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RESUMEN

Trabajos previos han demostrado que el encendimiento eléctrico (kindling) aplicado
en el area preoptica media (APM) es capaz de inducir conducta sexual masculina en ratas
macho no copuladoras. Por tal motivo se decidio indagar si el kindling en el APM era capaz
de provocar un aumento en la conducta sexual masculina (conducta heterotipica) en ratas
hembras ovariectomizadas y tratadas con propionato de testosterona (PT).

Los resultados mostraron que la estimulacion eléctrica del APM fue capaz de facilitar
la conducta heterotipica al disminuir la latencia de monta y aumentar el nimero de estas con
un tratamiento con una dosis baja (2.5 mg/Kg) de PT en comparacion a sujetos falso
estimulados (SHAM) y estimulados en la amigdala (AMG). Estos resultados se intentaron
correlacionar con una mayor activacion del circuito de proyeccion vomeronasal al olor de
hembra en estro. Sin embargo, el nimero de neuronas inmunorreactivas a Fos en ninguna de
las areas pertenecientes al circuito, mostro diferencias entre los animales con kindling y los
controles (SHAM) al ser tratados con PT durante S dias.

Debido a que la facilitacion de la conducta heterotipica se presentd sobre todo en los
sujetos estimulados en APM y no en los sujetos estimulados en la AMG se decidi¢ tratar de
detectar diferencias poligraficas entre los sujetos estimulados en el APM y la AMG
realizando un registro simultaneo del APM, la AMG, el nucleo de la cama de la estria
terminal (NCET) y el tegmento dorsolateral (TDL) durante y después del estimulo eléctrico.
El nimero de espigas durante los eventos paroxisticos no fue el mismo en cada area cerebral
registrada, aunque si existio una alta correlacion entre ellas. Ademas el nimero de eventos
paroxisticos también fue diferente entre los sujetos estimulados en el APM y la AMG. Estos
resultados nos permitieron concluir que se trataban de dos sistemas diferentes y
probablemente tienen vias de propagacion del estimulo eléctrico independientes, lo que
explicaria de manera parcial las diferencias conductuales observadas.

Los resultados apoyan la idea de que el APM es un centro de regulacion tanto de los
aspectos motivacionales como de los ejecutorios, ya que la induccion de postdescargas en
ese sitio es capaz de facilitar los aspectos motivacionales, mientras que la generalizacion del

kindling tiene efectos sobre los aspectos ejecutorios.



INTRODUCCION

La conducta sexual es una de las expresiones conductuales mas importantes para
cualquier especie. Esta conducta representa la interaccion de procesos neuroendocrinos,
fisiologicos y anatomicos que se desarrollan desde estadios perinatales

La expresion del comportamiento sexual en los mamiferos depende de la interaccion
de al menos dos mecanismos: un mecanismo motivacional que lleva al individuo a la
busqueda y al inicio de la interaccion con la pareja y un mecanismo consumatorio o de
ejecucion que le permite llevar a cabo eficientemente dicha interaccion (Beach, 1976).

En la actualidad existe bastante informacion acerca de la regulacion de los aspectos
motivacionales y ejecutorios de la conducta sexual. En este trabajo se hace énfasis en la
informacién relacionada con la expresion de estos aspectos y sobre el sistema que parece
regularlos: el circuito de proyeccion vomeronasal.

Estudios anatomicos previos realizados por varios investigadores han demostrado
que este circuito de proyeccion vomeronasal es sexualmente dimoérfico en la rata (Segovia 'y
Guillamon, 1993 y 1996). Otros trabajos en los que se ha utilizado la expresion del gen
inmediato temprano c-fos como un marcador inmunohistologico de actividad neuronal, han
demostrado la activacion del sistema a claves sexualmente relevantes. Por lo anterior, la
respuesta de c-fos a claves sexualmente relevantes en el sistema de proyeccién vomeronasal
es un marcador util en la evaluacion de los aspectos motivacionales de la conducta sexual.
(Wersinger,1993 ; Oboh y cols., 1995)

Por otro lado, el fendmeno del kindling, en el que las estimulaciones intracraneales
de baja intensidad, repetidas y localizadas, llevan al desarrollo de postdescargas (PD’s)
focales, automatismos conductuales y, eventualmente a convulsiones motoras generalizadas
(Goddard y cols., 1967, 1969). Esta alteracion gradual en la funcion y expresion cerebral, es
permanente, por estas caracteristicas el kindling es considerado como un modelo de
epilepsia, plasticidad neuronal y memoria.

La activacion neural excesiva, como los eventos paroxisticos y epileptiformes
generados por el kindling, pueden producir un gran nimero de efectos, y cualquiera de ellos

podria llevar al desarrollo de un estado epileptogénico. Racine y su grupo (Racine y cols.,



1998) han agrupado esos efectos en tres grandes categorias : 1) Los que reflejan un aumento
de la conectividad dentro de sistemas excitatorios, 2) los que reflejan una disminucion (o
aumento) del nivel de funcionamiento dentro de sistemas excitatorios, y 3) los que reflejan
un cambio en las propiedades intrinsecas de la respuesta neuronal, es decir que se vuelven
mas susceptibles a disparar incontrolablemente.

Cuando el kindling es producido en el APM produce la aparicion de la conducta
sexual masculina en los animales no copuladores, no asi en los animales sometidos a kindling
en la amigdala (AMG) y los de kindling falso (SHAM), por lo que los cambios locales en el
APM y no la propagacion de la actividad neuronal producida por el kindling inducen
conducta sexual masculina. Estos resultados demuestran la importancia del APM para la
expresion de dicha conducta y sugieren que en los machos no copuladores la conducta
sexual masculina no se manifiesta debido a que el APM se encuentra inhibida y el kindling es
capaz de reactivarla. En el presente estudio se establecio el kindling en el APM en ratas hembras
ovariectomizadas para tratar de inducir conducta sexual masculina. Se determinaron las
diferencias electroencefalograficas existentes entre el kindling en el APM vy el establecido en la
AMG vy se evalud la respuesta del sistema de proyeccion vomeronasal a claves sexualmente

relevantes.



CAPITULO I. CONDUCTA SEXUAL

1.1 Descripcion de la Conducta Sexual.

La expresion del comportamiento sexual en los mamiferos depende de la interaccion
de al menos dos mecanismos: un mecanismo motivacional que lleva al individuo a la
busqueda y al inicio de la interaccion con la pareja (Fig. 1A) y un mecanismo consumatorio
o de ejecucion que le permite llevar a cabo dicha interaccion (Fig. 1B, 1C y 1D) (Beach,
1976).

La mayoria de los estudios en este campo se enfocan basicamente sobre los aspectos
relacionados con la expresion de la conducta copulatoria en los roedores, es decir en el
estudio de los patrones, facilmente identificables. El patron copulatorio de la rata macho es
innato y esta compuesto de secuencias de actividad estereotipada. Este patron consta de
montas e intromisiones repetidas que culminan con la eyaculacion (Sachs y Meisel, 1988).
En la monta, el macho abraza con sus miembros anteriores los flancos de la hembra y
presenta movimientos pélvicos de empuje, finalizando cuando el macho la desmonta
lentamente (Fig. 1B). La intromisién es una monta con movimientos pélvicos mas
prolongados y profundos, luego del cual el macho desmonta a la hembra, rapida y
bruscamente. En la mayoria de las investigaciones sobre conducta copulatoria se presupone
que el patrén de intromision va acompafiado de penetracion vaginal. La eyaculacion es una
intromisién que termina con un movimiento pélvico profundo e intenso, mantenido por
algunos segundos (Fig. 1D). El acto de desmontar a la hembra es lento y se caracteriza por
un movimiento lateral de las patas delanteras. La expulsion del liquido seminal y
espermatozoides estd asociada con contracciones espasmodicas de los musculos
esqueléticos, especialmente de la cadera, la regién perineal asi como de los cuartos
delanteros y traseros. Durante la conducta copulatoria el macho puede presentar o no
montas, y el nimero de intromisiones varia entre 7 y 15 antes de eyacular. Un macho
sexualmente experto puede eyacular en menos de 5 minutos después de aparearse con una
hembra receptiva, completando asi una serie eyaculatoria. La eyaculacion es seguida por un

periodo refractario, denominado intervalo posteyaculatorio, en el que el macho entra a una



etapa de inactividad sexual y autoacicalamiento genital, donde comunmente permanece
echado lejos de la hembra. Este periodo dura de 4 a 8 minutos después de la primera
eyaculacion y se prolonga de 1-2 minutos mas con cada eyaculacion sucesiva de manera
regular. Después del periodo refractario, el animal puede reiniciar la copula y completar asi
una serie copulatoria. (Larsson, 1979; Larsson y Alhenius, 1986; Sachs y Meisel, 1988). El
patron copulatorio no parece ser sensible a alteraciones sensoriales. La privacion del olfato,
la vision y la sensibilidad de la piel en la cara de la rata no alteran la conducta de la rata en
forma importante (Beach, 1942). Mas aun, la anosmia producida por lesiones del bulbo
olfatorio, la ceguera producida al cortar los nervios Opticos, asi como la sordera, no afectan
la copulacion en ratas que han tenido cuando menos la experiencia de una serie copulatoria

(Larsson, 1979).

Figura 1. Conducta sexual en ratas. A, conducta precopulatoria, un macho investiga la
region perineal de la hembra. B, Si la hembra esta en estro, el macho la monta tomandola
por los flancos traseros, es esta la misma posicién que se adopta cuando existe
intromision, la diferencia estriba en que al realizarse la desmonta en la intromision se
realiza de manera violenta. C, poco después de ser desmontada, la hembra permanece en
lordosis. D, después de algunas intromisiones el macho eyacula. Los patrones de monta
¢ intromision que se muestran son practicamente los mismos que se presentan en las
hembras. Modificado de Bakker (1996).
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Después de que los receptores del OVN detectan las claves feromonales relevantes
para la conducta reproductiva la informacion es enviada a los somas que se encuentran en el
bulbo olfatorio accesorio (BOA). En el BOA se realiza un relevo con neuronas que
proyectan a los nucleos anteromedial y posterocortical de la amigdala (AMG), y a el
ntcleo de la cama de la estria terminal (NCET) (De Olmos y cols., 1978 ; Scalia y Winans,
1975; Shipley y Adamek, 1984). Los nucleos anteromedial y posterocortical de la AMG
envian proyecciones a otros nucleos, de las cuales las mas importantes son las establecidas
con el nicleo amigdaloide posterior y con el area preoptica media (APM) (Shiosaka y col.,
1983). A este sistema se le conoce como el sistema o circuito de proyeccion vomeronasal
(Fig. 2) y es sexualmente dimorfico (Segovia y Guillamon, 1993 y 1996). A continuacion se
describe cada una de las estructuras que forman dicho circuito, haciendo especial énfasis en

el APM, area fundamental para la expresion de la conducta sexual masculina.

Nucleo " Nucleo
Cortical Medial
Amigdala
i
K {
b } romssmmmammnsntSlStema Vomeronasal
‘\’* § menreernewneat Sistema Olfatorio

AN

Fig. 2 Sistema de proyeccién vomeronasal. El sistema neuronal que participa en la deteccion de
claves sexualmente relevantes y, por lo tanto, participa de manera importante en la regulacion de la
conducta sexual de la rata macho inicia con la deteccion de estimulos sexualmente relevantes por el
o6rgano vomeronasal, el cual transmite esta informacion al bulbo olfatorio accesorio (BOA).y este
establece conexiones directas con la amigdala (AMG). Posteriormente la AMG establece
conexiones tanto con el micleo de la cama de la estria terminal (BNST), como con ¢l area predptica
media a través de la via estriatal y solo con el APM por la via ventral (VP). En el esquema también
se observa la via que sigue la deteccion de olores propiamente dichos, que a diferencia de las claves
sexualmente relevantes son detectados por la mucosa olfatoria que conecta directamente con el
bulbo olfatorio principal (BOP). (Adaptado de Baum, 1992.)
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por completo fa copulacion  (Winans y Powers, 1977). Los estudios antes mencionados

demuestran que las lesiones o extracciones de los bulbos olfatorios producen aleraciones
mmportantes en Ja expresion de la conducta sexnal masculina al interferir con ¢l
procesamicnto de claves quimiosensoriales sexualmente relevantes.
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bien explicados, pero se propone que ya que la ﬂmigdaia recibe informacion de los nervios

sensoriales de la region genital (Carrer, 1978), una sensibilidad genital inadecuada puede

infiuir en [a inhibicion de la conducta.
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(incluidos ¢l lateral, paraventricular, ventromedial y arcuato), el giro central, nicleo del
raphe  (dovsal y medio), el drea ventral tegimental y el nticleo del tracto solitavio (Chiba y
Murata, 1935; Conrad y Piafl, 1976; Simerly y cols., 1986; Simerly y Swanson, [988). Otias
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y Gorski (1982) trasplantaron tejido fetal masculino correspondiente al APM en ratas
hembras de pocas semanas de edad. En la edad adulta, estas hembras presentaban un
aumento de la conducta sexual femenina pero también de conducta sexual masculina, el
aumento de la conducta sexual masculina se dio ¢n comparacion con los controles, ambos
grupos fueron tratados con testosterona (Arendash y Gorski, 1982). En este sentido se debe
mencionar que no existe ningun experimento en el que se induzca conducta sexual masculina
a hembras ovariectomizadas sin que se les trate con hormonas, (Slob y cols, 1987).

Por otro lado, las deficiencias en la conducta sexual producidas por lesiones
bilaterales del APM no se asocian con alteraciones del eje hipofisis-gonadas o alteraciones
de los mecanismos de ereccion o eyaculacidn (Heuner y Larsson, 1966/1967; Lisk, 1968;
Lupo y cols, 1983; Stefanick y Davidson, 1987). Los tratamientos con testosterona y los
procedimientos que inducen conducta sexual en ratas poco activas sexualmente (remplazo
de Ja hembra, manipulacion del macho, choques eléctricos al macho) no restablecen la
conducta sexual en ratas con lesiones en el APM (Caggiula y cols., 1974; Heimer y cols.,
1966/1967; Lisk, 1968; Stefanick y Davidson, 1987). Las deficiencias conductuales
producidas por la lesidn parecen ser permanentes, ya que no se ha detectado recuperacion
de la conducta en animales ain 8 meses después de la lesion (Ginton y Merari, 1977).

