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1. RESUMEN

La diferenciacion sexual es un proceso regulado por multiples factores. entre los que
destacan las hormonas secretadas por las gonadas durante periodos criticos del desarrollo. La
administracion de hormonas en el periodo perinatal deterioraran permanentemente la conducta
sexual de los sujetos. En ratas. la administracion de tamoxifén (Tx), un farmaco con acciones
antiestrogénicas, es capaz de desmasculinizar y feminizar la conducta sexual de los machos.

Por otro lado, existen farmacos que actuan selectivamente sobre un sistema de
neurotransmision, estimulando la conducta sexual masculina. En este estudio, machos a los
que se les administrd neonatalmente dos dosis de Tx (12.5 ¢ 100 pg / kg) para inducir su
desmasculinizacion. en la etapa adulta se les evalu6 la conducta sexual masculina y bajo el
efecto de drogas que estimulan esta conducta como yohimbina (YH), antagonista
noradrenérgico de los receptores oo, 8 hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralina (8§-OHDPAT),
agonista serotoninérgico de los receptores SHT, apomorfina (APO), agonista dopaminérgico
de los receptores Ds, y oxotremorina (OXO), agonista colinérgico de los receptores M;. Se
corrobord que la administracion subcutdnea de ambas dosis de tamoxifén, durante la etapa
neonatal en ratas macho. provoca el deterioro completo de la conducta copulatoria, al
incrementar las latencias de monta. intromision. eyaculacion asi como el numero de montas e
intromisiones y provocar la disminucidn significativa de la frecuencia de eyaculacion y del
porcentaje de sujetos sexualmente activos. Ninguna de las drogas empleadas para estimular la
CSM., restablecieron completamente dicha conducta. No obstante. con la administracion de
YH y de 8-OHDPAT se pudo estimular parcialmente la conducta sexual masculina,

probablemente porque actuaron sobre los sistemas de neurotransmision menos afectadoes por el



tamoxifén. En cambio, la administracion de APO y OXO tuvo un efecto nulo sobre los
parametros copulatorios deteriorados por la administracion neonatal de tamoxifén.

Estos datos sugieren que la administracion de ambos esquemas de Tx probablemente
daflan severamente a los sistemas colinérgico y dopaminérgico, mientras que altera
parcialmente al sistema serotoninérgico y adrenérgico. Se concluye que la desmasculinizacion
y feminizacion que provoca la administracion neonatal de Tx. no puede ser revertida por la
administracion de las drogas que se emplearon y que se sabe facilitan esta conducta en ratas

machos adultos normales.



2. SUMMARY

Sexual behavior during adulthood largely depends upon hormonal events that take
place around birth. Administration of the antiestrogen Tamoxifen (Tx) to males immediately
after birth induces a marked decrease of masculine sexual behavior during adulthood. On the
other hand, it is well known that masculine sexual behavior can be stimulated by the
administration of specific drugs acting on the adrenergic. cholinergic, serotonergic and
dopaminergic systems. In this study, male rats were neonatally treated with two doses of Tx
(12.5 or 100 pg / kg) in order to induce demasculinization. During adulthood their masculine
sexual behavior was analyzed both, spontaneously and after the administration of drugs that
stimulate masculine sexual behavior. Neonatal administration of Tx induced clear impairments
of masculine sexual behavior during adulthood. like longer mount (ML), intromission (IL).
and ejaculation latency (EL). increased number of mounts (NM) and intromission (NI).
decreased ejaculatory frequency (EF) and percentage of sexually active males. Administration
of  oxotremorine (a cholinergic  muscarinic  agonist, M,),  8-hvdroxv-2-(di-n-
propylamino)tetralin (§-OH-DPAT. a serotoninergic 5-HT ;5 receptor blocker), vohimbine (an
op-adrenergic blocker) and apomorphine (a dopaminergic agonist D,) were unable to fully
restore masculine sexual behavior in demasculinized males. Only slight improvements of
some behavioral parameters were observed with 8-OH-DPAT and yohimbine. Oxotremorine
seems to induce a worsening of sexual behavior impairments. Results obtained with
apomorphine were not significantly different from saline controls. Data suggest that neonatal
treatment with both doses of Tx induces permanent impairments of the neural circuitry

regulating masculine sexual behavior not only limited to morphological changes tut also

[99)



functional alterations of the neurotransmitter systems, like cholinergic and dopaminergic

systems principally and partially the serotonergic and adrenergic systems.



