UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA

“EFECTO DEL RECEPTOR PARA PROGESTERONA SOBRE
EL FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA DE PROYECCION
VOMERONASAL EN RATONES”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

LICENCIADO EN BIOTECNOLOGIA
PRESENTA

- CARLOS RAUL GARCIA UGALDE

DIRIGIDA POR

Dr. EMILIO DOMINGUEZ SALAZAR

SANTIAGO DE QUERETARO, QUERETARO, 2010.

BIBLIOTECA CENTRAL
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO




No.Adq. H 13593

No. Titulo

Clas_12

619.9%

GZ16E

w$ & ;




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA

“EFECTO DEL RECEPTOR PARA
PROGESTERONA SOBRE EL FUNCIONAMIENTO
DEL SISTEMA DE PROYECCION VOMERONASAL
EN RATONES”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

LICENCIADO EN BIOTECNOLOGIA
PRESENTA

CARLOS RAUL GARCIA UGALDE
DIRIGIDA POR
Dr. EMILIO DOMINGUEZ SALAZAR

SINODALES
Dr. EMILIO DOMINGUEZ SALAZAR

DIRECTOR

Dr. SERGIO DE JESUS ROMERO GOMEZ
SINODAL

Dra. ANGELINA RODRIGUEZ TORRES
SINODAL

Dr. RAUL PAREDES GUERRERO

SINODAL




AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Emilio Dominguez, por permitirme desarrollar el trabajo. Por su paciencia y
por sus consejos que fomentaron mi formacion académica y personal. Por todo el
apoyo que me brind4 y por ser uno de los mejores ejemplos a seguir.

Al Dr. Rall Paredes, por abrirme las puertas de su laboratorio y darme la
oportunidad de formar parte de su equipo.

A las Doctoras. Anaid Antaramian y Adriana Gonzalez, por el apoyo técnico en la
Unidad de Proteogenémica del INB.

Al Dr. Sergio Romero, por sus consejos oportunos y precisos.

A la Dra. Angelina Rodriguez, por las catedras impartidas, por ayudarme durante
todo el proceso burocratico, por aventarse unas revisiones maratonicas y por ser
Sensei.

A Roberto Hemandez y Paul, por su apoyo técnico.

Al M.V.Z. Francisco Camacho, al Dr. Edwards Antonio, a las Doctoras Wendiis
(Portillo y Herrera), Rebeca Corona y Patricia Horsman, a Dulce, Nancy, Cynthia,
Alberto y Cassandra, por los momentos mas chidos en el laboratorio.

Al M.V.Z. Martin Garcia, por echarles un ojo a mis ratonas en el Bioterio del INB.

A PAPIIT-DGAPA, por el apoyo economico.




PN i g, Y TR TRTEET PRISRERR R T

DEDICATORIA

A mis Padres, quienes me han apoyado hasta el final. Gracias a su amor y
paciencia he comprendido que la familia no le brinca en los momentos de alegria,
sino en los momentos de tristeza, de ansiedad y de temor. Ellos han sido un pilar
en mi vida y como tal me han sostenido en las malas y en las peores. Lo mas
importante que he aprendido de ellos es que triunfar no sélo se basa en alcanzar
objetivos, sino en darlo todo, luchar y esforzarte todos los dias de la vida. A mis
Padres Vero y Juan.

A mi esposa Priscila, por demostrarme que la fé y el amor son mas poderosos que
un libro o un apunte. Porque inconscientemente su personalidad me ensefié que
vivir las pruebas de la vida es como hacerse una leche con chocolate.

A mis hermanos Juan y Ricardo, por ayudarme literaimente a escribir la tesis. Por
darme las lecciones mas interesantes de la vida y por ensefiarme que los sabados
son de peliculas.

A mi abuela Eva Santana, porque tal vez nunca se ha dado cuenta que el sélo
hecho de existir y vivir es un ejemplo de fuerza y voluntad. A mi abue, por la fé que
siempre ha mantenido en mi y por la confianza que siempre mantendra en lo que
hago.

A Melany, por sus consejillos pequefios.