Se han planteado diferentes hipdtesis para tratar de explicar los mecanismos por los
que la lesion del APM afecta la conducta sexual. Las ratas macho entrenadas para responder
instrumentalmente y obtener acceso a una hembra receptiva, dejan de copular pero siguen
mostrando la respuesta instrumental después de lesionar el APM (Everitt y Stacey, 1987).
Se han descrito resultados similares usando el paradigma de preferencia sexual o el de
preferencia de lugar. Utilizando estos procedimientos se ha demostrado que los animales con
lesiones en el APM prefieren la compafia de una hembra receptiva o estar donde ésta
estuvo, sugiriendo que el APM esta involucrada en las respuestas motoras y no en las
motivacionales relacionadas con la conducta sexual (Hughes y cols., 1990; Paredes y cols,
1998). Otros estudios que apoyan esta hipétesis, han demostrado que animales con lesiones
en el APM muestran interés por la hembra y despliegan montas incompletas (Hansen y cols.,
1982). Mas alin, monos rhesus lesionados en el APM no despliegan conducta copulatoria pero

se masturbany aprietan la palanca para obtener la compafiia de una hembra (Slimp y cols., 1978).
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Aunque los datos arriba descritos demuestran que la ausencia de la conducta sexual
en animales con lesiones en el APM se debe a alteraciones relacionadas con la ejecucion de
la conducta, existen también datos que sugieren que al lesionar el APM se producen
alteraciones en los mecanismos motivacionales. Por ejemplo, s¢ ha demostrado que los
animales con lesiones en el APM muestran menor preferencia por una henibra receptiva que
los animales control. Esta preferencia disminuye ain méas al aumentar el tiempo de prueba
después de la lesion, sugiriendo que la conducta desaparece por una reduccién en la
motivacion sexual (Edwards v Eivhorn, 1986). La copulacién asociada a la estimulacion y fa
induccion de la conducta sexual en animales no copuladores producida por el kindling
facilitan los aspectos motivacionales de la conducta sexval (Madlafousck y cols,, 1970;
Paredes v cols,, 1990).

I.a tercera hipOtesis sugiere que el APM esta involuerada tanto en los mecanismos
relacionados con la cjecucion como los de moetivacién de esta conducta. Por ejemplo,
alunas ratas con lesiones en ol APM des plicgan algunas montas ¢ Iromisiones pero no
alcanzan la eyaculacion (Ginton v NMerari, 1977). Cuando se realizan cortes dorsales y
sagitales de las fibras que Hevan informacion del o hacia el APM, se producen alteraciores

anto con a ¢jecucion como con la de iniciacion de

—

conductuales difcrenciales relacionadas
Ja conducta respectivaimente (Srechtman y cols 1978) Ta estimulacion cléetrica del AM
(Merari y Ginton, 1975) y la infusion de bicuculing en esta region (Ferndndez-Guasti y cols |

1
1

1985) reduce ¢l namero de mtromisiones, la latencia de eyaculacidn y el intervalo
posteyaculatorio, y aumenta el niimero de eyaculaciones en el tiempo de prueba. Se han
descrito resultados similarcs poco tiempo después de lesiones pequefias del APM que
afectan tanto los mecanismos motivacionales como los de ejecucion relacionados con la
conducta sexual (Paredes y Agmo, 1992).

Finalmente se debe mencionar que la estimulacion eléctrica del APM facilita la
conducta sexual. Esta facilitacion involucra una reduccion en el nimero de intromisiones
necesarias para eyacular (Malsburi, 1971; Merari y Ginton, 1975; Van Dis, 1971) asi como
una reduccion en la latencia de eyaculacion y un aumento en el nimero de eyaculaciones
durante la prueba (Merari y Ginton, 1975; Van-Dis, 1971). Asimismo, se observa una gran

reduccion en el intervalo posteyaculatorio (Madlafousek y cols., 1970; Malsbury, 1971;



Merart y Ginton,1975; Van-Dis, 1971). Estos cfectos se observan unicamente durante el
periodo de estimulacién o inmediatamente después de haberse aplicado y se conoce como
copulacién asociada a estimulacion. Otra forma de estimulacion eléctrica, el kindling, al ser
aplicado en el APM induce conducta sexual en animales no copuladores (Paredes y cols.,
1990). El mismo procedimiento en la AMG no induce conducta sexual, sugiriendo que los
cambios locales en el APM y no la propagacién de la actividad neuronal producida por el

kindling inducen conducta sexual (Paredes y cols., 1990).

1.4 Fvaluacion del funcionamiento del circuito de proyeccidn vomeronasal

La deteccidn del producto del oncogén c-fos se ha utilizado amphamente como un
marcador de actividad neuronal que ocurre en respucsta a una pran varicdad de estimulos

homeostéticos o sensonales. La proteina Fos, producto del oncogén c-fos, {orma un

heterodimero con la protema Jun, este heterodimero funciona como un fictor de
ranscripeion, el cual se une especificamente a una secuencia del ADN. Al unirse al ADN se
activa el sitto AP-1, ¢l cual regula la expresion de varios genes refacionados con ¢l
crecimiento, Ja reparacion y la replicacion del genoma. Fos y Jun son miembros de una gran
familia de factores de transcripeion, log cuales al sintonizar ¢rupos v subprupos de genes

osibilitan a las células para responder a las demandas ambientales. EI ARNm del gen c-fos

despucds de 5 min, de estimulacicn, mientras que Ja expresion de la

o

se puede detecta
proteina Fog después de 30 min. (Smith y cols, 1993),

La prescncia de Jes productos del oncogen c-fos, se ha convertido en una téenica
conflable para detectar la actividad neuronal gencrada por  estimules particulares, este
patrén de expresion de Fos es especifico @l tipo de estimulo aplicade. Por ¢jemplo, on
experimentos donde se inyectan ratas con una sohicion hipertdnica v se sacrifican después
de 30 min., por ejemplo, s han localizado muchas células inmuncreactivas a Fos en ¢l
Organo subfornical, estructura circunventricular del cercbro involucrada en la en Ia
regulacion de los fluidos del cuerpo (Giovannelll y Bloom, 1992). De manera similar ¢n
investigaciones sobre tareas motoras o hipertermia en ratas se ha observado que despuds

del estimulo hay una gran cantidad de neuronas inmunoeractivas a Fos en regiones cerebrales
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implicadas con esos estimulos y no en otras areas (Scammell y cols., 1993; Leite-Silveira y
cols., 1995). Lo anterior nos pone de manifiesto que la actividad neuronal que se detecta
utilizando la téenica de inmunorreactividad hacia Fos depende del tipo de estimulo aplicado,
por lo que la deteccion de las proteinas producidas por genes tempranos como Fos, refleja
Jas regiones neuronales involucradas en el procesamiento neuronal de un cstimulo
determinado.

Tambicn ya se ha utilizado la induccion de la proteina Fes como una téenica para
medir la respuesta de fos circuitos neuronales involucrados en el control de la conducta
sexual, sobre todo la respuesta del circuito de proyeccion vomeronasal de rata, tanto en
machos como en hembras, a varios tipos de cetinulos sexuvahnente relevantes (Paredes y
cols., 1998). Trabajos en los que se ha untilizado la expresién de esta proteina como un
marcador immunohistoldgico de actividad neurcnal, sugieren que la rata hembra tiene un
patrdn sorprendentemente simular al de los machos en respuesta a claves feromonales
derivadas de una bembra en estro (Bressler y Baum, 1996). n otro cstudio, reahizado por
Wersinger y colaboradores en 1993, someticren tanto a las ratas a varios tipos de cstinulo
sexualmente relevantes. Sus resulindos revelan que tanto en machos como  ¢n hembras
gonadectonizadas y tratadas con estiogenos, se pueden cbservar patrones idénticos de
mmunoreactividad  hacia Fos on la AMG medial posterior, ¢l NCET ¢l tegmento
dorsolateral (TI31) v el APM.

Los resuitados anteriores demuesiran claramente que la detecadn de la proteina Fos
aespués de Ja exposicion a claves sexualmente relevantes pernite evaluar el funcionamiento
del circuito de proyeccion vomeronasal. Bstudios anatomicos previos realizados por varios
investigadores han demostrado que este sistema de proyeceidn vomerenasal es sexualmente

an

dimérfico en la rata (Scgovia y Guillamon, 1993, 1996). Trabajos en los que se ha utilizado
Ja expresion de Fos como un marcador inmunchistoldgico de actividad neuronal, sucieren
que la rata hembra tiene un patrén sorprendentemente siimilar al de los machos en respuesia
a claves feromonales derivadas de una rata hembra en estro ( Bressler y Baum, 1996).

Por otro lado Bakker y cels. (1993) demostraron que las claves quimiosensoriales de
aserrin expuesto a hembras en estro aumentaban el nimero de neuronas marcada con anti-

Fos en la amigdala medial posterior, el NCET y el APM de ratas macho que habian sido

>



castrados en la edad adulta y tratados crénicamente con estradiol. También observd
aumentos similares en machos que habian sido tratados neonatalmente con un inhibidor de la
aromatasa, 1,4,6-androstriana-3,17-dione (ATD, la cual bloquea la masculinizacion del
nacleo dimoérfico sexual del APM). Ademis, cuando expuso a sujetos macho a camas de
machos sexualmente activos, solo se activaron las areas periféricas ( BOA y amigdala media
anterior). No se activaron las 4reas centrales (NCET y APOM).

ET grupo de Paredes (1998), demostrd que las ratas macho y hembras gonadectomi-
zadas y tratadas con propionato de testosterona (PT) presentaban la activacion del circuito
a claves sexualmente relevantes, ya que los sujetos tratados con aceite no respondieron al
olor de hembra receptiva.

Parece demostrado que Ja respuesta de las neuronas de éste circuito a claves
quimiosensoriales derivadas de machos es diferente en ambos sexos, mientras que la
respucsta a camas de hembras esigual en fos dos sexos, v que 1a respuesta esta condicionada
a la existencia de un nivel hormonal minimo.

S debe mencicnar que la disrupeidn quirirpica de la aferencia vomeronasal que
Hega al cerebro, atenua parciaimente cf aumento de ¢-os inducidos por copula en diferentes
partes del circuito de proyeccion vomeronasal (Dudley y cols., 1992; Femandez-Fewell y
cols, ,199‘4).

Fmalmente, como va se ha mencionado, la estimulacion eléetrica tipo kindling en ¢l
APM es capaz de inducir conducta sexuel masculina en sujetos que previamente eran
incapaces de copular, sin embargo no sc ha evaluado la respuesta del circuito en esos
sujetos. Ahora pasaremoes a revisar algunos aspectos de este tipo de estimulacion, el

kindiing.



CAPITULO IL. ENCENDIMIENTO ELECTRICO

2.1 Definicion y Descripcion del kindling

La administracion diaria de estimulos eléctricos en cualquiera de varias estructuras
cerebrales, en una amplia variedad de especies, llevan al desarrollo progresivo de
convulsiones electrograficas y conductuales, este fendmeno, denominado encendimiento
eléctrico (kindling), fue primeramente descrito por Goddard y colaboradores (1969) y ha

sido utilizado como un modelo de epileptogénesis, y, la definicion, en sus palabras es :

...Los cambios progresivos que resultan de la estimulacion repetida

seran referidos como el efecto del kindling... (Goddard, 1969).

Como varias cosas en ciencia el kindling se descubrié accidentalmente. El trabajo
pionero de Goddard, quien tenia un fuerte interés en los mecanismos de memoria, consistia
en someter a ratas macho durante varios dias a trenes de estimulos eléctricos subumbrales
por un segundo en un area del sistema limbico, la amigdala. Trabajaba en ese momento en la
influencia que tenia esa estructura sobre la retencion. Conforme transcurrian los dias de
estimulacion observd que los animales presentaban primeramente convulsiones registradas
por el electroencefalografo (postdescargas) y después de varias estimulaciones el animal
presentaban convulsiones tonico-clonicas, como las que se presentan en la epilepsia. Sin
embargo, lo que llamé su atencion, fue que el cambio en respuesta a la estimulacion parecia
ser permanente o al menos de largo plazo (Goddard, 1967). A pesar de que el fenomeno
intervino con el experimento en curso, Graham Godard reconocié que el cerebro estaba
cambiando en respuesta a un estimulo constante, y que este cambio constituia una forma de
plasticidad, la cual podria ser un modelo para la epilepsia parcial compleja. Actualmente el
kindling esta ampliamente reconocido como un fendémeno de plasticidad sinaptica en muchas

especies, incluyendo primates (Wada y cols., 1974, 1978).
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‘I trabajo de Goddard, como otros trabajos sobre memoria en la década de los 6075
fue identificado como parte del fendmeno que Morrel y colaboradores habian denominado
de “foco en espejo” (Morrell, 1969). Con este fendmeno, un foco epiléptico inducido en uno
de los hemisferios inducia gradualmente un foco secundario independiente en el sitio
homologo del hemisferio contralateral. Morrel (1973) propuso que este mecanismo podria
ser dependiente de los mismo mecanismos normalmente involucrados en el almacenaje de
informacién. Por lo tanto Goddard tenta las bases para ver el “nuevo” fenomeno como un

modelo potencial de memoria, con la ventaja adicional de que el kindling era mas facil y

rapidamente inducible que el foco en espejo.