3. INTRODUCCION

El dimorfismo sexual es un proceso fundamental para la reproduccion v preservacion
de las especics. La diferenciacion sexual en los mamiferos involucra diversos aspectos
anatomicos, fisiologicos v conductuales que incluyen diferencias morfologicas de las
caracteristicas sexuales primarias y secundarias, diferencias en conductas reproductivas y no
reproductivas, asi como diferencias estructurales y ultraestructurales a nivel del sistema
nervioso central (SNC).

Muchas especies muestran diferencias sexuales en estructuras del SNC que participan
en el control de las funciones endocrinas v conductuales, que son parte de los procesos
reproductivos y que incluven patrones motores durante el apareamiento. Las diferencias
sexuales en el SNC son el resultado de varios factores, entre los que destacan las hormonas
secretadas por las gonadas durante periodos criticos del desarrollo que ocurren perinatalmente
(Neil v cols. 1981).

Se ha mostrado que varias regiones del SNC presentan diferencias estructurales y
funcionales entre hembras v machos. Estas diferencias se refieren al tamafio del soma neuronal
(Pfaff. 1966: Dorner y Staudt 1968, 1969a). Ja morfologia y extension dendritica, los patrones
de proyecciones axonales (De Vries. 1984). la organizacién sinaptica en el cerebro (Kawata.,
1994). la médula espinal. los ganglios autonémicos periféricos en diferentes especies
(Breedlove y Arnold. 1980). entre las que se incluye al ser humano (McLusky y Naftolin,
1981).

Entre las estructuras del SNC. ¢} area predptica media (APM) presenta diferencias
entre machos y hembras: en cuanto al contenido de receptores (Nett y cols. 1999), numero de

neuronas. expresidn de genes (Paredes v cols. 1998), funciones y conducias reproductoras

N



(Kartha y Ramakhrishna. 1996). observandose ademas que esta area responde a las hormonas
gonadales (Tagaki v Kawashima, 1993). La organizacion dimorfica del APM. esta
determinada por los esteroides gonadales, y participa importantemente en el desarrollo de la
conducta sexual masculina durante la edad adulta (Kartha y Ramakhrishna. 1996). Ademas. se
ha descrito que las hormonas esteroides modulan la expresion de los neurotransmisores,

induciendo cambios estructurales en el tejido nervioso (Kawata y cols, 1994).

Estos antecedentes permiten proponer que las hormonas participan en el
establecimiento vy manifestaciones del dimorfismo sexual. siendo estas acciones

probablemente reguladas por los diferentes sistemas de neurotransmision.

3.1 DIFERENCIACION DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Los trabajos iniciales realizados en vertebrados pusieron de manifiesto. por primera
vez, la relacion entre Jas hormonas gonadales v la diferenciacion del fenotipo. En concreto se
descubrio que. independientemente del sexo genético. era posible modificar el fenotipo sexual
en el pollo mediante la administracion de hormonas esteroides durante la etapa embrionaria
(Dantchakoft, 1935; Willier v cols. 1935; Wolff v Ginglinger, 1935a, 1935b).

En 1936. Pfeiffer mostrod en la rata. que la ausencia de testiculos durarte el periodo
perinatal, ocasionaba en la etapa adulta la aparicion del patrdén ciclico de secrecion de
hormonas gonadotroficas del hipotalamo, que es propio de la hembra. y que la exposicion a las

secreciones testiculares durante el mismo periodo bloqueaba la aparicion de ese patron.



Esto significa que la presencia o ausencia de testiculos funcionales capaces de secretar
testosterona (T) perinatalmente. determina la aparicion de un patron endocrino femenino.
independientemente de que la cria fuese genéticamente macho o hembra. Mas tarde.
Dantchakoft (1938) comunico que la aparicion de una conducta sexual masculina (CSM) en el
cobayo. era dependiente de los androgenos testiculares, va que la exposicion del cobayo
hembra a la accion de estas hormonas durante el periodo prenatal, producia cuando el animal
era adulto, un patron de CSNL

En la década de los cincuenta aparecen en la investigacion sobre diferenciacion sexual
del sistema nervioso y la conducta preguntas fundamentales; y al mismo tiempo, una serie de
autores inician investigaciones para determinar con precision las dosis de T necesarias para
provocar experimentalmente que la hembra adquiera caracteristicas masculinas propias del

macho; y su periodo critico u dptimo de administracion.