A mis amigos Azucena, Roberto, Gabriela, Marcela, Mariela, Nadia y Natanael,

quienes compartieron 5 afios conmigo en el mismo lio. A mis amigos por proteger y

compartir siempre los mismos valores.




BT, et

o

b

T R AR

Si eres echado en el foso o en manos de
homicidas, y eres condenado a muerte; si eres
arrojado al abismo; si las bravas olas
conspiran contra ti; si el viento huracanado se
hace tu enemigo; si los cielos se ennegrecen y
todos los elementos se combinan para obstruir
la via; y sobre todo, si las puertas mismas del
infiemo se abren de par en par para tragarte,
entiende, hijo mio, que todas estas cosas te
serviran de experiencia, y seran para tu bien.

El Hijo del Hombre ha descendido debajo de

todo ello. ¢ Eres ti mayor que él?
D.yC.:122:7y8




INDICE GENERAL
Contenido Pagina
INDICE GENERAL i
INDICE DE CUADROS il
INDICE DE FIGURAS iv
RESUMEN
I. INTRODUCCION 1
Il. ANTECEDENTES 3
Il.1 Conducta sexual femenina 3
I.1.1 Neuroendocrinologia de las conductas copulatorias 4
11.1.2 Neuroendocrinologia de las conductas paracopulatorias 7
11.2 Sistema olfatorio 7
I1.2.1 Feromonas 7
1.2.2 Sistema de Proyecci6on Vomeronasal (SPV) 9
11.2.3 El gen FOS en el sistema nervioso central 12
11.2.3.1 c-Fos y conducta sexual 15
11.3 Progesterona 17
11.3.1 Actividad fisiologica de la progesterona 19
11.3.1.1 Conducta sexual 19
11.3.1.2 Sistema Nervioso Central 22
11.3.1.3 Ovulacién 22
11.3.1.4 Desarrollo uterino 25
11.3.1.5 implantacion uterina 28
[1.3.1.6 Desarrollo I6bulo-alveolar de las glandulas mamanas 29
Il.4 Receptor para progesterona 31
1.4.1 Gen PGR y el receptor para progesterona 32
I1.4.2 Funcionamiento del receptor para progesterona 34




I1.4.3 Distribucion anatémica del receptor para progesterona
1.5 Ratones knockout del receptor para progesterona (PRKO)
I1.5.1 Disefio del vector RV7

11.5.2 Desorganizacion dirigida del gen PR de ratén y generacion
del raton PRKO

I1.5.3 Caracteristicas fisiol6gicas de las ratonas PRKO
lil. HIPOTESIS
IV. OBJETIVOS
IV.1 General
IV.2 Especificos
V. METODOLOGIA
V.1 Animales
V.2 Métodos
V.2.1 Genotipificacién
V.2.2 Experimento 1
V.2.3 Experimento 2
V.2.4 Inmunohistoquimica

V.2.5 Cuantificacion del nimero de neuronas inmunoreactivas a

Fos
V.2.6 Andlisis estadistico
V1. RESULTADOS
VII. DISCUSION
VIl.1 Experimento 1
VII.2 Experimento 2
VIil. CONCLUSION
IX. BIBLIOGRAFIA

37
39
39

40
41
42
43
43
43
44
44
44
44
45
46
47

48
49
50
57
57
58
63
65




iNDICE DE CUADROS

Cuadro Pagina
1 Régimen del tratamiento para la evaluacion de la expresion de 46
la proteina Fos en el sistema de proyeccion vomeronasal en

ratonas de la cepa C57BL/6.
2 Valores de U de Mann-Whitney en ratonas C57BL/6 y PRKO. 52




iNDICE DE FIGURAS

Figura
1

10
11

12

Diagrama esquematico que muestra la relacion entre el
estradiol y la progesterona durante el ciclo estral de los
roedores hembra (modificado de Blaustein y Mani, 2006).

Organo vomeronasal (modificado de Kelliher y Wersinger,
2009).

Sistema de proyeccién vomeronasal (modificado de Kelliher y
Wersinger, 2009).
Microfotografia representativa de células inmunoreactivas a

Fos.