Goddard completo una amplia serie de experimentos que reforzaron su creencia de
que los mecanismos de memoria y los de kindling se sobrelapaban (Geddard, 1969). Muchas
de la similitudes fueron superficiales, sin embargo, ¢l hallazgo inicial més prometedor fud
simplemnente la falta de un gran daio como correlato del kindlmg. Un cambio en fa furcion
del cerebro Heen a ser doblemente interesante si se produce sin compania de tejido danado.
Fn el reporte de 1969, Goddard y colaboradores examinaron el tejido que se encontrabs
alrededor del electrodo de estimulacion con tineion de Nijss y no encontraron diferencias
entre los animales con kindling y los controles. ia mayoria de los datos, hasta 1998, no
reportaron ningrm cambio o algin forma de proceso de creamiento (Goddard y Douglas,
1975 Racme, 1975 ; Racine y Zaide, 1978 ; Sutula, 1988).

S e

2.2 Caracteristicas electrofisiologicas para inducir Kindhng
Como se menciono, en el fenomeno del kindling, Tas estimulaciones intracrancales de
2
baja mtensidad, repetidas y localizadas, Hevan al desarrollo de postdescargas (P1D7s) focale
J d J
automatisinos  conductuales y, eventualmente a convulsiones motoras  generalizadas
(Goddard, 1969). Lsta alteracion gradual en Ja funcion vy expresion cerebral, que cada uno
de los clomentos produce es permanente. El kindling es considerado como un modelo de

epilepsia, plasticidad neuronal y memoria.
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Ahora se conoce que el desarrollo de este fendmeno depende de la presencia de
actividad cerebral eléctrica sincrénica, inducida por un estimulo eléetrico, la postdescarga
(PD) (Racine, 1972a). In el modelo de kindling, las PD’s estan confinadas inicialmente al
foco de estimulacién, con el progreso del kindling las PID’s se propagan, reclutando cada vez
a una mayor cantidad de regiones cerebrales. Lstas otras estructuras cerebrales son
utilizadas entonces como vias para la propagaciéon y generalizacidn de las subsecuentes
convulsiones (Ackermann y cols., 1986; McNamara, 1986 ; Racine y cols, 1988). Es decir
que la estimulacion por si misma no es la responsable de la crisis, sino la gencralizacion de la
Pp.

Para inducir el kindling, ¢l estimulo cléctrico debe ser dado periddicamente. En
ammales adultos, la estimulacion continua o estimulaciones de 20 mA cada 30 minutos no
mnducen el kindling (Goddard, 1969-; Racine, 1973 ; Peterson, 1981 ; Moshé, 1983}
Comenzando con intervalos de una hora, la eficacia de los estimulos es mayor al aumentar
periodo de nterestimulacion (Goddard, 1909). La forma més comin de estimulacidn
consiste en aplicar una coriente siusoidal o rectangular de 60 Hz por T o 2 segundos; sin
embargo la frecuencias por arriba de 25 Uz son icualmente efectivas (Goddard, 1969 ¢
Racme, 1978). Aungue miciahnente se asegureba que el kndling no podia producirse por

estimulaciones de baja {recuencia, otros estudios ascguran que puede producirse a

frecuencias tan bajas como 1.5 a 3 Hz aumentando ¢l periodo de estimulacion (10 a 60 seg)
v la intensidad del cstimnulo (Cain y Corcoran, 1981 5 Lothman, 1685 Minabe, 1986, 17

subumbral {la cantidad de cornente por debajo de la minima necesaria) para la generaciin
de PD7s puede dismiuir gradualmente el umbral de PD (intensidad de corriente mas baja
capaz de producir una P1), s1 despuds de varias estbmulaciones no ¢s posible inducir PID7s es
debido a que ese sitio no puede o el Kindling. De este modo, como ya se menciono, la

"bido a que ese sitio no puede onducir el kindling. De este modo, como ya se menciono, ia
aparicion de las P1’s puede ser considerado como un indice de epileptogenicidad del sitio
estimulado, sm embargo el umbral para la PD no ¢s capaz de predecir la velocidad con la
cual aparccerd la convulsion generalizada de kindling (Zaide, 1974 ; Racine, 1977 ;Moshé,

1081).



2.3 Caracteristicas conductuales del kindling

Las manifestaciones conductuales de las convulsiones provocadas por kindling
dependen del sitio estimulado y de la especie animal. En la rata adulta, las convulsiones
inducidas por del kindling amigdalino progresan a través de estados predecibles vy
caracteristicos, descritos por primera vez por Racine (1972b) (tabla 1). Los estados 0-3
representan convulsiones focales (parciales), sin embargo al tiempo que ocurre el estado 3,
Ja actividad convulsiva se ha propagado para involucrar al hemusferio ipsilateral. Los estados
4y S representan una franca generalizacidn de las convulsiones de diferente severidad. Pinel
y Rovner (1978) han mostrado que estimulaciones posteriores inducen progresivamente
convulsiones mas severas, clasificadas como estados 6-8. Después de un promedio de 348
cstimulaciones, ocurren convulsiones espontancas en las ratas, satisfaciendo el critevio mas
mmportante para cstablecer el kindling como modelo animal de epilepsia (McNamara, 1986 ;

Wada y cols., 1986). Tradicionalmente, sin embargo, muchos investigadores consideran el
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O, I:’rekmdlmg - Aparicion de postdescargas.

1. Inmovilidad, movimientos masticatorios,
2. Cabecco (nodding),
3. Clonos umlaterales de los niembros anteriores

4. Clonos bilaterales de los miembros anteriores, el animal
se para sobre sus micinbros posteriores.

5. Pérdida del equlibrio

6. Ataques multiples de levantamientos y caidas

7. Llanmmal corre antes de levantarse sobre sus miembros
traseros y de perder el control de la postura

8. Convulsiones espontaneas

b

Tabla 1. Estados del desarrollo comulmo Conductualmente se observa una act md d
tonico-clonica, dividida en ctapas de crisis, cuyo orden de aparicion cs el indicado. Al
presentarse ¢l estado cinco, y esto sucede despuds de varios dias de cstimulacion, se
considera que ¢l animal ha desarrollado kindling (Racine, 1972). Las fascs 6-8 son las
propuestas por Pincl y Rovner en 1978, las cuales son utilizadas para usar al kindling
como modelo de cpilepsia.
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desarrollo de las convulsiones generalizadas de los estados 4 o 5 como el punto final del
kindling. El nimero de estimulaciones requeridas para cl desarrollo de una convulsion
generalizada ha sido llamada taza de kindling y es una medida de la habilidad del foco para
propagarse a distancia a los sitios involucrados en la expresion conductual de las
convulsiones, asi como de Ja habilidad del medio circundante y de regiones lejanas del lugar
de estimulacion para limitar la propagacion.

El fenomeno de kindling puede también inducirse quimicamente, inyectando dosis
convulsivantes o subconvulsivantes de carbacol, cocaina, lidocaina, glutamato vy
pentilenetetrazol (Vozu y Wise, 1975; Post, 1975, 1976; Mason y Cooper, 1972; Croucher y
Bradford, 1990; Ito y cols, 1977; Vindrola y cols, 1983) con caracteristicas
electroencefalograficas y conductuales semejantes. Las regiones cercbrales que se han
utilizado como vias de propagacion del estimulo son varias, fundamentalmente se ha
ntlizado la amigdala por el menor ntimero de estimulos requeridos, sin embargo, en teoria,

la estimulacion de cualquier micleo cerebral llega a inducir el fenomeno (Racine, 1978).

2.4 Propiedades Bisicas del Kindling

A pesar de que la fase 5 del kindling se considera como ¢l estado final, el kindling,
como ya se menciono, puede desarrollarse mas alla de este nivel debido a la presencia de
convulsiones esponténeas. Los cambios causados por ol kindling persisten por un tiempo
largo, por lo que son vistes como permanentes o semipermanentes, ya que animales en fase
5 que han permanecido sin estimulacion durante doce meses, responden con una crisis de
fase 5 al ser estimulados nuevamente (Wada y cols., 1974; Dennison y cols., 1995). 1]
ntmero de estimulos necesarios para inducir una crisis epiléptica, es mucho menor a los utilizados
la primera vez (Goddard y cols., 1969 ; McNamara, 1986 ; Racine y cols., 1988; Wada vy cols.
1974), por lo que el kindling puede ser Util en ¢l estudio de la plasticidad neuronal, sobretodo
porque los efectos que produce, modificando de alguna manera la circuiteria o Ja bioquimica
cerebral, son efectos a largo plazo

El kindling también es considerado como un fendémeno general, ya que se ha

demostrado en todas las especies que se han sometido al procedimiento, que van desde ranas

23



y reptiles hasta los gatos, perros y primates (Para revision ver Fernandez-Guardiola y cols.
1992). El fenémeno del kindling también ha sido encontrado en humanos, donde se ha
observado una progresién semejante de las convulsiones por extirpacion de tumores
(Morrell, 1985). El kindling puede ser inducido en practicamente cualquier nicleo cerebral
(Racine, 1978), tal vez exceptuando ¢l cerebelo (Maiti y Sneider, 1975).

Debido a que después de que un amimal ha sido sometido al encendimiento eléctrico
hasta Jograr PD’s electroencefalograficas y convulsiones conductuales, se puede provocar
facilmente una convulsion idéntica meses después con un menor nimero de estimulos que los
requeridos la primera vez. Por esto se puede postular que el kindling es andlogo al aprendizaje
normal, si definimos aprendizaje como un cambio en la conducta mas o menos permanente que
resulta de la practica , es posible que los componentes almacenados (engrama) mvolucren los
mismos mecamsmos fisioldgicos como el engrama de la memoria a largo plazo (Goddard vy
Douglas, 1975). Los efectos del kindling resultan de una activacién neuronal y no del dafio de un
tejido, un edema, gliosis u otro proceso bioldgico consecuente a la implantacion del electrodo.
Las caracteristicas antes descritas hacen del fendmeno del kindling un modele ideal para evaluar

los cambios permanentes en el funcionamiento cerebral.

2.5 Mecanismos del Kindling

A pesar de que tedavia no se conoce el mecanismo por el cual el kindling se produce
y genera sus cfectos, y aunque hay datos que apoyan Ja participacion de los receptores a N-

>

metil-D-aspartato (Holmes y cols., 1992; Hablitz v Langmoen, 1986; Herron y cols., 1985;
Holmes y cols., 1990, Peterson y cols., 1983; Slater v cols., 1985; Steltzer y cols., 1987)
dentro del mecanismo que modula el desarrcllo v produccion de las PD’s que inducen el
kindling, se han descrito varias hipdtesis que tratan de explicar los mecanismos que subyacen
a éste fenomeno. Sc ha postulado que neurotrasmisores como GABA, monoaminas,
peptidos opiedes y benzodiazepinas participan en la induccién del kindling. También se han
mvolucrado varios mecanismos subcelulares como la potenciacion a largo plazo, la

modificacion de respuestas intrinsecas de células sensitivas y cambios en la sintesis de

proteinas. Otras hipétesis que se han manejado involucran a varios sistemas de



neurotrasmisores, asi como a muchos de los mecanismos intracelulares (Revisiones:
Corcoran, 1988; Racine, 1978; Racine y Burnham, 1984, Wada, 1990).). Mas
recientemente, algunas de las investigaciones tratan de entender los mecanismos moleculares
que subyacen al kindling (Cain y cols., 1995; Watanabe y cols., 1996; Revision: McNamara,
1995).
Parte de la dificultad para determinar los mecanismos subyacentes al kindling se debe
al hecho que los varios patrones de activacion neural que se conocen, pueden llevar a una
amplia variedad de efectos post-activacionales de largo plazo. La activacion neural excesiva,
como los eventos epileptiformes, pueden producir un gran nimero de efectos, y cualquiera
de ellos podria llevar al desarrollo de un estado epileptogénico.
Racine (1998) agrupa esos efectos en tres grandes categorias : 1) Los que reflejan un
aumento de la conectividad dentro de sistemas excitatorios, 2) los que reflejan una
disminucion (o aumento) del nivel de funcionamiento dentro de sistemas excitatorios, y 3)
los que reflejan un cambio en las propiedades intrinsecas de Ja respuesta neuronal, es decir
que se vuelven mas susceptibles a disparar incontroleblemente. A pesar de que todos estos
efectos se han implicado en la epileptogénesis del kindling, ninguno se ha manifestado como
esencial. Sin embargo se han propuesto cuatro diferentes mecanismos para explicarios
1) Aumento de la conectividad en las siapsis preexistentes: Este fendmeno se ha
confirmado ampliamente (Douglas v Goddard, 1975 ; Racine, 1972b; Racine y cols. 1975
y 1995; Russell, 1985). La potenciacion inducida por el kindling (PI1K), en muchos
aspectos es muy semejante a la potenciacion a largo plazo (PLP), la cual puede ser
definida como un aumento en la intensificacion sindptica por una estimulacién breve, pero
de alta frecuencia, de las aferentes excitatorias. Sin embargo, la PIK es diferente de la
PLP en varias formas, en experimentos paralelos con PIK y PLP se sabe que la PIK tiene
efectos mas duraderos que la PLP, incluso no se sabe cuando termina el efecto
potenciador de la PIK.

2) Brote (Sprouting) Axonal - Presencia de nuevas sindpsis: Més recientemente se ha
observado que el kindling es capaz de mducir crecimiento axonal de las vias excitatorias
del hipocampo. Especificamente el brote se induce en la fibras musgosas que van de las

células granulares del giro dentado a las células piramidales del area CA3 del hipocampo.
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3)

4)

En esta via se ha mostrado el brote de colaterales posteriores dentro de la pared de
células granulares (Sutula, 1998) y en el sitio blanco normal de las fibras musgosas del
area CA3 (Ben-Ari, 1990 ; Represa, 1992). Todavia no esta claro st este brote es un
cjemplo de un aumento de la conectividad en la circuiteria excitatoria que lleva a la
epileptogénesis, pero esta sugerencia se ha hecho varias veces (Cavazos, 1991 ; Represa,
1992 ; Sutula, 1998).