3.1.1 SEXO GENETICO Y SEXO HORMONAL

El sexo cromosomico de un individuo se establece en el momento de la concepcion.
con la aportacion por el espermatozoide de un cromosoma X o uno Y. El cromosoma
determina si la gonada embrionaria se diferenciara hacia ovario o testiculo. El embridn que se
desarrolla como hembra presenta dos cromosomas X (XX). El embrion macho presenta un
cromosoma X y un cromosoma Y (XY).

En 1953, Jost demostro que la administracion de testosterona exdgena a un embrion
hembra o a un macho gonadectomizado. provocaba el desarrollo de los conductos de Woltt.

que posteriormente dan origen al tracto genital masculino v la regresion de los conductos de



Miiller, que originarian el tracto genital femenino. Este mismo autor, en 1961 concluy6 que es
la presencia del cromosoma Y (embriones XO se desarrollan como hembra, Jost. 1972) lo que
determina la formacion de testiculos funcionales, a partir del ovotestis indiferenciado, capaces
de secretar androgenos. Siendo los androgenos los responsables de la diferenciacion hacia
macho (Jost, 1972).

La funcion del cromosoma Y es cambiar el plan de desarrollo de las células precursoras,
presentes en las gonadas indiferenciadas, para que en vez de desarrollarse como células
foliculares lo hagan como células de Sertoli (Wilson y cols. 1981a). Todas las caracteristicas
sexualmente dimorficas, incluyendo las del desarrollo del cerebro, dependen de la presencia de
uno o mds genes en el brazo corto del cromosoma Y. El gen que codifica para el factor
determinante del testiculo (FDT). condiciona la forma de la gonada. Una exploracion detallada
del brazo corto del cromosoma Y, condujo al descubrimiento de un gen candidato a ser el
FDT. Un gen equivalente esta presente en el cromosoma Y de todos los mamiferos estudiados
hasta ahora y codifica para un RN.A mensajero (mMRNA) que se expresa especificamente en los
testiculos (Wilson y cols. 1981a).

El gen denominado region del cromosoma Y determinante del sexo (SRY). codifica
para una proteina que tiene un dominio de union al DNA, lo que sugiere que zctia como un
factor de transcripcion (Koopman y cols. 1991). El gen SRY determina cue la gonada
indiferenciada se convierta en testiculo. Los sucesos que aconteceran a continuac’on durante la
diferenciacion sexual. se determinan por los factores secretados por las célules del testiculo
fetal. Por el contrario, el fenotipo femenino se puede desarrollar en ausenciz de cualquier

tejido gonadal (Wilson y cols. 1981a).



3.1.2 PERIODOS CRITICOS Y TIPOS DE DIFERENCIACION SEXUAL

Barraclough y Leathen (1954) en raton. y Barraclough (1961) en rata. encontraron que
la administracion de 1.25 mg de propionato de testosterona (TP) en la hembra neonata era
suficiente para que presentara pospuberalmente anovulacion y estro vaginal continuo.

Esta es la dosis experimental de propionato de testosterona que ocasiona mayores
efectos sobre la hembra; va que las caracteristicas femeninas pueden modificarse a
masculinas. Si es administrada durante los ultimos dias de la vida fetal (via madre gestante)
hasta los primeros dias de vida postnatal, pueden adquirir caracteristicas masculinas. Mientras
que si se administra a partir del dia cinco de vida hasta el dia diez, sus efectos decrecen
significativamente (Swanson v Van Der Werff, 1965; Brown-Grant, 1974).

Si la testosterona esta presente en el plasma sanguineo durante ese periodo critico (o
exogena, por su administracion en la hembra o en el macho gonadectomizado), el animal es
permanentemente masculinizado y desfeminizado.

