BOA y BOP. Estudios
demuestran que tanto los machos y las hembras que controlan la interacciéon
sexual no se observa un incremento en la incorporacion de células nuevas a estas
capas 15 dias después de haber realizado la cépula (Corona y cols, 2011; Portillo
y cols, 2012). Estos resultados se pueden deber a que se ha reportado que el
95% de las células nuevas que llegan al BO se integran a la capa granulare y solo
una proporcion pequefa a la capa glomerular alcanzando su nivel maximo un mes
después de la administracion de BrdU (Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002; Winner y
cols, 2002).
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6.2. CONCLUSION.

Los resultados de este trabajo proponen que la copula regulada por el
macho hasta eyacular tres veces, es un estimulo capaz de incrementar el nUmero
de células nuevas que sobreviven en la capa granular del BOA, especificamente

en la region posterior.

En la rata macho la copula regulada no incrementa la supervivencia de
células nuevas en la capa mitral y glomerular del BOA. En el macho la cépula no

incrementa el nimero de células nuevas en el BOP.

Se demostrd que un alto porcentaje de células nuevas se diferencian al
linaje neuronal y estas neuronas nuevas expresan genes de respuesta temprana
durante la copula (c-Fos), por lo que son funcionales y se integran a los circuitos

neuronales preexistentes.
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