Disminuciéon de la Inhibicién: Varios investigadores han intentado correlacionar la
epileptogénesis con una inhibicion de la transmision. Usando pulsos pareados para medir
la inhibicidén, se encontré que esta puede encontrarse en varios sitios, la mayoria de
sistemas excitatorios, tal es caso del giro dentado (Tuff, 1983) y en la corteza piriforme
(Racine, 1991). Estos dos sitios son en los que se han mostrado algunas de Jas mas
dramaticas alteraciones mmducidas por activacion en kindling y experimentos relacionados
(Erfors, 1991 ; Hughes, 1993 ; Kairiss, 1984 ; Khurgel, 1992 ; McIntyre, 1982 ; Mclntyre
y Wong, 1986 ; Racine v cols,, 1988). También se ha encontrado evidencia de aumento
de la inhibicion en el drea hipocampal CA3 (Racine, 1983) y en la corteza entorrinal y
perirrinal después del kindling (Racine, 1998). Ln sitios donde se¢ ha encontrado
reduccion de la inhibicion es en el area hipocampal CAT (King, 1985), amigdala (Rainnie,
1992) y en el area CA3 del hipocampo en preparaciones in viro (Zhao, 1992).

Pérdida Celular: Hallazgos clinicos son los que han proveido el terreno inicial para
sugerir una relacion entre la epileptogénesis y la pérdida neuronal. Irecuentemente la
degeneracion hipocampal cs Ja caracteristica mas sobresaliente de la epilepsia del lobulo
temporal. Si existe daflo o pérdida celular de los sistemas con funcion inhibitoria,
entonces el aumento de la reactividad epileptogénica podria ser una consecuencia logica.
Algo similar en la epileptogénesis producida por ¢l kindhing llego de un reporte en que
existia pérdida celular en e} hilus del giro dentado en animales con kindling (Cavazos,
1990). Esto fue controversial, ya que tanto Graham Goddard y R. Racine ya habfan
hecho conteos neuronales en el foco del kindling y no encontraron diferencias entre los
sujetos con kindling v los controles. Sin embargo, ahora es claro que la perdida neuronal
puede ocurrir como resultado de la induccion de un estado epileptogénico (Ben-Ari,

1985 ; Nadler, 1980), aunque cl efecto aun es controversial en la literatura del kindling.



En cualquier caso, se ha sugerido que algunas de las células perdidas en el hilus, en
muchos modelos de activacién epiléptica, son células que normalmente inervan
interneuronas inhibitorias (Sloviter, 1991). Si esto es asi, entonces esta pérdida celular

podria alterar el balance entre la excitacidn y la inhibicidn.

2.6 Efectos del kindlhing sobre la conducta sexual

Como se ha mencionado, El grupo de Paredes es el unico que ha relacionado el
kindling con la conducta sexual masculina (Paredes y cols., 1990 ; Basafiez, 1995). Como se
ha mencionado, ellos estimularon el APM vy la AMG de ratas macho que no presentaban
conducta sexual, las conclusiones a las que llegaron fueron las siguientes:

» [l kindling en ¢l APM produce la aparicion de la conducta sexual masculina en los
aninales no copuladores.

¢ Losresultados demuestran la importancia del APM para la expresion de dicha conducta y
sugieren que cn los machos no copuladores la conducta masculina no se manifiesta
debido a que el APM se encuentre inhibida y el kindling es capaz de reactivarla.

« Ll encendimiento eléctrico pudiera ser un procedimiento que activara centros, regiones o
nicleos de manera muy especifica, a pesar de su efecto generalizado, ya que no sc
observa el mismo efecto en las sujetos con kindhing en la APM con respecto a los
estimulados en la AMG.

« Los cambios conductuales generados por el kindling son de cfecto duradero puesto que
los animales previamente no copuladores siguen mostrando la conducta sexual aun
después de 10 meses de desarrollado el kindling.

Finalmente los autores sugieren que los cambios locales en el APM preducidos por el
kindling modifican los aspectos motivacionales de la conducta sexual, ya que se ha
comprobado que no existen diferencias en cuanto a niveles de testosterona ni en la
capacidad de ereccion peneana en los sujetos no copuladores (Stefanick y Davidson, 1987).
Sin embargo, sus resultados también muestran que el kindling en el APM tiene efectos sobre
los parametros ejecutorios de la conducta sexual masculina sobre todo a largo plazo

(Basafies, 1995).
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2.7 Efecto del kindling sobre otras conductas

Los cambios conductuales provocados por el kindling, tanto eléctrico como quimico,
incluyen modificaciones en el suefio (Dahl y Dam, 1985) ya sea disminuyendo la cantidad de
suefio Jento o de suefio paradoxico (Shouse y Sterman, 1983; Tanaka y Nacket, 1975),
provoca una deficiencia en la capacidad de retencién (Boast y Mclntyre, 1977), y disminuye
la capacidad de memorizacién (Stone y Gold, 1988). Sin embargo, el kindling en el
hipocampo ventral no altera el aprendizaje, memoria o nivel de actividad (Holmes y cols,,
1993). También se conoce que el kindling en la AMG provoca una disminucién en la
aversion a sabores y olores (Mikulka y Freeman, 1984).

El efecto del kindling en conductas complejas como la reproducciéon ha sido poco
evaluado. Sin embargo, se sabe que el kindling en el APM de ratas hembras aumenta la
conducta materna, reduciendo las latencias para remiciar las respuestas maternas en
comparacion con las hembras control. Ademas presentan una mayor preferencia por el olor
de un recién nacido en comparacion con aquellas que no han recibido estimulacion eléctrica
(Morgan y cols. 1997).

El kindling también se ha relacionado con conductas aun mas complejas, como la

anstedad y la depresion, o conductas sociales como la agresion (Adamec, 1998).
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CAPITULO III. TRABAJO EXPERIMENTAL

3.1 Planteamiento del proeblema

La aplicacion de testosterona a hembras ovariectomizadas provoca un aumento de conducta
heterotipica manifestandose en una mayor cantidad de patrones de monta e intromision (Slob, 1987). Por
otro lado, el kindling inducido en ¢l APM (&rea implicada de manera importante en la regulacion de la
conducta sexual masculina) de ratas macho no copuladoras provoca la aparicion de conducta sexual
masculina en estos anmales (Paredes y cols., 1990). El objetivo principal de este trabajo fue inducir ¢f
kindling en el area preoptica media de ratas hembras ovanectomizadas para fratar de facilitar la
presentacion de conducta sexual masculina al modificar el funcionaiiento del APM con el kindiing.

Por otro lado, se sabe que existen diferencias entre los efectos del kindling en el APM con respecto
al producido en la AMG, por Jo que se intento determinar st Ja via de propagacion del kindling en el AP
cra diferente a la via de propagacion de la AMG para tratar de explicar en estos términos fas diferencias
repertadas. Para lo cual realizamos un registro simultanco de estructuras mportantes en la expresicn de la
conducta sexual masculina.

Finalmente se mtento determinar s el circuito de proyecaidn vomeronasal, respondia més
facilmente a claves sexualmente relevantes en Jos sujetos con kindhing en ¢l APM con respecto a los pipos
SHAM v a los estimulados en fa AMG después de 5 dias con tratamiento con 2.5 mig/Kg de testosterona,
dosis con la que loy sgjetos gonadectomizados normalmente no responden. La eveluacion se realizd
utiizando a la proteina Fos como marcador de la actividad neuronal. Tomando lo anterior en cuenta
nuestras hipotesis fueron:

H1: Las hembras estimuladas cléctnicamente en ¢l APM vy tratadas con propionato de festostercna
presentardn conducta sexual masculina (heterotipica) mas facilmente que las hembras control (SHAM)
y que fas estimuladas en fa AMG.

H2: El kindling producido en ¢l APM tendra diferentes vias de propagacion al kindling inducido desde la
AMG.

H3: La respuesta del sistema de proyeccion vomeronasal a claves quimiosensorisles se
relevantes sera mayer en los sujetos estimulades en el APM con respecto a Jos =

estimulados en la AMG.
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3.2 Metodologia General
3.2.1 Sujetos

Para los experimentos se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar entre 250 y 320 g, con
alimentacion y agua ad libitum. Se mantuvieron en cajas individuales en un cuarto con temperatura
constante y ciclo de luz invertido (se prendia a las 10:00 hrs y a las 22:00 hrs se apagaba).

Entre las 12 y 14 semanas de edad las hembras fueron ovariectomizadas (extirpacion de los
ovarios), para lo cual fueron anestesiadas por via intraperitoneal con una mezcla de ketamina (70 mg/Kg),
hidrocloruro de xilazina (6 mg/Kg) y solucion sahina (0.9% de NaCl, 1 ml./Kg).

3.2.2 Implantacion de electrodos:

Después de una semana de recuperacién las hembras, previamente anestesiadas, fueron colocadas
en el estercotéxico y se procedio a la implantacion del electrodo. El electrodo bipolar fue de acero
inoxidable montado en un conector de tres puntas, la tercer punta conectaba a un alambre de plata que se
utilizaba como tierra. La implantacion se realizd en ¢l drea predptica media (grupo APM) o en la amigdala
(grupo AMQG). Para la implantacion en el APM se utilizaron Jas siguientes coordenadas estereotdxicas a

partir de bregma (interseccion de los 2 huesos parictales y ¢ frontal) @ Anteroposterior (AP) = -.05 mm,

AMG fueron: AP =-25mm, 1, =425 mm, h = 8.0 imm, l2 h = 0 fue temada a partir de la duramadre.
Todos los clectrodos fueron implantados del lado derecho, el alambre de tieira se coloco alrededor de uno
de los cuatro tomillos (3 mm de largo) fijados previamente alrededor del electrado, ese y los otros (res
tornillos se utilizaron para sujetar el electrodo al cranco con cemento dental (nic tone @). Los animales
implantados que no recibieron ninguna estimulacion formaron ¢l grupo control (SHAM).

3.2.3 Induccion del kindling:

Después de una semana de reposo las hembras fueron estimuladas eléctricamente a través del
clectrodo. Se utilizd un Lstimulador marca Grass Mod. S48 vy una unidad de estimilos zislados, marca
Grass Mod. PSIU6. El estimulo eléctrico fue de 60 Hz durante 1 seg. E! voltaje se determind
individualmente, hasta la aparicion de la PD o hasta que fue evidente que el animal sentia el estimulo. Las
hembras que no presentaron PD fueron eliminadas. Dos estimulos eléctricos se administraron diariamente
dejando al menos 4 hrs entre un estimulo y el sicuiente. Los estimules se aplicaron hasta que el animal
alcanzo la fase S en tres dias consecutivos o hasta que cumplio 15 dias de estimulacion. Las PD fueron
registradas a través del mismo electrodo conectado en circuito paralelo a un peligrafo Grass Mod. 7. Se

registrd la aparicion y, en su caso, la duracidn de éstas, ast como la fase conductual del kindling.
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3.3 Experimento 1: Registro de Conducta Sexual

3.3.1 Objetivo

Evaluar la conducta sexual masculina y femenina de la hembras estimuladas en el APM y en la
AMG tratadas con 2.5 y 5 mg/Kg de PT. La dosis de 5 mg/Kg se utiliza convencionalmente para mducir
conducta sexual masculina, decidimos utilizar una dosis menor para observar si se presentaba dicha
conducta y por lo tanto determinar si existia o no una facilitacion del efecto de la testosterona sobre Ja
induccion de la conducta sexual masculina en los sujetos con kindling v con PD en el APM.

3.3.2 Tratamiento hormonal

Los Animales de los tres grupos (SHAM, APM v AMG) fueron inyectados subcutaneamente con
una dosis de 2.5 mg/Kg de propionato de testosterona (PT) por 15 dias. A los 4, 9 y 14 dias de
tratamiento sc les registrod la conducta sexual femenina y a los dias 5, 10 y 15 se registid la conducta sexual
masculina. Después de este tratamiento se inyectd 5 mg/Kyg de PT durante otros 15 dias registrandose la
conducta sexual en Ja misma secuencia que con la dosis baja.

3.3.3 Pruebas conductuales

Para el registro de conducta sexual se utilizaron cajas de madera con enistal frontal de 60x40x30
cm (LxAxh), con el piso cubierto de aserrin. Ta conducta sexual masculina fiie evaluada vtilizando
hembras receptivas {tratadas con 25 1g de benzoato de estradiol 48 hrs antes de 1a prueba y con 1 mg de
progesterona 4 hrs antes, ambos farmacos disueltos en aceite de maiz). Durante 30 minutos se registraron
los patrones de monta ¢ intromision que presentaban las hembras experimentales. Se registrd el tiempo de
presentacion del primer patron de monta o intromision a partir del icio de la prueba, asi como el nimero
de veces que estos patrones se presentaron durante la prucha.

Para la conducia sexual femenina se utilizaron machos expertos, los cuales montaban a Jas hembras
sin mmportar st estaban receptivas 0 no. Se registrd el nimero de veces que las hembras presentaron
lordosis (arqueamiento anterodorsal), posicion caracteristica de receptividad, en diez montas por pate del
macho. A partir de estos datos se obtuvo el coeficiente de lordosis ([nGmero de Jordosis / nimero de
montas] x 100). Sc¢ cuantificd también la intensidad media de lordosis ([suma de la intensidad de cada
lordosis / nimero de montas} x 100), que tenia los siguiente valores: 0 = sin respuesta de lordosis ante una
monta o intromisién, 1= respuesta de lordosis en la que la hembra mostraba un ligero arqueamiento, 2 =
respuesta de lordosis en la que la hembra mostraba un fuerte arqueamiento levantando tanto la cabeza
como la cola.

d22871
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3.3.4 Resultados de la evolucion del kindling en el APM y en la AMG

En esta descripcion de resultados se utilizan anicamente los sujetos con kindling en el APM y
en la AMG, debido a que se desea comparar las diferencia encontradas entre la evolucion del kindling
inducido en la AMG con respecto al kindling inducido en la AMG. En la figura 3 se observa la
evolucion de las fases conductuales del kindling entre los sujetos estimulados en el APM y la AMG
con respecto al namero de estimulos. Las hembras estimuladas en la AMG evolucionan hacia la fase 5
de kindling mas rapidamente que las hembras estimuladas en ¢l APM, lo cual sc evidencia al
comparar el nimero de estimulos necesarios para alcanzar la fase 5 del kindling (Fig. 4). Sin
embargo, si se compara el nimero de estimulos necesarios para alcanzar la fase 5 del kindling a partir

de la aparicion de la PD no se observan diferencias (Fig. 5).
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Figura 3. Evolucion de las fases de kindling entre Jas hembras estimuladas en el APM o en
Ja AMG@G, a partir de la primera estimulacion. Media = S E.M. Prueba t-Student para grupos
independientes, * p < 0.03.