El térmimo masculinizacidn se refiere a la organizacion y permanente facilitacion de
las caracteristicas de macho. como es la expresion del patron copulatorio. El término
desfeminizacion hace referencia a la ausencia de las caracteristicas femeninas (ciclicidad
gonadotréfica y presentacion de conducta lorddtica durante la copula).

EEstos hechos indican que en realidad no es posible hablar de un periodo critico, sino de
varios relacionados con los distintos efectos de los esteroides gonadales sobre el sistema
nervioso v la conducta. Incluso es mds correcto pensar en términos de periodos de maxima
susceptibilidad. para la accion de estas hormonas sobre los tejidos que estan involucrados en el

control de procesos conductuales sexodimorficos (Goy y McEwen, 1980).



Goy y McEwen (1980). sugieren que la diferenciacion sexual presenta tres modos o

tipos de dimorfismo:

T

1. Tipo I. Requiere la accion de organizacion de las hormonas gonadales en edad

temprana vy del efecto de su activacién en la edad adulta (la conducta sexual es un claro

ejemplo de este tipo de diferenciacion).
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2. Tipo 1I. Requiere exclusivamente la accion de activacion. no siendo necesaria la

accion de organizacion durante la etapa temprana del desarrollo (por ejemplo. la conducta de
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bostezo en el mono Rhesus. es mas frecuente en el macho adulto que en la hembra v que en los

monos jovenes de ambos sexos). Sin embargo, la frecuencia de aparicion de esta conducta en

la hembra y en los jovenes puede ser llevada a los mismos niveles presentados por el macho

adulto st se administra testosterona (Segovia y Guillamén, 1988).

3. Tipo lII. Referida a conductas que para su expresion solo requieren de la presencia

de la hormona gonadal durante el desarrollo temprano. Por ejemplo, el juego juvenil del mono

Rhesus macho y los patrones de miccion que se observan en el perro. dependen solo de la

accion organizadora de la T.

Esta diversidad de accion de las hormonas esteroides (masculinizacion,

desfeminizacion. desmasculinizacion o pérdida de las caracteristicas propias del macho:;
diferenciacion de tipos I. I v III) sugiere que pueden influir de forma independiente (o al
menos diferente) sobre distintos procesos de desarrollo y diferenciacion nerviosa. Un ejemplo
experimental. ademas de los ya mencionados. que sustenta este sefialamiento. fue realizado
por Christensen y Gorski (1978). quienes implantaron T y/o estradiol (E,1 en la region
preoptica v en el nicleo ventromedial del hipotalamo de ratas hembras. Los resultados que

obtuvieron fueron los siguientes: 1) la implantacion de T en la regidn predptica en el segundo

10



dia postnatal (D), indujo un incremento en la expresion de la CSM cuando la hembra es
adulta (masculinizaciéon); 2) la implantacion de T o E, en el nicleo ventromedial del
hipotalamo en el D> 6 Ds. ocasionaba la pérdida del patron ciclico de secrecion de
gonadotrofinas y supresion de la lordosis cuando la hembra es adulto (desfeminizacion). Estos
datos indican la existencia de complejas relaciones entre el periodo de maxima
susceptibilidad. la hormona administrada, la estructura nerviosa implicada. los patrones

conductuales y hormonales afectados.

3.2 MECANISMOS DE ACCION DE LOS ESTEROIDES GONADALES EN EL
SISTEMA NERVIOSO

Durante la década de los sesenta, uno de los descubrimientos mas sorprendentes fue
que la administracion de E. a la hembra neonata mimetizaba los efectos de la administracion
de T durante el mismo periodo (Gorski y Wagner, 1965). ;Podia el esteroide gonadal
temenino causar el efecto de diferenciacion hacia macho que producia la testosterona?