Ruta metabolica de sintesis para la progesterona (modificado
de Mathews, 2002).

La ovulacién depende criticamente de la funcion del PR
(modificado de Conneely y col., 2002).

El Gtero de una ratona PRKO es incapaz de realizar la

decidualizacién (modificado de Conneely y col., 2002).

. Apariencia morfologica de las glandulas mamaria de ratonas

silvestres y PRKO, tratadas con progesterona o con vehiculo
(modificado de Lydon y col., 1995).

Estructura general del receptor para progesterona (PR)
(modificado de Chen y col., 2008).

Mecanismo de accién del PR.

Distribucién de las isoformas A y B del PR en el cerebro de rata
(modificado de Brinton y col., 2008).

Desorganizacion dirigida del gen mPR mediante la insercion del

gen neo’ (modificado de Lydon y col., 1995).

Pagina

10

11

16

18

24

26

30

33

36
38

40




Ko aiiended commtnnbtaiis o st denshit 2 sl i A et

13  Productos de PCR visualizados en un gel de agarosa. 45

14  Diagrama esquematico de las regiones (circulos con nimero) 48
en que se cuantificaron las células inmunoreactivas a Fos
(tomado de Dominguez-Salazar, 2002).

15  Microfotografia representativa que muestra las células 50
inmunoreactivas a Fos en el area predptica medial (marco
blanco) de ratonas C57BL/6 (A) expuestas a aserrin limpio y
ratonas C57BL/6 (B) y PRKO (C) expuestas a aserrin
proveniente de la cama de machos sexualmente expertos.

16  Numero de células inmunoreactivas a Fos en la capa mitral y 51
granular del bulbo offatorio accesorio y el area preoptica medial
de ratonas C57BL/6 tratadas con vehiculo (n=6) o con
progesterona (n=5).

17  Namero de células inmunoreactivas a Fos en las capas mitral y 53
granular del bulbo olfatorio accesorio y en la amigdala anterior y
posterior de ratonas C57BL/6 y PRKO expuestas a aserrin
limpio (ncs7BLe=6 Y nNerko=2 Trespectivamente) o aserrin
proveniente de la cama de machos sexualmente expertos
(ncs7eLe=6 Y Npreo=5 respectivamente).

18 Numero de células inmunoreactivas a Fos en las capas 55
anterolateral y principal del nicleo lecho de la estria terminal y
en el area predptica medial de ratonas C57BL/6 y PRKO
expuestas a aserrin limpio  (ncs;eLe=6 Y Nprko=2
respectivamente) o aserrin proveniente de la cama de machos

sexualmente expertos (ncs7eLe=6 Y Npro=5 respectivamente).




19

Numero de células inmunoreactivas a Fos en las capas mitral y
granular del bulbo olfatorio accesorio, en la amigdala anterior
(MEA ant) y posterior (MEA post), en el area preéptica medial
(APM) y en las capas anterolateral (NLET al) y principal (NLET
prin) del nicleo lecho de la estria terminal de ratonas C57BL/6
(n=6) y PRKO (n=5) expuestas al aserrin proveniente de la

cama de machos sexualmente expertos.