I2n la figura 6 se compara el voltaje requerido para inducir P1D’s en el APM y en la AMG. El
voltaje requerido para las hembras estimuladas en el APM fue significativamente mayor al requerido
por las hembras estimuladas en la AMG. Por otro lado, la duracion de las PD’s de los primeros

estimulos fue significativamente mayor en las hembras estimuladas en la AMG que en las estimuladas
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Figura. 4. Numcro de estimulos necesarios para legar a la fase 5 de kindling, a partir de la
primera estimulacion en ¢l APM v en Ja AMG. Media £ 5 12M. Pracba t-Student para
arupos independientes, * p < 0.05.
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Figura 5. Numero de estimulos necesarios para llegar a la fase 5 de kindling a partir de la
presentacion de la postdescarga en el APM y cn la AMG. Media + S E M. Prucha t-
Student para grupos independientes.
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[igura 6. Voitaje requerido por las hembras con kindhing en APM v en la AMG para
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en el APM (Fig. 7), sin embargo al comparar la duracion de todas las PD’s entre los dos grupos, a
pesar de que es mayor en el grupo AMG ésta diferencia no es estadisticamente significativa (p =

0.0871) (Fig. 8).
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cionde la Post

©

£

Figura 8. Duracidn del niamero total de postdescargas entre los grupos APM v AMG.

Media £ S E.M. Prucha t-Student para grupos mdependientes.

~

3.3.3 Resultados de las pruebas de conducta sexual

En las pruebas de conducta sexual femenina, no existieron diferencias entre los grupos, sobre
todo por los bajos niveles de receptividad que presentaron (Datos no mostrados). La figura 9 muestra
los porcentajes de sujetos en cada grupo que presentaron patrones de monta  (arriba) vy de
mtromision  (abajo) con la dosis baja (2.5 mg/Kg) o alta (S mg/Kg) de PT.

Debido a que no todos los sujetos que recibieron estimulacion en ¢l APM llegaron a Ja fase 5
en 15 dias de estimulacion, se procedio a separar el grupo en dos, los que habian alcanzado ja fase 5
del kindling (APMFS) y los que, aunque presentaron PD’s, llegaron solo a las fases 1 0 2 (APMPD).
Como se puede observar en la figura 9 el mayor porcentaje de sujetos que presentaron monta fueron
los del grupo APMPD alos 5y 10 dias de tratamicnto con la dosis baja de PT. No existen diferencias
en este parametro a los 15 dias de tratamiento con la dosis alta de PT. Tampoco se encontraron

diferencias en ninguno de los dfas de tratamiento con la dosis baja. Con respecto al porcentaje de
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DIAS DE TRATAMIENTO CON PT

Figura 9. Porcentaje de sujetos que presentaron patrones de monta (arriba) o de
imtromision (abajo) on las prucbas de conducta sexual masculina con dosis baja
(1zquicrda) v aita (derccha) de propionato de testosterona (PT). Prucha Xx": *p <003, B
p < 0.01. con respecto al grupo sham.
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sujetos que presentaron patron de intromision, existen diferencias significativas a los dias 10 y 15 de
tratamiento con la dosis alta de PT. Al dia 10 solo ¢l grupo AMG fue diferente al grupo SHAM pero
no fue diferente a los grupos APMPD y APMFS v al dia 15 todos los sujetos estimulados son
diferentes al grupo SHAM. Iin Ja figura 10 se observan las latencias de la primera monta con Ja dosis
baja v alta de PT. Al dia 5 de tratamiento con las dosis baja de PT la Jatencia de monta del Srupo
APMPD fue significativamente menor con respecto al grupo SHAM (F(3, 26)=3.859; p=0. 0208),
mientras en el dia 10 los dos grupos estimulados en el APM presentaron una reduccién significativa
en la Jatencia de monta en comparacion al grupo SHAM (F(3, 26)=6.029; p=0.0029),

presentaron diferencias entre el grupo AMG y SHAM. Con respecto a Ja dosis alta de PT, a los 10
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dias de tratamiento las latencias de monta en los tres grupos estimulados fueron menores a la del
grupo SHAM (F(3, 26)=3.47; p=0.0304), diferencia que no se observa a los 15 dias, debido a que el
grupo SHAM disminuyo su latencia de monta. La latencia del primer patron de intromision se
presentan en la figura 11. Esta latencia no difirié del grupo SHAM en ninguno de los dias con la dosis
baja de PT y tampoco a los 5 y 10 dias de tratamiento con la dosis alta. Unicamente a los 15 dias el

grupo con kindling en el APM (APMES) es significativamente diferente al SHAM.

[}

Enla figura 12 se muestra el nimero total de montas en los 30 min. de prueba alos 5, 10y |
dias de tratamiento conlas dosis baja (arriba) y alta (abajo) de PT. Il grupo APMPD presento
un numero de montas significativamentc mavor al presentado por el grupo SHAM a los dias S

(H(3,26)=8.447; p=0.0439) y 10 (H(3,26)=8.229; p=0.0418) de tratamiento con la dosis baja de PT.
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Figura 10. Latencia de la primera monta en 3 prucbas con dosis de 2.5 mg/Kg de PT
(arnba) y 3 pruebas con dosis de 5 mg/Kg de PT (abajo). ANOVA scguida de prueba de
LSD de Fisher. Media = S EM. Los asteriscos representan ¢l nivel de diferencia
significativa con respecto al grupo SHAM * p < 0.05, ¥* p < 0.01.
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Figura 11 Latencia del primer patrén de mtronusion en 3 pruchas con dosis de 2.5
mg/Kg de PT (arriba) v 3 pruchas con dosis de 3 mg/Kg de PT (abajo). Media 4 S M.
ANOVA seguida de prueba de Scheffe. * p <0.05 con respecto al grupo SHAM.

EI numero de patrones de intromision se muestra en la figura 13. La prueba H de Kruskal-
Wallis no revelod diferencias significativas en ninguno de fos dias de prucba con la dosis baja de PT y
tampoco para el dia 5 de prueba con la dosis alta. Sin embargo, a los 10 dias (H(3,26)=9.4879;
p=0.0235) y 15 dias (H(3,26)=8.228; p=0.0415) de tratamiento con la dosis alta los grupos
estimulados realizaron un nimero mayor de montas con respecto al grupo SITAM. En ambos dias ¢l
grupo APMES tuvo una diferencia mayor con respecto a los otros sujetos estimulados.

Los resultados obtemdos al evaluar la tasa de aciertos (hit rate == Num. de patrones dc

intromision / (Num. patrones de intromision + Num. de montas) tuvieron las mismas tendencias a las

observadas en los patrones de intromision (Datos no presentados).
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Figura 12, Ndmero de montas que presentaron las hembras de los grupos control
(SHAM), APMPD, APMF3 v AMG 2 los 3, 16 v 15 dias de tratamiento con una dosis
baja (2.5 mg/Kg) de PT (arnba) v alta (3 mg/Ke) de PT (abejo). Media + S.E.M. Prucba
Kruskall-Wallis seguida de prucba de Dunn. * p < 0.05.

3.3.6 Discusion

Los resultados del presente experimento muestran que a pesar de necesitarse un mayor
numero de estimulos en el APM con respecto a la AMG, el nimero de PI)’s necesarias para alcanzar
la fase 5 del kindling es muy similar. Previamente fue reportado (Goddard, 1969) que el APM
requeria de hasta 60 estimulaciones para alcanzar el kindling en comparacion a las 15 necesarias para
mducirlo en el AMG. Sin embargo, cuando ese estudio fue realizado no se reconocia la importancia
de la PD para el desarrollo del kindling, v por lo tanto un estimulo estandar de 50 pA fue utilizado.
Paredes y cols (1990) atribuyen este hecho a que [a mayoria de los estimulos que aplicaron Goddard

y su grupo (1969) no provocaron la aparicién de PD’s, por lo que se provocod un mayor retraso en



alcanzar la fase 5 del kindling. En el trabajo del grupo de Paredes, al igual que nosotros en este
trabajo, obtuvimos un promedio similar de PD’s para alcanzar la fase 5 entre los animales estimulados
en el APMy en la AMG. Sin embargo, en el presente trabajo se necesitd de una intensidad mas alta
(alrededor de 800 pA) para inducir una PD en el APM, en comparacion de la necesitada por Paredes

y su grupo (alrededor de 450 pA).

NUMERQ DE PATRONES DE INTROMISION

DIAS DE PRUEBA CON PT

Figura 13. Namero de patrones de intromision en 3 prucbas con dosis de 2.5 mg/Kg de
PT (arriba) y 3 prucbas con dosis de 5 mg/Kg de PT abajo. Media = SE.M. Prueba
Kruskall-Wallis scguida de prucba de Dunn. * p < 0.03, ** p < 0.01, con respecto al
grupo SHAM.

La duracion de fa PD en el APM fue muy similar a la duracion de la PD en la AMG,
sobretodo cuando el kindling estaba establecido. En ambos casos el aumento de la duracién fue

gradual. Estos resultados también difieren de los obtenidos previamente (Paredes y cols., 1990) en los
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que se describe que la duracion de la PD en el APM es significativamente mayor a la duracion de la
PD enla AMG.

Las diferencias descritas (intensidad del estimulo y duracion de la PD) las tenemos que
atribuir al hecho de que los resultados que se describen en el trabajo de Paredes y cols. (1990) fueron
obtenidos en machos, y los nuestros, en hembras, por lo tanto, ademas de haber sido dificil de inducir
el kindling en el APM en comparacion a la AMG, el APM de hembras probablemente sea mas
refractario al kindling que el de las ratas macho.

Como vya se ha mencionado, el kindling en el APM de ratas macho no copuladoras induce la
conducta sexual masculina (Paredes y col, 1990) mientras que el kindling en esta area en ratas
hembras facilita la expresion de conducta materna (Morgan y cols., 1997), estos  efectos
conductuales son de largo plazo (Basafies, 1995). En base a lo anterior se propuso que cl kindling en
esta region podria facilitar la expresion de la conducta sexual masculina también en hembras, por lo
que se decidio evaluar el efecto del kindling en el APM y la AMG en ratas hembras ovariectomizadas
sobre su conducta sexual masculina y femenina.

Se reconoce que la testosterona activa la copula a partir de su efecto directo sobre el sistema
nervioso (Davidsen, 1966), sin embargo su efecto en hembras es débil, presumiblemente porque los
mecanismos neurales que gobiernan la conducta sexual masculina estan menos desarrollados en las
hembras (Baum, 1972) (Ver parte 1.2). El grupo SHAM apova estas observaciones ya que el 50 %
de Jos sujetos nunca presento patrones de mtromision v el 50 % restante lo presento en pocas
ocasiones, y, a diferencia de los otros grupos, Jos patrones de menta no se presentaron en el 100 %
de las hembras, por lo que el tratamiento con PT no resultd completamente efectivo para inducir
conducta sexual masculina en hembras ovariectomizadas.

Sin embargo, debido a que se ha demostrado que el tratamiento con PT (5 me/Kg) puede
inducir la conducta sexual masculina en ratas hembra ovariectomizadas, nosotros evaluamos si el
kindling en el APM o en la AMG de ratas hembra puede facilitar la expresion de la conducta sexual
masculina utilizando una dosis menor de PT a las requeridas normalmente. En nuestro experimento se
observa que la aparicion de PD en el APM de ratas hembra a una dosis baja de PT (2.5 mg/kg)
facilita la expresion de patrones de monta, mientras que el tratamiento con 5 mg/kg de PT facilita los
patrones de intromision en los sujetos con kindling en el APM. Ll hecho de que se observara una
facilitacion del patron de monta en los sujetos con PD en el APM y una facilitacion del patron de
intromision en los sujetos estimulados, sobretodo los que desarrollaron el kindling a partir del APM
se debe discutir por separado. Y
LA 871
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La copulacién asociada a la estimulacién en el APM ha sido reportada ampliamente
(Malsbury, 1971; Merari y Ginton, 1975). Para nosotros es claro que un proceso similar se lleva a
cabo en los sujetos con PD en el APM que no alcanzaron la fase final del kindling. Dado que la
presencia de PD es un factor determinante para el desarrollo del kindling (Racine, 1972a) es muy
probable que los efectos facilitadores de la testosterona sobre la conducta sexual masculina en las
hembras estimuladas en el APM se vieron propiciados v se mantuvieron por la presencia de PD’s
disminuyendo la inhibicidn (Tuft, 1973; Racine y cols., 1991) del APM a estimulos sexualmente
relevantes (hipotesis probada en el experimento 3) o aumentando la conectividad de sinapsis
preexistentes (Douglas y Goddard, 1975; Racine , 1972b; Russell, 1985).