La respuesta surgid de las caracteristicas especificas de las rutas metabolicas de la
testosterona. bsta hormona es metabolizada ¢n el mismo sistema nervioso por algunos
procesos enzimaticos fundamentales: el de la reduccion y el de la aromatizacion. La primera
de estas rutas metabolicas reduce la testosterona en dihidrotestosterona (DHT); la segunda
metaboliza la T en I5> (Rhoda y cols. 1984). La actividad de la enzima 3-c-reductasa se ha
encontrado principalmente en el hipotalamo. la hipofisis anterior. la amigdala. el hipocampo.
el cerebelo y la corteza cerebral. durante el periodo fetal en diversas especies, incluida la

humana (Martini. 1978). Sin embargo. también se ha encontrado actividad z-omatizante en el



area preoptica del hipotdlamo v la amigdala (Roselli y Resko, 1987). En la actualidad se
admite que el E, es el responsable ultimo de la diferenciacion sexual hacia macho,
metabolizado desde la testosterona.

Otras evidencias apovan esta tesis: 1) los metabolitos de los estrogenos en el cerebro
(los catecolestrogenos) ocasionan desfeminizacion en la rata hembra si se administran en el Dy
(Parvizi y Naftolin. 1977); 2) la DHT es menos efectiva que la misma T o el E; en la induccion
de desfeminizacion en el cercbro de rata neonata. y 3) los efectos del tratamiento con T
observados en ratas hembra neonatas pueden ser bloqueados por antagonistas de los
estrogenos (McLusky y Naftolin. 1981).

Si los estrogenos son responsables de la diferenciacion sexual por metabolizacion de la
T, ¢por qué no se defeminiza v/o masculiniza la hembra normal?. Tanto las ratas machos
como las hembras, tienen altos niveles plasmaticos de estrégenos durante el periodo postnatal
temprano (Weisz y Gunsalus. 1973). La respuesta a esta paradoja ha surgido del
descubrimiento de la existencia de una proteina plasmatica denominada a—teto-proteina
(AFP). captadora de estrogenos en el plasma (Nufiez y cols. 1971: Raynaud y cols. 1971).

Esta proteina esta presente en plasma en altas concentraciones durante el ultimo
periodo de la gestacion y desaparece gradualmente durante las primeras semanas de la vida
postnatal. Su funcion es captar y secuestrar gran parte de los estrogenos presentes de la
circulacion fetal y neonatal. evitando en la hembra una posible desfeminizacion v
masculinizacion causada por los estrogenos maternos v por los secretados por su propio
ovario. La AFP. presente en ambos sexos. pudiera tener funciones neurobiolégicas mas alla de

la de proteccion de la desteminizacion v la masculinizacion de la hembra neonzta. actuando



como neuromodulador del transporte intraneuronal de E;. regulando las concentraciones
intraneuronales de esa misma hormona o actuando como un factor trofico per se (Toran-

Allerand. 1984).

3.2.1 LA AROMATIZACION PROCESO FUNDAMENTAL EN LA
DIFERENCIACION SEXUAL

En la rata macho. las secreciones testiculares durante los periodos criticos participan
importantemente en la diferenciacién del cerebro y la activacion de la conducta sexual
masculina, la cual esta determinada por la T (Roselli y Klosterman. 1998). La diferenciacion
sexual del cerebro involucra dos procesos: masculinizacion y desteminizacion (Beach, 1975).

Se ha mostrado que la desfeminizacion del cerebro se debe a la conversion de T a
17p-Estradiol (E;). A este proceso se le llamo aromatizacion (Rhoda y cols. 1984). En ratas
macho adultas. los estrogenos derivados de la aromatizacion de T por la aromatasa P-450
promueven el desarrollo de los patrones masculinos en el SNC (Register v cols. 1995; Roselli
y Resko. 2001).

En el area preoptica media se encuentran receptores a estrogenos los cuales participan
en la regulacién de la conducta copulatoria de la rata macho (Clancy y cols. 2000).

El implante de inhibidores de la aromatasa en el APM bloquea la conducta copulatoria
de ratas macho inexpertos (Clancy y cols. 1993) sugiriendo que el mecanismo por el cual se da
esta conducta esta determinada por la conversion de T a E,. El tratamiento con antiestrégenos

bloquea la T que estimula la conducta copulatoria (Bonsall y cols. 1991).



Altos niveles de actividad de aromatasa se han encontrado en el area preoptica del
hipotalamo y en el nucleo dimoérfico sexual del drea predptica media (NDS-APM, Roselli v
Resko. 1987). Esta actividad también es alta en otros nucleos dimdrficos sexuales del area
limbica, los cuales tienen conecciones aferentes y eferentes con el APM (Roselli v cols. 1996).