Vi

56




RESUMEN

La progesterona es un esteroide fundamental para el despliegue de la conducta
sexual femenina. En humanos y otros mamiferos, el mecanismo clasico de
accion de la progesterona involucra 1a interaccion de la hormona con su receptor
proteinico intracelular, denominado receptor para progesterona. Este receptor
existe como dos proteinas isoformicas, llamadas A y B, las cuales tienen la
capacidad de regular la transcripcion de genes especificos. Ambas isoformas se
expresan en diversas regiones cerebrales, incluyendo las regiones que forman
parte del sistema de proyeccion vomeronasal. En roedores, el sistema de
proyeccién vomeronasal participa en la deteccion e integracion de las
feromonas, lo cual es fundamental para el despliegue de {a conducta sexual
femenina. En el presente estudio utilizamos ratonas C57BL/6 y ratonas que no
expresan ninguna de las dos isoformas del receptor para progesterona (PRKO)
para determinar si 1a actividad de dicho receptor interviene en el funcionamiento
del sistema de proyeccion vomeronasal (evaluado por la expresion de la
proteina Fos). La actividad neuronal en las capas mitral y granular del BOA y en
el APM no se modifica con el tratamiento sistémico de progesterona en las
ratonas C57BL/6. Por el contrario, la exposicion al aserrin proveniente de la
cama de machos sexualmente expertos incrementa de manera significativa el
nimero de células inmunoreactivas a Fos en las capas mitral y granular del
BOA, en la MEA anterior y posterior, en el APM y en las capas principal y
anterolateral del NLET de las ratonas C57BL/6. En contraste, la carencia del
receptor para progesterona inhibe la respuesta neuronal en el SPV ante la
exposicion a feromonas. Ademas, las ratonas PRKO comparadas con las
ratonas C57BL/6 presentan una menor expresién de la proteina Fos en el SPV.
Estos datos sugieren que el receptor para progesterona tiene un efecto
facilitador sobre el procesamiento de las sefiales producidas por claves
quimiosensoriales sexualmente relevantes.




1. INTRODUCCION.

La progesterona es una hormona esteroide clave en los eventos asociados con la
reproduccién femenina tales como el despliegue de la conducta sexual, el
establecimiento y mantenimiento de la prefiez, y la lactancia. Esto involucra desde
la induccién de conductas proceptivas para llamar la atencién del macho hasta la
preparacién del Utero y e! mantenimiento del producto. En mamiferos, los efectos
fisiologicos principales de la progesterona estan en el sistema nervioso central
donde controla funciones nerviosas especificas involucradas en la conducta sexual;
en el ovario y en el utero estimula la liberacion de los ovocitos maduros y facilita la
implantaciéon. En la glandula mamaria promueve el desarrollo I6bulo-alveolar en
preparacion para la secrecion de leche. Ademas, la actividad bioldgica de la
progesterona se extiende al aprendizaje y la memoria, el estado de animo, la
diferenciacién sexual, la excitabilidad neuronal y el control del sistema vascular y
0seo.

De acuerdo con el mecanismo clasico, los efectos fisioloégicos de la progesterona
estan mediados por la interaccibn de la hormona con su receptor proteinico
intracelular, denominado receptor para progesterona, PR (por sus siglas en inglés).
Este receptor es un factor de transcripcién y es miembro de una familia amplia de
proteinas relacionadas estructuralmente, llamada superfamilia de receptores
nucleares. En diferentes especies, el PR existe como dos proteinas isoférmicas,
llamadas A y B. En roedores y humanos, ambas isoformas se expresan de un solo
gen como resultado de la transcripcion de dos promotores altemativos y del inicio
de traduccion en dos codones AUG diferentes. El desarrollo del ratén mutante que
no expresa ninguna de las dos isoformas del PR (Progesterone Receptor Knockout,
PRKO) ha permitido contestar varias preguntas relacionadas con la accién de la
progesterona in vivo. Particularmente, las ratonas PRKO no manifiestan conducta
sexual, presentan disfuncion uterina, no ovulan y el desarrollo de las ramificaciones
ductales y la diferenciacion lébulo-alveolar de las glandulas mamarias estan

danados.




La conducta sexual consiste de una serie de patrones conductuales que al
manifestarse permiten el mantenimiento de las especies. Aunque se han descrito
diversos mecanismos celulares mediante los cuales la progesterona actia en el
cerebro de los roedores hembra, el efecto principal de esta hormona sobre la
conducta sexual involucra su interaccion con los PR intracelulares, inducidos por
estradiol. Correlaciones espaciales, temporales y funcionales sugieren que los PR
inducidos por estradiol, tras la union de su ligando cognado, funcionan como
reguladores y/o potenciadores de la transcripcibn de genes responsivos a
progesterona lo que induce o sostiene una respuesta fisiolégica que afecta los
circuitos neuronales involucrados en el control de la conducta sexual. Diversos
estudios en que se han utlizado antagonistas del PR, inhibidores de la
transcripcion de ARN y de la sintesis de proteinas, oligonucleétidos antisentido
dirigidos al ARNm que codifica para el PR, han provisto evidencia irrevocable de
que la facilitacion de la conducta sexual inducida por progesterona requiere la
activacién de su receptor.