Los efectos del kindling en el APM sobre la facilitacion de los patrones de intromision se
presentd Unicamente con el tratamiento con la dosis alta de PT. EI hecho de que la facilitacion se
presentara tardiamente con respecto a la facilitacion observada en los patrones de monta podria
significar que los mecanismos de facilitacion son diferentes. Posiblemente el mecanismo nvolucrado
en la facilitacion de los patrones de intromision tenga que ver con Ja formacion de nuevas conexiones
axonales como las observadas en el hipocampo (Sutula, 1998) las cuales tardan un mayor tiempo en
desarrollarse que los mecanismos de disminucion de la mhibicion o de aumento de sinapsis
preexistentes (Racine, 1998). Hay que notar, sin embargo, que no unicamente Jos patrones de
mtromisién fueron facilitados con el kindhing en el APM, sino también, aunque en menor medida, en
los otros sujetos estimulados en el APM o en el AMG. Esto Jo atnbuimos al hecho de que al
desarrollarse el kindling y por ende ir reclutando un mayor numero de estracturas (Racine, 1972a)
llega el momento de que los eventos paroxisticos, también se presentan en el APM y en el tegmento
forsolateral (TDL) (ver experimento 2) por lo que probablementc esta estimulacion indirecta de las
estructuras que regulan de manera importante la conducta sexual masculina (Paredes y Baum, 1997)
sea suficiente para facilitar Unicamente un mayor numero de patrones de intromision con respecto al
grupo SHAM.

Por otro lado, los efectos facilitatorios del kindling sobre la conducta copulatoria de las
hembras tratadas con PT se podrian atribuir a un aumento de la dominancia de las hembras,
considerando la dominancia como un estadio social superior de una hembra con respecto a otra. Se
ha reportado que el kindling aumenta la conducta agresiva (Adamec, 1998) y se reconoce que al
aumentar la agresividad aumenta la dominancia (la posicion social) de las hembras, y esta se
manifiesta en una actividad heterotipica elevada (Fang, 1999; Vasey, 1998), por lo que en este

contexto, la facilitacion de la conducta sexual masculina por kindling en el APM o en la AMG no
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seria sorprendente. Sin embargo, dado que las hembras estimuladas en el APM presentan una mayor
facilitacion de la conducta sexual heterotipica que los estimulados en la AMG, creemos que a pesar
del aumento en dominancia que pudiera provocar el kindling, el efecto de estimular y por tanto
modificar la estructura que regula de manera importante la conducta sexual masculina es mayor al
efecto que pudiera provocar €] solo aumento en la agresividad.

Finalmente debemos mencionar que los patrones de intromision también se vieron facilitados
en los sujetos con kindling en la AMG con la dosis alta de PT, esto aparentemente refleja la
participacion de la AMG unicamente en los procesos ejecutorios de la conducta sexual masculina, ya
que los parametros que reflejan los aspectos motivacionales de la conducta no presentaron diferencias
significativas. Resultados similares fueron observados en los machos no copuladores estimulados en

la amigdala (Paredes y cols., 1990, Basafies, 1995).
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3.4  Experimento 2: Registro multiple durante la induccién del kindling en el APM o0 en la AMG

3.4.1 Objetivo

Determinar si el kindling en el APM utiliza una via de propagacion diferente al kindling inducido en
la AMG utilizando un registro multiple de la actividad cerebral durante la presencia de la PD.
3.4.2 Implantacidn y registro

Cuatro ratas hembras ovariectomizadas fueron implantadas con electrodos bipolares en el APM, la
AMG, el NCET vy el tegmento dorsolateral (TDL). Las coordenadas del APM y la AMG fueron las
anteriormente mencionadas, las coordenadas, a partir de bregma, del TDL fueron AP: -5.5, L: -2y h: -6.5;
y para el NCET AP: +1.7, L: -1.3 y h: -7.45, este ultimo a un angulo de 70° a diferencia de los 90° de los
otros. Los electrodos fueron colocados unilateralmente, del lado derecho. La mitad de los animales fueron
estimulados en el APM y la otra en la AMG, registrandose simultaneamente las cuatro regiones.

Se intentd medir el tiempo que tardaba una espiga de PD en pasar de una region a otra, sin
embargo no se logro encontrar una coincidencia obvia entre las espigas, entonces procedimos a contar el
namero de espigas por hoja de registro y el numero de eventos paroxisticos (actividdd eléctrica cerebral
que tenia el deble de amphtud con respecto al registro base) durante cada sesion
3.4.3Resultados

Ll objetivo inicial de este experimento consistid en obtener la secuencia de propagacion de la
PD a partir del sitio de estimulacion (APM o AMG), pero al tratar de obtener la secuencia a partir de
las diferencias temporales entre las espigas de las diferentes areas, nos percatamos de que ¢l nimero
de espigas por intervalo de tiempo no era el mismo en los cuatro sitios de registro (tabla 2), sin que
se presentaran diferencias significativas entre ellos (F(3, 44)=0.11629, p=0.9501 para los estimulados
en AMG, y F(3, 40)=0.05426, p=0.9831, en APM). Debido a que el namero de espigas no cra el

2ad

)2
5

mismo, no se logro obtener la secuencia de propagacion, ya que no fue posible determinar que espi
de un sitio correspondia a la espiga generada en el area estimulada. En base a lo anterior nos
preguntamos si los sitios registrados presentaban alguna relacion en cuanto a sus frecuencias de
disparo, por lo que se realizo un anélisis de correlacion lineal entre el nimero de espigas en el sitio
estimulado con respecto al numero de espigas presentes en los otros tres sitios de registro, para

determinar si disparaban de manera independiente.
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“Amigdala 24.81 105 | 2866 1.98
Area Predptica Media | 24.90 L11 25.5 1.53
Niicleo de la Cama 28.91 146 | 25 103
Tegmento Dorsolateral 30.64 1.36 ‘ | ‘26. 75 1.42

=

Tabla 2. Numero de espigas en 6 segundos de registro de la PD. T.os datos reflejan el promedio de espigas =+
SEM. Obsérvese que no son ¢l mismo numero de cspigas cn los sitios registrados, por lo que no fue posible
determinar que espigas correspondian entre si en los diferentes sitios registrados. No existen diferencias entre
regiones estimuladas ni entre los sitios registrados.

En las figuras 14 y 15 se observan las pendientes obtenidas con el anélisis de regresion simple
en los sujetos estimulados en el APM v AMG, respectivamente. En todos los casos existio un

cocficiente de correlacion alto. En los sujetos cstimulados en el APM el coeficiente de regresion

¢)

ajustado para numero de espigas en AMG, NCET y TDL con respecto al numero de espigas en ¢l
APM fue 0.9929, 0.9888 y 0.995, respectivamente (coeficiente de regresién multiple 0.9818), v
para los sujetos estimulados en el AMG : 09153, 0.9481 y 0.8452 respectivamente para APM,
NCET y TDL (coeficiente de regresion multiple 0.9992).

Por otro lado, observamos que existia una tendencia en que cuando se estimulaba el APM, un
mayor nimero de eventos paroxisticos aparecian en esa area y en el NCET; y cuando se estimulaba la
AMG, aparecian en mayor numero en Ja propia AMG y en el TDL. En la figura 16 se observa ¢l
porcentaje de aparicion de eventos paroxisticos, (tomando en cuenta tanto PD como pos-
postdescargas) en cada sitio de registro cuando se estimulaba en el APM o en la AMG, grafica que
refleja la tendencia descrita.

Ejemplos de esta correlacion se ilustran en las figuras 17 y 18. La figura 17 corresponde al
registro de un sujeto estimulado en el APM, se sefialan los eventos paroxisticos que se presentaron
después dela PD y se observa como se encuentran unicamente en el APM y en el NCET. La
tigura 18 ejemplifica los eventos paroxisticos posteriores a la PID de un sujeto estimulado en la AMG

y es claro que solo aparecen en la propia AMG y en el TDL.
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Figura 14. Regresion Lincal y ccuacion obtenidos
por el andlisis de regresion simple del numero de
espigas entre ¢l sitio de estimulacion (APM) v cl
NCET, AMG v TDL.

Figura 15. Regresion Lineal v ecuacidn obtenidos
por ¢l analisis de regresion simple del namero de
cspigas entre cl sitio de estimulacion (AMG) v el
APM, TDL vy NCET.

3.4.4 Discusion

Se ha propuesto una posible via de propagacion del kindling a partir de la estimulacion de la AMG

(Loscher y Ebert, 1996) en el cual se postula que después del estimulo se recluta la corteza, sobretodo la

pirfforme, el nicleo acumbens y el caudado-putamen, posteriormente el nicleo entopeduncular v la

formacion reticular, después la habénula lateral, el hipocampo, el nucleo reticular, ¢l micleo pedunculo

pontino, la sustancia nigra y el talamo, finalmente el estimulo se propaga a la médula espinal donde desata

las convulsiones tonico-clonicas. Nosotros deseabamos conocer si la misma via era utilizada por el kindling




en el APM, pero no podiamos poner electrodos en todas esas areas en un solo animal, asi que decidimos
determinar las diferencias en propagacion utilizando un sistema al que pertenecieran ambos sitios
estimulados, por lo que decidimos registrar parte del circuito de proyeccion vomeronasal al que pertenece
tanto el APM como la AMG; también escogimos el TDL ya que sabemos tiene conexion directa con el
APM (Segovia y Guillamon, 1993 y 1996) y participa de manera importante en aspectos ¢jecutorios de la
conducta sexual masculina (Paredes y Baum, 1997). Como se menciona en los resultados no fue posible
determinar la secuencia de reclutamiento debido a que el registro en papel no nos permitid discriminar
entre las diferentes espigas. Nosotros esperabamos que las regiones se fueran reclutando lentamente, que
la primera estimulacidn reclutara una region, la segunda otra..., pero desde la primera estimulacion en
donde aparecid la PD en la region estimulada, se observaron eventos paroxisticos en las otras regiones

registradas.

Kindling en:
APM

AMG

Porcentaje de Aparicion de
Eventeos Paroxisticos en

APM  AMG BNST TDL

Figura 16. Porcentaje de cventos paroxisticos que aparceen en APM, AMG, NCET y TDL, cuando sc¢
estimula cn ¢l APM o en la AMG. Al ser estimulada el APM sc activa sobretodo la propia APM vy el
NCET, vy al ser estimulada Ja AMG el mayor porcentaje de eventos paroxisticos aparece en la propia
AMG y en ¢l TDL. Prueba %7, * p < 0.05, ** p <0.01.
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Sin embargo, a pesar de no poder concluir de manera directa que se tratan de vias de propagacion
diferentes, al existir una diferencia tan marcada en la aparicién de los eventos paroxisticos de las regiones
registradas si se estimula el APM o la AMG, podemos concluir que tienen caracteristicas diferentes y que
esas diferencias pudieran explicar de manera parcial porque el kindling en la AMG no facilita la conducta

heterotipica de manera tan radical como la estimulacion en el APM.

3APME

Figura 17. Registro de rata estimulada en APM. Se observan 5 canales de registro, cada uno especifica el area
registrada, excepto el canal 1 el cual es de tiempo transcurrido (intervalos de 1 seg.). Obsérvese que los eventos
paroxisticos después de la postdescarga aparecen simultaneamente en APM y NCET.
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- Eventos—"
-Paroxisticos -

Figura 18. Registro de rata estimulada en AMG. Se observan 5 canales de registro, cada uno especifica el area
registrada, excepto el canal 1 el cual es de tiempo transcurrido (intervalos de 1 seg.). Obsérvese que los eventos
paroxisticos después de la postdescarga aparecen simultaneamente en AMG y TDL.

En los resultados se observa que al estimular el AMG se inducen un mayor numero de eventos
paroxisticos en el TDL, region que parece regular los aspectos ejecutorios de la conducta sexual masculina
(Paredes y Baum, 1997), en estos animales hay un aumento del nimero de patrones de intromision, un
aspecto ejecutorio de la conducta sexual masculina (Beach, 1956), por lo que creemos que se trata de un
efecto secundario de la estimulacion de la AMG al estimularse indirectamente el TDL. Para comprobarlo

decidimos inducir el kindling desde el TDL en hembras ovariectomizadas para determinar si facilitaba los
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aspectos ejecutorios de la conducta sexual masculina al tratarseles con PT (experimento 4). Los resultados
de este experimento no se detallan debido a que después de 15 estimulaciones no nos fue posible inducir la
aparicion de PD y por lo tanto decidimos que el TDL era una region totalmente refractaria para la
induccion del kindling. Esto no es sorprendente debido a que ya Goddard y cols. (1969) habian encontrado
que los nucleos ventrales del tegmento (cercanos al TDL) eran negativos para el kindling. A pesar de que
la hipotesis no fue probada por este experimento, creemos que es una solucion factible ya que incluso
Paredes y su grupo (1990) encontraron que el kindling amigdalino tenia efectos sobre los parametros
ejecutorios de la conducta sexual, y como se ha mencionado, el TDL parece regular los aspectos
ejecutorios de la conducta sexual. Sin embargo, el efecto del kindling amigdalino en los machos no
copuladores no es tan marcado como en los estimulados en el APM. Esto puede atribuirse al hecho de que
los machos no copuladores tienen sus mecanismos motivacionales depletados, y aunque se restauren o
estén correctos los factores ejecutorios (Stefanick y Davidson, 1987) no se presenta la conducta sexual
simpleimente porque Jos animales no tienen la motivacion para realizarla. En las hembras ovariectomizadas
tratadas con PT de nuestro experimento, no es una situacion similar, incluso algunas hembras SHAM
tienen la motivacion suficiente para presentar patrones copulatorios, por lo que st se facilitaran los
mecanismos ejecutorios en estos sujetos, se veria reflejado en un aumento de la conducta sexual masculina
debido a que tienen un funcionamiento eficiente, pero bajo, de los mecanismos motivacionales.

Sin embargo, es también posible que el efecto que se observa en Jas hembras con kindhing cn la
AMG sea ¢l efecto de la estimulacion exclusiva de esa area. Se reconoce que la AMG también participa,
aunque no de manera tan drastica como el APM o el TDL, en la regulacion de la conducta sexual

masculina (Giantonio, Lund y Gerall, 1970; Pierce y Nutall, 1961).



3.5 Experimento 3: Funcionamiento del sistema de proyeccién vomeronasal. Inmunocitoquimica

contra Fos.