Estos nicleos incluyen al nicleo de la amigdala cortical y al nucleo de la amigdala
media. nucleo de la cama del estria terminal, area predptica periventricular. hipotalamo
anterior y nicleo ventromedial del hipotalamo, todos estos niicleos muestran un incremento a
la inmunoreactividad del c-fos después de la copula (Baum y Everitt, 1992).

LLos androgenos incrementan notablemente la actividad de la aromatasa en el nicleo de
la cama del estria terminal. nucleo del area predptica media, area preoptica periventricular,
hipotalamo anterior y nacleo ventromedial. mientras que en la amigdala las neuronas que
expresan una alta actividad de la aromatasa no esta regulada por los andrégenos (Roselli y
cols. 1985). La actividad hipotalamica y la actividad de la enzima es mayor en los machos que
en las hembras debido a que las concentraciones de androgenos circulantes son diferentes
(Steimer y Hutchison, 1990).

Roselli y Resko. han propuesto que existen dos tipos diferentes de enzimas aromatasas
en el cerebro de la rata. Una e independiente de la regulacion hormonal v se ercuentra en la
amidala corticomedial en bajas concentraciones. [La otra esta regulada por los andrégenos, en
grandes concentraciones y se encuentra en el nucleo del area predptica media que participa en
la regulacion de la conducta copulatoria (Lephart y cols. 2001). Estos investigadores sugieren
que los estrogenos actiian reguiando la sensibilidad a los andrégenos, al modificar la duracion

del receptor a androgenos en su sitio de unién (Roselli y Resko, 1993).



Otros estudios utilizando primates como modelo en los que evaluaron la formacion de
estrogenos in sifu en cerebro, sugieren la importancia de la aromatasa no solo en los procesos
de reproduccion. sino también en las funciones nerviosas tales como la memoria v aprendizaje

que estan reguladas por los estrogenos (Roselli y Resko. 2001).

3.3 EFECTOS ORGANIZACIONALES Y ACTIVACIONALES DE LOS
ESTEROIDES GONADALES

Al final de la década de los 50°s y durante la década de los 607s. se empezo a
manifestar la importancia que tiene la accion de los esteroides gonadales durante el periodo
perinatal, para que las conductas reproductivas se desplieguen en la vida adulta. Se pudo
comprobar que ratas macho recién nacidas y gonadectomizadas, exhibian en la edad adulta,
conductas tipicas de la hembra tras ser tratados con estrogenos y progesterona (Whalen y
Edwards. 1966) v que ratas macho gonadectomizadas el D, e inyectadas subcutaneamente con
0.02 mg de propionato de testosterona en el Dj;. presentaban en la edad adulta. conducta sexual
heterotipica (Dérmer v Hinz. [967). Estos trabajos reforzaron los primeros hatlazgos de
Phoenix y cols. en 1959. realizados en cobayo. los cuales demostraron que la administracion
de propionato de testosterona, durante la edad prenatal, provocaba la aparicién en las hembras
adultas. de estereotipos conductuales masculinos, con mas probabilidad que los femeninos
correspondientes a su sexo genético (Phoenix y cols. 1959). Tales resultados. llevaron a estos
mvestigadores a preguntarse cudl seria la forma de actuar de los esteroides gonadales para que,
en época prenatal temprana, su accion sobre el sistema nervioso fuera tal que, en estado
adulto. las conductas reproductivas tipicas de cada sexo puedan ser expresadas. Phoenix v

cols. sugieren que los esteroides sexuales fundamentalmente actian de dos maneras:



“organizando™ ¢n el periodo temprano del desarrollo las vias nerviosas responsables de las
conductas reproductoras. siendo sus efectos permanentes e irreversibles, v “activando” esas
vias nerviosas va organizadas. cuando el organismo es adulto. para que las conductas que
dichas vias controlan puedan ser inducidas.