En roedores, la deteccion e integracion de sefiales quimiosensoriales sexualmente
relevantes es fundamental para el despliegue de la conducta sexual femenina. Una
de las divisiones principales del sistema olfatorio encargada de este proceso es el
sistema de proyeccion vomeronasal (SPV); el cual esta conformado por estructuras
cerebrales como el bulbo olfatorio accesorio, la amigdala anterior y posterior, el
nicleo lecho de la estria terminal y el hipotdlamo ventromedial. La activacion del
SPV puede evaluarse por la expresion de genes de respuesta temprana tales como
FOS, ante la estimulacién fisica (vaginocervical) o el procesamiento de sefales
quimiosensoriales. Estudios de autoradiografia e inmunohistoquimica muestran que
las neuronas que inervan este sistema expresan el receptor para progesterona, por
lo que es concebible que este receptor participe en la detecci6n e integracion de las
sefiales quimiosensoriales sexualmente relevantes. En el presente estudio
buscamos establecer si la activacion del receptor para progesterona es necesaria

para el funcionamiento completo del sistema de proyeccién vomeronasal.




i. ANTECEDENTES.

I1.1 Conducta sexual femenina.

La conducta sexual esta presente en diversos organismos y es indispensable para
la preservacion de las especies de generacién en generacion pero no para la
sobrevivencia del individuo, siendo para éste una conducta motivacional, por lo
tanto la conducta sexual no tiene ofra finalidad o propésito mas que su propia
ejecucion (Agmo, 1999).

Se han utilizado una variedad de términos para describir los diferentes
componentes de la conducta sexual femenina. Beach (1976) propuso que la
conducta sexual femenina comprende tres tipos basicos de conducta: receptividad,
proceptividad y atractividad. En roedores, la receptividad se define como las
posturas de respuesta-refiejo desplegadas por la hembra ante el contacto sexual.
En ratas hembra, la receptividad sexual (ejemplificada por la lordosis) esta
determinada por la inmovilidad, extensiéon de las extremidades posteriores, flexion
dorsal de la espina, elevacién de la cabeza y desviaciéon de la cola (Pfaff y col.,
1973). Las conductas proceptivas incluyen una serie de conductas que demuestran
la voluntad de la hembra para copular y usualmente estan acompariadas de montas
por el macho. Entre estas conductas estan: pequefios saitos alrededor del macho
(hopping), movimiento rapido de orejas (ear wiggling), movimientos en zig-zag y
carreras cortas para huir y regresar con el macho (darting). Finalmente, los
elementos que hacen atractiva a la hembra para el macho comprenden aspectos
conductuales y no conductuales. Estos podrian incluir sefiales olfatorias y
despliegues visuales.

Recientemente, Blaustein y Erskine (2002) sugirieron ofro grupo de categorias de [a
conducta sexual para resaltar la contribucién de la hembra. Este incluye conductas
copulatorias, paracopulatorias y progestativas. Las conductas copulatorias son
aquellas que resultan en la transferencia exitosa de espermatozoides del macho a
la hembra. El término se refiere principalmente a la lordosis y enfatiza en la
participacion activa de la hembra. Ademas, las conductas copulatorias involucran
aquellos ajustes en la postura que ocurren durante la lordosis, los cuales son
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necesarios para facilitar la intromisién por el macho (Adler y col., 1977). Las
conductas paracopulatorias son conductas tipicas de cada especie desplegadas
por las hembras, supuestamente para excitar al macho e inducirlo a montar. Aparte
del término de Beach, proceptividad (Beach, 1976), dichas conductas han sido
referidas como precopulatorias (Madlafousek y Hlinak, 1977) o de solicitud (Erskine,
1989). Las conductas paracopulatorias mostradas por ratas hembra en estro
también incluyen posturas de presentacion (Emery y Moss, 1984) y la produccion
de vocalizaciones ultrasénicas (White y Baifield, 1989). La frecuencia con que
estas conductas paracopulatorias se manifiestan esta influenciada por los niveles
hormonales, la tasa de cépula y las condiciones experimentales (Erskine, 1989).