3.5.1 Objetivo

Evaluar la respuesta del circuito de proyeccién vomeronasal a claves sexualmente relevantes
en los sujetos con PD en el APM y en Ja AMG con 5 dias de tratamiento con 2.5 mg/Kg de PT, va
que a esta dosis presentaron una facilitacion del patrén de monta con respecto a los grupos SHAM,
APMFS y AMG.
3.5.2 Tratamiento

Treinta ratas hembras ovariectomizadas, fueron implantadas en el APM (n=15) y en la AMG
(n=15). Se estimularon 10 ratas en el APM y 10 en el AMG, las 10 restantes se mantuvieron sin
estimulacion (SHAM). Después de estimular a los animales hasta la presentacion de PD’s en al menos
3 ocasiones, los sujetos fueron tratados con PT (2.5 mg/Kg) diariamente.
3.3.3 I'xposicion a claves sexualmente relevantes y perfusicn

Al dia cinco de tratamiento con PT, 5 ammales de cada grupo (SHAM, APM v AMG) se
expusieron al olor de aserrin limpio y los restantes al olor de aserrin proveniente de una caja de
hembras en estro. La exposicion al oler fue de 90 min. Inmediatamente después los amimales fueron
yectados intraperitonealmente con una sobredosis de pentobarbital. Ya anestesiados se procedio a
abrir ¢l torax para exponer el corazon al cual se le incertd una la canula en el ventriculo izquierdo
hasta la aorta y se perfundié (con una bomba Cole Parmer Mod. 7553-70) durante un minuto con 0.1
M de PBS (pH 7.4), y durante 6 min. con 4% de paraformaldehido en solucion amortiguadora de
fosfatos. Posteriormente sc extrajo el cerebro y se coloco por una hora en 4% de paraformaldehido, y
se transfinid a sacarosa (25%) en 0.1 M PBS durante al menos dos dias a 4 C. Se corto el cerebro con
un microtomo de congelacion en rebanadas de 35 wm que incluian secciones del bulbo olfatorio,
APM, AMG anterior y posterior, NCET y acumbens. Finalmente se realizo la inmunohistoquimica
para c-fos cuyo protocolo se describe en el apendice 2.
3.5.4 Conteo de neuronas marcadas con anti-Fos

Después de montar los cortes en portaobjetos con permount (Fisher), las preparaciones se
observaron en un microscopio de dibujo de campo claro y se procedio a contar en un area de 224.8
um® (40x) las neuronas marcadas (inmunorreactivas) que se observaban de color café oscuro. Las

regiones donde se realizo el conteo se esquematizan en la figura 19.
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Figura 19. Diagramas esquematicos que muestran la localizacion de las regiones cerebrales (circulos
negros con numero) en los cuales la inmunorreactividad a Fos fue contada. 1, pared de las células
mitrales del bulbo olfatorio accesorio (BOA); 2, pared de las celulas granulares del BOA; 3, centro del
nucleo acumbens (Acb); 4, cubierta del Acb; 5, area predptica media (APM); 6, nucleo de la cama de la
estria terminal (NCET); 7, amigdala medial antero-dorsal; 8, amigdala medial postero-dorsal. GLA,
pared glomerular del BOA; LOT, tracto olfatorio lateral; EPI, placa plexiforme externa del bulbo
olfatorio principal, PON, pared del nervio olfatorio; LV, ventriculo lateral; ON, nervio optico; AC,
comisura anterior, LPOA, area predptica lateral; OC, quiasma optico, IC, capsula interna; ST, estria
terminal, F, fornix; VMH, nuicleo ventromedial del hipotalamo; OT, tracto optico; LH, hipotalamo
lateral;, BAOT, tracto olfatorio accesorio del niicleo de la cama. La distancia (en mm) de cada seccion
coronal del cerebro, corresponde a partir de bregma. Adaptado de Paredes, et. al (1998).

3.5.4 Resultados

Las figuras 20-23 representan el nimero promedio de neuronas marcadas por el anticuerpo

contra Fos en la capa granular y mitral del bulbo olfatorio accesorio (Fig. 21); en la cubierta y centro
del nicleo acumbens (Fig. 23); en el APM y el NCST (Fig. 20), y en la amigdala medial anterior y

posterior (Fig. 22), el ANOVA no revelo, en ningln caso, diferencias significativas entre los grupos y

tampoco entre los tipos de aserrin.
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CAPA GRANULAR

Figura 20. Numero de neuronas mmunorreactivas a Fos en la capa granular (arriba) y mitral (abajo)
del bulbo olfatorio accesorio. Media + Sk M.

3.5.5 Discusion

El olor de hembra en esiro aumenta la inmunorreactividad a Fos en diferentes regiones cerebrales
pertenecientes al circuito de proyeccion vomeronasal (Bressler y Baum, 1996; Oboh y cols., 1995). En
machos y hembras gonadectomizados la presencia de testosterona es un factor critico para que se
manifiesten aumentos significativos de inmunorreactividad hacia Fos a lo largo del circuito de proyeccion
vomeronasal y en la cubierta y en el centro del nlicleo acumbens después de la exposicién al olor de
hembras en estro, estas diferencias se encuentran con al menos 10 dias de tratamiento con 5 mg/Kg de PT

(Paredes y cols, 1998).
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En el presente experimento se administraron 2.5 mg/Kg de PT durante 5 dias. Se utilizaron estos
parametros debido que a los 5 dias de tratamiento con esa dosis baja se observo la facilitacion del patrén
de monta en los sujetos con PD en el APM (experimento 1) y crefamos que si la estimulacion habia
disminuido Ia inhibicion del APM, ademas de manifestarse en una facilitacion de la conducta sexual,
pudiera manifestarse en una facilitacién de la respuesta del circuito de proyeccion vomeronasal a claves

sexualmente relevantes.
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Figura 21. Namero de neuronas inmunorreactivas a Fos en la cubierta (arriba) y centro (abajo) dcl
nucleo acumbens. Media + SE M.
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Figura 22. Numero de neuronas inmunorreactivas a Fos cn ¢l APM (arriba) v en ¢l NCET (abajo).
Media + SE M.

Por otro lado existian al menos dos maneras de ver el algin efecto de la estimulacién sobre la
respuesta del circuito de proyeccion vomeronasal. Una era que la estimulacion pudiera aumentar el
numero de neuronas que respondieran a claves sexualmente relevantes después de un tratamiento con
5 mg/Kg de PT durante diez dias, y otra, la que utilizamos, la de indagar si la estimulacion provocaba
una facilitacion del circuito para responder a claves sexualmente relevantes que se correlacionara con
el efecto facilitador de la PD observado en las pruebas de conducta. En este caso sabiamos que las
hembras SHAM no responderian al tratamiento y comprobariamos la hipdtesis al observar el aumento
de neuronas inmunorreactivas a Fos tGnicamente en los sujetos estimulados con PD en el APM.

Como los resultados lo muestran ningun grupo respondid al olor de hembras en estro.
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Figura 23. Numero de neuronas inmunorreactivas a Fos en la amigdala anterior (arnba) y posterior
(abajo). Media + SE M.

Como menciondbamos, existian dos posibilidades para evaluar el efecto de la estimulacion,
con estos resultados no podemos descartar que la estimulacion aumente el nimero de neuronas que
respondan a claves sexualmente relevantes después del tratamiento tradicional con PT.

Creemos que los mecanismos por los cuales se da la facilitacion de la conducta sexual
masculina en Jas hembras con PD en el APM a los 5 dias de tratamiento con la dosis baja de PT,
tienen entonces que explicarse por alguna modificacion exclusiva de la propia APM. Debido a que
esta area participa de manera importante en el control de la los componentes motivacionales de la
conducta (Paredes y Baum, 1997) es probable que la presencia de PD en el APM produzca un efecto
similar al de la copulacién inducida por estimulacién (Malsbury, 1971). En este modelo se presenta

una disminucion en la latencia de acercamiento a la hembra y en la latencia de monta asi como una
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facilitacion de los mecanismos ejecutorios al momento de estimular eléctricamente el APM. Malsbury
(1971) sugiere que algiin tipo de sumacion de la excitabilidad neural del APM provoca que al final se
produzca la eyaculaciéon en los machos estimulados. Es decir, cada monta o intromision acerca un
poco mas el potencial del APM al umbral de eyaculacion, cuando un numero adecuado de montas e
intromisiones provoca un aumento de potencial del area y alcanza el umbral, la eyaculacién se
produce. Malsbury (1971) sugirio que la estimulacion provocaba que el umbral disminuyera y por lo
tanto se necesitaria un menor numero de montas e intromisiones para alcanzarlo, al presentarse la
eyaculacion el umbral regresaria a su “nivel normal” y una nueva estimulacion eléctrica induciria una
nueva disminucidn del umbral. Nosotros creemos que la aparicion de la PD en el APM provoca una
situacion similar, con la gran diferencia que la aparicion de la PD provocaria y mantendria un umbral
menor a largo plazo como se muestra en el experimento de Paredes v su grupo (1990) y en el
experimento 1 ya que en ambos experimentos se muestra una facilitacion de la conducta sexual
masculina tiempo después de la estimulacion. Este resultado concuerda con los cambios a largo plazo
que se han descrito en el kindling (ver seccion 2.4). Evidentemente, la disminucion del umbral que se
presentaria en la hembra no podria ser de la misma magnitud que el presentado por el macho, debido
a que el area neural que gobierna la conducta sexual masculina esta menos desarrollado en las
hembras (Baum, 1972). La disminucion del umbral provocada por la aparicion de la PD se daria a
partir de un nivel mucho més alto que el nivel umbral que presentan los machos.

Por otro lado, se menciona que la testosterona es capaz de disminuir el umbral de eyaculacion
(Malsbury, 1971). Creemos que el efecto de la testosterona es mas bien permisivo, es decir que su
presencia es necesaria para disminuir el umbral, pero no contribuye a la disminucién, ya que machos
no copuladores a los que se les administra testosterona siguen sin presentar conducta sexual
masculina (Portillo, 1999). Nuestros resultados nos permiten sugerir que existen al menos dos
concentraciones criticas de testosterona, una que permite la aparicion de patrones copulatorios (la
facilitacion que reportamos), y otra que permite la respuesta del circuito a claves sexualmente

relevantes, no observada al no alcanzar la segunda concentracion critica.



CAPITULO IV. DISCUSION GENERAL
4.1 Discusion General

Como se menciond en el capitulo I, se han planteado tres diferentes hipdtesis para tratar de
explicar el papel del APM dentro de la regulacion de la conducta sexual. La primera involucran al
APM en aspectos ejecutorios de la conducta sexual, la segunda la involucra en aspectos
motivacionales y la tercera en ambos.

Los resultados que apoyan que el APM esta involucrado en la ejecucion de la conducta sexual
se pueden resumir diciendo que la lesién del APM provoca que el animal ya no copule pero sigue
respondiendo instrumentalmente para obtener el acceso o compaiiia de una hembra receptiva (Everitt
y Stacey, 1987); prefieren Ja compafia de una hembra receptiva o estar donde ésta estuvo (Hughes y
cols., 1990); muestran interés por la hembra, se masturban y despliegan montas incompletas (Hansen
y cols., 1982; Slimp y cols., 1978). Los datos que apoyan el hecho de que el APM controle los
aspectos motivacionales de la conducta sexual se refieren a que los animales con lesiones en el APM
muestran menor preferencia por una hembra receptiva que los animales control y esta preferencia
disminuye atin mas al aumentar el tiempo de prueba después de Ia lesion (Edwards y Einhorn, 1986),
v a que la copulacion asociada a la estimulacion y la induccion de 1a conducta sexual en animales no
copuladores producida por el kindling facilitan los aspectos motivacionales de la conducta sexual
(Madlafousek y cols., 1970; Paredes y cols., 1990).

Finalmente los datos que apoyan que el APM participa en los mecanismos motivacionales y
ejecutorios se refieren a que algunas lesiones en el APM provoca que los animales desplieguen
algunas montas e intromisiones pero no alcanzan la eyaculacion (Ginton y Merari, 1977), cuando se
realizan cortes dorsales y sagitales de las fibras que llevan informacion del o hacia el APM, se
producen alteraciones conductuales diferenciales relacionadas con la ejecucion e inicio de la conducta
respectivamente (Szechtman y cols., 1978); y a que la estimulacion eléctrica (Merari y Ginton, 1975),
fas lesiones pequefias en el APM (Paredes y Agmo, 1992) o la infusion de bicuculina en esta region
(Fernandez-Guasti y cols., 1985) reduce el numero de intromisiones, la latencia de eyaculacién y el
intervalo posteyaculatorio, y aumenta el numero de eyaculaciones en el tiempo de prueba.

Cuando se analiza Unicamente la conducta sexual, es posible discriminar si el sujeto tiene

afectado el componente motivacional o ejecutorio. Beach (1956) determind que la latencia de la
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primera monta o intromision, la latencia de eyaculacion y el periodo refractario reflejaban el estado
motivacional del sujeto, mientras que el nimero de intromisiones reflejan la capacidad ejecutoria. El
mismo postuld la existencia de un “mecanismo de despertar sexual” o umbral ejecutorio (Seward,
1956) relacionado con la motivacion sexual y un mecanismo de intromision y eyaculacion
(copulatorio) o umbral eyaculatorio (Seward, 1956) relacionado con la capacidad de ejecuzar y
terminar la copula.

Nuestros resultados indican que la aparicion de PD en el APM disminuye la latencia de monta
con la dosis baja de PT y el alcanzar la fase 5 del kindling en el APM aumenta el numero de
intromisiones con la dosis alta de PT. Relacionando estos resultados con lo mencionado en el parrafo
anterior diriamos que la presencia de PD en el APM de hembras tratadas con la dosis baja de PT
facilita el aspecto motivacional de la conducta sexual masculina al disminuir el umbral motivacional, y
que las ratas hembras tratadas con la dosis alta de PT con kindling del APM de facilita los
mecanismos de intromision, es decir modifica el componente copulatorio (ejecutorio).

Por lo tanto, al estar estimulando en la misma region y obtener facilitacion tanto del aspecto
motivacional como del ejecutorio de la conducta sexual masculina, nos lleva a adherirnos a la
hipétesis de que el APM interviene tanto en aspectos ejecutorios como motivacionales. Un conjunto
de pruebas conductuales, sobretodo de preferencia y de reforzamiento sexual servirian para verificar
esta aseveracion. Sin embargo, en términos de conducta sexual nuestros resultados son suficientes
para afirmar que el APM participa en ambos aspectos de la conducta sexual.

El hecho de que los animales no presentaran facilitacion del sistema de proyeccion
vomeronasal para responder a claves sexualmente relevantes al ser tratados con Ja dosis baja de PT lo
atribuimos, como ya lo mencionamos en la discusion del experimento 3, a que existen diferentes
umbrales de accion de la testosterona, es decir que a pesar de que la dosis baja de PT facilita el
aspecto motivacional de la conducta sexual masculina en las hembras con PD en el APM, no es capaz
de facilitar la respuesta del sistema de proyeccion vomeronasal a claves sexualmente relevantes
seguramente porque la concentracion sanguinea de testosterona no alcanza el umbral de activacion
del circuito. Esto nos hablaria de que al menos existen tres umbrales relacionados con la conducta
sexual masculina: 1) el motivacional, 2) el de ejecucién y 3) el de respuesta a claves sexualmente
relevantes. Generalimente uno tiende a pensar que la respuesta al olor de hembra en estro es un
aspecto motivacional de la conducta, sin embargo nuestros resuitados indican que son dos aspectos
separados, por lo que precisamente agregamos dicho umbral. En la figura 24 se muestra un resumen

de lo que se concluye de este trabajo con respectoa la conducta sexual masculina en las ratas
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Figura 24. Hipdtesis sugerida con respecto al efecto que tiene la aparicion de la PD o el kindling completo
sobre los umbrales que regulan la respuesta sexual masculina. (A) Postulamos que la aparicion de la PD
disminuye el umbral motivacional de la conducta sexual masculina en las hembras tratadas con la dosis
baja de PT y no modifica los umbrales de respuesta del sistema de proyeccién vomeronasal a claves
sexualmente relevantes (CSR) y tampoco el umbral ejecutorio. (B) El kindling en ¢l APM es capaz de
disminuir el umbral ejecutorio de la respuesta sexual masculina con la dosis 10 mg/Kg de PT y tarda en
disminuir el de manera importante el umbral motivacional en comparacion a los sujetos con PD en el APM,
en el presente trabajo no tenemos informacion para determinar que es lo que sucede con el umbral de
respuesta a CSR en esta situacion.

hembras estimuladas, en la parte superior (A) se postula la posible la modificacion de los umbrales
mencionados por la aparicion de la PD en el APM, y abajo (B) lo observado en los animales con fase

S del kindling. Ciertamente estamos conscientes que para que pueda existir la copula debe de
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presentarse alguna clave que dispare la motivacion del individuo. En el caso de nuestras hembras las
claves olfatorios no son las que desencadenan el proceso, o al menos no se refleja que asi sea en la
inmunohistoquimica. Por lo tanto creemos que en el caso de estas hembras son las claves visuales o
auditivas las que despiertan la motivacidn y por lo tanto pueden copular.

Con respecto al experimento 2 solo nos resta agregar que se necesita un mayor numero de
experimentos para definir si las vias de propagacidon del kindling en el AMG son diferentes a las
utilizadas por el kindling en el APM. Nuestros resultados solo sugieren que al existir un patron
diferente de aparicién de eventos paroxisticos entre ambas regiones, posiblemente se utilicen vias
diferentes, o que si tienen vias de propagacion semejantes, la caracteristica observada (aparicion
diferencial de los eventos paroxisticos) pudiera explicar en parte las diferencias conductuales entre los
sujetos estimulados en el APM y en la AMG.

Finalmente solo nos resta decir que la estimulacion cerebral que es capaz de producir la
aparicion de PD, es suficiente para producir efectos dramaticos en la conducta, como se muestra en
este trabajo y otros trabajos en los que la aparicion de la PD es capaz de restaurar la conducta sexual
masculina en machos no copuladores (Basafies, 1995) y afectar la conducta materna (Backer y cols.,
1997). Probablemente al generarse unicamente la PD el efecto seca mucho mas local y por tanto
tendria menos efectos secundarios. Evidentemente la generalizacion del kindling también modifica la
conducta, pero posiblemente sus efectos sean mas generales. Es necesario determinar si las diferentes
fases del kindling pueden generar efectos diferentes sobre la conducta, vy si esas modificaciones se

explican por diferentes mecanismos o si son diferentes grados de un mismo mecanismo.
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4.2 Conclusiones

o Establecer el kindling en el APM es dificil en comparacion a establecerlo en la AMG.
e A pesar de necesitarse un mayor numero de estimulos en el APM con respecto a la AMG,
el nimero de PD’s necesarias para alcanzar la fase S del kindling es muy similar.
e La duracién de la PD en el APM fue muy similar a la duracién de la PD en la AMG,
sobretodo cuando el kindling esta establecido.
e El APM de hembras probablemente sea mas refractario al kindling que el de las ratas
macho.
e La estimulacion del APM de las ratas hembras ovariectomizadas tratadas con PT, tiene
efectos facilitadores sobre la expresion de la conducta sexual masculina.
e La aparicion de PD en el APM de ratas hembra a una dosis baja de PT (2.5 mg/Kg)
facilita la expresion de patrones de monta.

&~ Probablemente los efectos facilitadores de la testosterona sobre la conducta sexual
masculina en las hembras estimuladas en el APM se vieron propiciados y se
mantuvieron por la presencia de PD’s disminuyendo la mnhibicion o aumentando la
conectividad de sinapsis preexistentes.

& Sugerimos que la facilitacion de la conducta heterotipica en los sujetos con PD en
el APM es un proceso similar a la copulacion asociada a la estimulacion.

& Laaparicion de la PD disminuiria en umbral de copulacion a Jargo plazo.

& La disminucidén del umbral provocada por la aparicion de la PD se daria a
partir de un nivel mucho més alto que el nivel umbral que presentan los
machos.

o El tratamiento con 5 mg/Kg de PT facilita los patrones de intromision en los sujetos
con kindling en el APM.

& El hecho de que la facilitacion se presentara tardiamente con respecto a la
facilitacion observada en los patrones de monta significa que los mecanismos de
facilitacion son diferentes.

» Posiblemente el mecanismo involucrado en la facilitacion de Jos patrones de

intromision tenga que ver con la formacion de nuevas conexiones axonales
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e No dnicamente los patrones de intromision fueron facilitados con el kindling en el APM,
sino también, aunque en menor medida, en los otros sujetos estimulados en el APM o en el
AMG.

e Posiblemente al desarrollarse el kindling e ir reclutando un mayor numero de estructuras,
entre ellas el TDL, estimula indirectamente esa area lo suficiente para facilitar unicamente
un mayor numero de patrones de intromision con respecto al grupo SHAM, se trataria de
un efecto secundario de la estimulacién de la AMG al estimularse indirectamente el TDL, 6

e también posible que el efecto que se observa en los sujetos con kindling en la AMG sea el
efecto de la estimulacién exclusiva de esa area

e A pesar del aumento en dominancia que pudiera provocar el kindling, el efecto sobre la conducta
sexual masculina lo atribuimos a alguna modificacion propia del APM provocada por la
estimulacion.

¢ No fue posible determinar la via de propagacién del kindling.

» Los eventos paroxisticos de las regiones registradas son diferentes al estimularse el APM o la
AMG

o Al estimularse el APM aparecen sobretodo en el APM y en el NCET.

e Al estimularse el AMG aparecen sobretodo en el AMG y enel TDL.

e Lstas diferencias pueden explicar de manera parcial porque el kindling en la AMG no facilita la

conducta heterotipica de manera tan radical como la estimulacion en el APM.

ElI TDL era una region totalmente refractaria para la induccién del kindling.

Ningiin grupo respondio al olor de hembras en estro con un tratamiento de 5 dias con 2.5
mg/Kg de PT.
e Posiblemente existen al menos dos concentraciones criticas de testosterona,
e una que permite la aparicion de patrones copulatorios y
e otra que permite la respuesta del circuito de proyeccion vomeronasal a claves

sexualmente relevantes.

El APM esta involucrada tanto en los aspectos motivacionales como en los ejecutorios.
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4.3 Perspectivas

e Seria importante determinar si la aparicion de PD’s o la generalizacion del kindling en el APM es
capaz de aumentar la respuesta del circuito de proyeccién vomeronasal a claves sexualmente
relevantes después de un tratamiento con 5 mg/Kg de PT durante diez dias.

¢ Es necesario confirmar st el mecanismo por el cual se da la facilitacion de la conducta se debe a
una disminucion de umbral motivacional o ejecutorio realizando experimentos encaminados a
evaluar si las neuronas del area responden mas facilmente a estimulos subumbrales previamente
determinados. Esto tiene la certeza de resultar positivo si se utilizan estimulos eléctricos dado que
el kindling provoca una disminucién del umbral de respuesta en el area previamente estimulada,
pero valdria la pena averiguar si esta respuesta se mantiene con agonistas de neurotransmisores
importantes en la regulacion de la conducta sexual masculina.

» Seria interesante determinar si los efectos provocados por la estimulacion eléctrica tipo kindling se
debe a que se propaga a través de diferentes vias o simplemente porque el kindling provoca
cambi0s importantes unicamente en esa region.

e Debido a que a pesar de presentarse conducta sexual masculina no se activo el circuito de
proyeccion vomeronasal, es importante determinar que tipo de claves son Jas que despiertan los
mecanismos motivacionales que inducen a la realizacion de la copula en los animales con PD en el
APM vy tratados durante 5 dias con 2.5 mg/Kg de PT.

e Considerar al APM como una region integradora de la conducta sexual masculina tanto de los
aspectos motivacionales como ejecutorios, explicaria de manera mas clara la gran cantidad de
trabajos que la relacionan con uno u otro aspecto y por lo tanto llevaria a un conocimiento mas
claro de la regulacion de la conducta sexual y del funcionamiento cerebral. Por lo tanto seria
conveniente disefiar experimentos para tratar de disectar el APM vy asi determinar el papel que

juegan las diferentes regiones del APM en la regulacion de la conducta sexual.
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APENDICE 1
PREPARACION DE REACTIVOS

PBS 0.1 M PBS 0.1M CON 1 % DE AGUA

10.2 g de fosfato de sodio dibasico, anhidro OXIGENADA

3.85 g de de fosfato de sodio monobasico, 75mL dePBS0.1 M
monchidratado 2.5mL de H,0, al 30 %

9 g de cloruro de sodio

1 L de agua destilada ANTICUERPO PRIMARIO
NaOH 1 M hasta alcanzar un pH de 7.4 (1:5000; 0.52% triton X100)
(Para 15 botes, 1.5 ml de solucion por bote)
0.2 M de PB 225 mLdePBSO.1M
10.2 g de fosfato de sodio dibasico, anhidro 1.17 mL de triton al 10%
3.85 g de de fosfato de sodio monebasico, 22.5 mg de azida de sodio
monohidratado 0.225 mL de solucidn stock del anticuerpo
500 mL de agua destilada primario (1:50 de DCH-1).
PARAFORMALDEHIDO AL 4% ANTICUERPO SECUNDARIO
40 g de paraformaldehido (1:200; 0.52% triton X100)
500 mL de agua destilada (Para 15 botes con 1.5 de solucion por bote)
50mL dePBal02M 22.5 ml de PBS
1.17 mL de tritén al 10%
SACAROSA AL 30% 0.113 mL de IgG anticonejo en cabra
30 g de sacarosa biotenilado

100 mL de PBS
PBS 0.1 M CON 0.02 % DE TRITON

TRITON AL 10% 2 mL de triton al 10%
I mL de triton X100 1LdePBSO0.1 M
9 mL de agua destilada
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COMPLEJO AVIDINA-BIOTINA (ABC)
(kit de Vectastain) (Preparar el ABC 30 min
antes de usarse) (Para 15 botes)

30 mL de 0.1 M PBS

1.56 mL de triton al 10% (0.52%)

6 gotas del reactivo A

6 gotas del reactivo B
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DIAMINOBENCIDINA (DAB)

(Reaccion de Nickel-DAB)

(Kit de sustrato de DAB para peroxidasa de
Vector)

15 mL de agua destilada

4 gotas de la solucidn stock de bofer

8 gotas de DAB

4 gotas de peroxido de hidrogeno

4 gotas de la solucion de nickel



APENDICE 2
INMUNOHISTOQUIMICA CONTRA FOS

1) Lavar los cortes histoldgicos en 0.1 M PBS 2 veces en 10 min.
2) Lavar con H,O; 1% en PBS 0.1 M durante 30 minutos.
3} Lavar en 0.1 M PBS 4 veces en 60 min.
4) Incubar en anticuerpo primario.
Incubar minimo 16 hrs a temperatura ambiente 6
2 noches a 4 C en agitador.
5) Lavar con 0.02% triton al 10% en 0.1 M PBS 4 veces en 1 hr.
6) Incubar en anticuerpo secundario 2 hr. A 24 C
7) Lavar con 0.02% de tritén al 10% en 0.1 M PBS 4 veces en 60 min.
8) Incubar en ABC por 90 min. A 24 C.
9) Lavar en PBS 4 veces en 60 min. (no usar triton)
10) Reaccion de Nickel-DAB
Poner 1 mL por bote durante 6 min
11) Llavar 3 veces en PBS en 30 min.
12) Montar las secciones en portaobjetos gelatinizados y dejarlos secar a temperatura ambiente
durante toda la noche. Rociar los portaobjetos con agua destilada y ponerlos en un plato caliente

por 40 min. Y finalmente cubrirlos con permount y colocar el cubreobjetos sin dejar burbujas.
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