El tercer componente de la conducta sexual femenina, conductas progestativas,
incluyen aquellas conductas que incrementan la probabilidad de que la hembra
quede prenada (Blaustein y Erskine, 2002). Dichas conductas involucran Ila
regulacién de las interacciones sexuales por parte de la hembra, mediante
acercamientos hacia el macho y escapando de él (Peirce y Nuttall, 1961; Gilman y
Hitt, 1978). También se incluyen conductas que regulan la frecuencia y el tiempo de
intromision y eyaculacion, donde la hembra selecciona a los machos que estan
listos para eyacular (McClintock y Anisko, 1982) y lleva a cabo un periodo
posteyaculatorio, el cual permite el fransporte de los espermatozoides mediante la
conservacion del tapon vaginal. De igual forma, que la hembra adquiera la postura
de lordosis para recibir una estimulacién vaginocervical (EVC) incrementa la
probabilidad del éxito reproductivo (Erskine y col., 2004)

I1.1.1 Neuroendocrinologia de las conductas copulatorias.

En ratas, la lordosis en respuesta a las montas ejecdtadas por un macho
sexualmente experto se utiliza como un indicador de la receptividad o conducta
sexual femenina. En este caso, el coeficiente de lordosis (porcentaje de montas
que provocan la lordosis en la hembra) y el grado de lordosis (valorado en una
escala de 0 a 3 de acuerdo a la intensidad de la respuesta) son las medidas que
comunmente se utilizan (Hardy y DeBold, 1972). En ratones, la conducta sexual

femenina se evalia cuantificando el nimero de intromisiones en cada monta




realizada por el macho, se observa la presencia e intensidad de la conducta de
inmovilizacién y se evalia la receptividad utilizando la definicién de McGill para la
receptividad sexual femenina (Dominguez-Salazar y col., 2004).

De acuerdo con McGill, la receptividad femenina se califica de la siguiente manera:
0= La ratona evita totalmente al macho, no hay receptividad. 1= La ratona vocaliza
cuando el macho intenta montarla, si el macho logra intrometerla es la hembra
quien termina el contacto sexual. 2= La ratona permanece inmévil hasta que el
macho la intromete. La ratona termina el contacto genital huyendo del macho. 3=
La ratona se mueve durante la intromisién pero el contacto sexual termina cuando
el macho desmonta. 4= La ratona despliega brincoteos durante la intromision, el
macho termina el contacto coital desmontando a la ratona. 5= La ratona se queda
quieta durante la intromision, permitiendo que el macho regule el contacto sexual.
De esta manera, se obtiene el nimero promedio de intromisiones por monta y el
coeficiente de lordosis (conducta de congelacién, LQ, (nimero de veces que la
hembra se deja montar/nimero total de intentos de monta x100). También se
calcula el indice de receptividad, una puntuacién basada en la escala de McGill (la

suma de los puntos obtenidos en cada monta/nimero total de montas).

En ratas y cobayos, durante el ciclo estral, la secrecién secuencial de estrogenos y
progesterona a partir de los ovarios resulta en el despliegue de la conducta sexual
asbciado con la ovulacion (Collins y col., 1938; Barfield y Lisk, 1974, Figura 1).
Luego que el periodo de conducta sexual termina, la receptividad sexual se observa
hasta la etapa de proestro del ciclo reproductivo, con el siguiente episodio de
secrecion de estradiol seguido de progesterona. Esta observaciéon se limita a la
receptividad sexual. La ovariectomia provoca una disminucion inmediata de los
niveles circulantes de las hormonas esteroideas femeninas y, consecuentemente,
cesa el despliegue de la conducta sexual femenina (Dempsey y col., 1936; Boling y
Blandau, 1939). Estudios realizados en ratas y cobayos demuestran que los
requerimientos hormonales para la induccién completa de la conducta sexual

femenina involucra un periodo primario de estimulacién con estradiol seguido de la

exposicion a progesterona (Joslyn y col., 1971).




En algunas circunstancias, ratas, cobayos, hamsteres y ratonas manifiestan
conductas sexuales ante un tratamiento de puro estradiol. Sin embargo, el
tratamiento secuencial de estradiol y progesterona resuita en la expresion de la
conducta sexual femenina tal y como se observa durante el ciclo estral de los
roedores (Blaustein y Mani, 2006). Por otra parte, la dihidrotestosterona también
participa en la regulacion de la conducta sexual femenina, inhibiendo la expresion
de la receptividad sexual (Baum y col., 1974; Blasberg y col., 1998).

Conducta
Sexual

Ovulacion

Estradiol |
Progesterona f

Metestro Diestro Proestro Estro

Figura 1. Diagrama esquemdtico que muestra la relacion entre el estradiol y la
progesterona durante el ciclo estral de los roedores hembra. Aunque hay
diferencias en la regulacion del ciclo estral entre las especies discutidas en esta
seccion (cobayos, ratas y ratones), el patrén hormonal durante la expresion de la
conducta sexual es el mismo. Notese que el inicio de la conducta sexual esta
correlacionado con la ovulacién, la cual modifica la concentracion de las hormonas

esteroideas femeninas (modificado de Blaustein y Mani, 2006).




La conducta sexual femenina de los ratones difiere de la observada en ratas,
cobayos y hamsteres. Luego de la ovariectomia, ratas y cobayos responden ante
un tratamiento hormonal apropiado desde la primera exposicion. En contraste, las
ratonas requieren numerosas exposiciones a estradiol y progesterona antes de
expresar la receptividad sexual. Ademads, el despliegue de la conducta sexual
femenina difiere entre las cepas de ratones y entre las condiciones de alojamiento
(Blaustein y Mani, 2006).

11.1.2 Neuroendocrinologia de las conductas paracopulatorias.

En algunos estudios en ratas y hamsteres, se han evaluado las conductas
paracopulatorias como pequefios saltos alrededor del macho (hopping), movimiento
rapido de orejas (ear wiggling), movimientos en zig-zag y carreras cortas para huir y
regresar con el macho (darting), y la produccion de vocalizaciones ultrasonicas. A
veces, se observan conductas de rechazo que representan ios componentes
aversivos de la interaccién sexual. En general, se acepta que las conductas
paracopulatorias son inducidas por la progesterona. Aunque e! estradiol por si
mismo puede inducir conductas paracopulatorias y copulatorias en ratas
ovariectomizadas y ovariectomizadas-adrenalectomizadas (Boling y Blandau, 1939;
Gorzalka y Moe, 1994), en la mayoria de los casos, la progesterona de origen
adrenal es necesaria para el despliegue de las conductas paracopulatorias, pero no
para las copulatorias. Estas conductas también son inducidas mediante Ia
estimulacion de la isoforma 2 de los receptores para melanocortina con péptidos
analogos de la hormona estimulante de a-melanocitos (Blaustein y Mani, 2006).
11.2 Sistema olfatorio.
1.2.1 Feromonas.

La conducta sexual y la fisiologia reproductiva estan reguladas por varios factores,
y en muchas especies, tanto silvestres como domésticas, las claves quimicas
excretadas por individuos de la misma especie ejercen un profundo efecto. Dichas
respuestas a las claves quimicas han sido asociadas con respuestas a feromonas.
El término feromona se introdujo por primera vez en la literatura hace 50 anos por

Karison y Luscher (1959), quienes definieron a las feromonas como “sustancias




secretadas al exterior por un individuo y captadas por un segundo individuo de la
misma especie, en el cual provocan una reaccién especifica, por ejemplo un
proceso conductual o el comienzo de un desarrollo fisiolégico definitivo”. Este
término pretendia definir una comunicacién especial entre insectos de la misma
especie, en los cuales las feromonas tendian a influenciar directamente una

respuesta conductual innata para sefiales sexuales, de alarma o de rastreo.

Con algunas excepciones, los vertebrados no despliegan conductas instintivas o de
reflejo ante una sola clave sensorial. Histéricamente los efectos feromonales en
mamiferos fueron identificados como respuestas a la orina u otras excreciones pero
se desconocia la molécula o conjunto de moléculas que pudieran inducir dichas
respuestas. Para algunas especies, particularmente en ratones, han habido
avances significativos en la identificacion de moléculas que pudieran provocar las
respuestas por feromonas (Luo y Katz, 2004), aunque todavia existe cierta
controversia con respecto al mecanismo de accién de estas moléculas. McClintock
(2002) describe las feromonas de acuerdo a su clasificacién; de preparacion,
liberacion, sefalizaciébn y modulacién. Las feromonas de preparacion han sido
descritas como sefales quimicas que inician respuestas fisiolégicas con una
duracién de largo plazo. Por ejemplo, las feromonas derivadas de la orina de ratona
inducen la secrecién de la hormona luteinizante (LH) en ratones, lo que promueve
la sintesis y liberacién de testosterona (Wysocki y col., 1983). Las feromonas de
liberacion activan respuestas inmediatas, generalmente conductuales. El ejemplo
mas comun es la androsterona en cerdos, que provoca una postura inmoévil para
copula (Dorries y col., 1997). Las feromonas de sefalizacion no necesariamente
inducen una respuesta conductual inmediata por el contrario conllevan informacién
socialmente relevante acerca de un individuo, por ejemplo, el estado reproductivo,
la jerarquia social o incluso la identidad del individuo (Johnston, 2000). Se ha
propuesto que las feromonas moduladoras son sefales que regulan el afecto en
humanos (Jacob y col., 2002). Dichas feromonas pudieran ser sefiales sociales que

inducen cambios de humor o emocionales, aun cuando éstos no afecten

inmediatamente a la conducta.




Es evidente que utilizar una definicién flexible para el término feromona no excluye
como tal a cualquier sefial quimica que sea defendida convincentemente para
entrar en esta categoria. Kelliher sugiri6 que el término sea utilizado como un
concepto, no una entidad discreta, y definié6 dicho concepto como “una sefial
quimiosensorial, secretada por un individuo, con la uUnica funcién de comunicacion
con otro individuo de la misma especie” (Kelliher y Wersinger, 2009).
11.2.2 Sistema de Proyeccién Vomeronasal.

E! Sistema de Proyeccién Vomeronasal es una de las principales divisiones del
sistema olfatorio en la mayoria de los animales vertebrados exceptuando a las
especies aviarias, los mamiferos acuaticos y los primates del Viejo Mundo,
incluyendo a los humanos (Wysocki, 1979). En principio, las senales (claves)
quimiosensoriales son detectadas por las neuronas vomeronasales receptoras
(NVR) localizadas dentro del par de organos vomeronasales, acoplados
bilateralmente, en la base del septum nasal. Estas claves se unen a los receptores
vomeronasales ubicados en las microvellocidades neuronales que proyectan hacia
adentro del lumen vomeronasal. En mamiferos como roedores y marsupiales, en
los cuales este sistema esta bien definido, el 6rgano vomeronasal se divide en una
capa apical y una capa basal, distinguidas por las diferencias en sus mecanismos
de fransduccion de sefiales (Figura 2A). Las neuronas apicales expresan
receptores vomeronasales que pertenecen a la familia VIR, los cuales estan
acoplados a proteinas G (Gai) e inducen vias de sefnalizacion mediante segundos
mensajeros. Estos receptores requieren de las subunidades TRPC2 (Dulac y
Torello, 2003; Tirindelli y col., 1998). En contraste, las neuronas basales expresan
receptores vomeronasales que pertenecen a la familia V2R acoplados a proteinas
Gao. Los V2R presentan la subunidad TRPC2 pero también pueden procesar las
sefiales quimiosensoriales de manera independiente a esta subunidad (Kelliher y
Wersinger, 2009). Aln no es clara la importancia funcional de las divisiones del
6rgano vomeronsal, sin embargo, la detecciéon de las claves quimiosensoriales por

las neuronas apicales y las neuronas basales es diferencial (Leinders-Zufall y col.,
2004).
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