Investigadores y neuroendocrindlogos han identificado diferencias sexuales en la
morfologia, estructura v neuroquimica del cerebro. sin embargo muchas de estas diferencias
desaparecen cuando el mache o la hembra son sometidos a condiciones endocrinas similares
(st son gonadectomizados o tratados con dosis similares de esteroides), de tal forma que estas
diferencias parecen estar determinadas por un efecto activacional durante la edad adulta. Estas
investigaciones han revelado que muchos aspectos morfoldgicos y quimicos del cerebro; estan

determinados en la edad adulia y son regulados por la activacion en el SNC. para que durante

esta etapa se lleve a cabo dicha conducta (Balthazart v cols. 1996).

3.3.1 MECANISMOS GENOMICOS Y NO GENOMICOS DE LAS HORMONAS
ESTEROIDES EN EL PROCESO DE DIFERENCIACION SEXUAL

Los mecanismos celulires y moleculares por los que las hormonas gonadales. a través
de sus receptores, “organizan’ las diferencias entre los sexos que aparecen en estado adulto en
la morfologia del SNC y en lz conducta, no se han esclarecido. Se sabe, que los receptores de
las hormonas gonadales puecen inducir efectos neuronales que aparentemente duran horas
hasta dias. Estos efectos invelucran la union de los esteroides a sus receptores nucleares. La
activacion de estos receprores facilita la interaccion del complejo hormona-receptor con el

genoma. llevando a cabo la -anscripeidén del ARNm y dando como resultado la sintesis de



proteinas (Sutter-Dub. 2002), lo que se denomind accion gendémica (McEwen. 1988). Esto
significa. que esta sucesion de eventos intracelulares dan como resultado cambios en la
fosforilacion de proteinas v alteraciones en la transcripeion del DNA modificando. por tanto la
sintesis de ARNm vy de proteinas (Beato. 1989).

Atendiendo a lo anteriormente cxpuesto. es entonces saber como la presencia de
estrogenos a través de este mecanismo ¢s capaz de masculinizar estructuras nerviosas
sexodimorticas como el: drgano vomeronasal, bulbo olfatorio accesorio. niicleo del tracto
olfatorio accesorio, nucleo de la cama del estria terminal anterior, nticleo dimérfico sexual del
area preoptica media. amigdala media, ndcleo ventromedial, nicleo espinal del bulbo
cavernoso y nucleo dorsolateral (Segovia y Guillamdn, 1997); que en estado adulto presentan
en el macho valores mayores del nimero de neuronas que las hembras. Los experimentos de
Toran-Allerand pusieron de manifiesto en estudios in vitro, que la presencia de estradiol y de
testosterona estimulan el crecimiento neuritico y que ademas, €ste es especifico en distintas
regiones. De tal modo que se ha propuesto que una mayor supervivencia neuronal seria la
responsable de que el macho presentara en estado adulto un mayor niumero de neuronas que la
hembra (Torand-Allerand. 1980) v que esta diferenciacion sexual estara determinada por la
aromatizacion de T a estraciol (Vinader-Caerols v cols. 2000).

Durante el desarrcilo ocurre que en el sistema nervioso de forma generalizada
proliferan muchas mas neuronas de las que luego en realidad sobreviven. Se ha especulado
que son aquellas ncuronas zue no logran hacer sinapsis. las que finalmente mueren siendo este
mecanismo, el que finaimente ajusta la poblacion maés adecuada para cada estructura
dependiendo de su funcior (Oppenhein. 1991). Lste fendmeno de mortalidad celular masiva

no es un proceso necrotice Jue responda a una deficiencia en la homeostasis celular. sino que



mas bien responde a un mecanismo que la célula pone en marcha cuando las condiciones no
son las optimas para sobrevivir. bien por ausencia de factores neurotrotficos (Mahalik v
Owens. 1997) o por errores en la sinapst (Harms v cols. 2001). Se le denomind por ello
muerte genéticamente programada. debido a que este fendmeno pone en marcha un
mecanismo que implica sintesis de proteinas que activaran el proximo grupo de genes
especificos (Graham y Chen. 2001) relacionados con la mortalidad neuronal (Dragunow y
Preston. 1993).

Fue Kerr, en 1973 ¢l que acuiio el término “apoptosis’™ para refer.irse a este proceso,
estableciendo las caracteristicas morfoldgicas del mismo (Kerr y Searle, 1973 v cols. 1994).

Los efectos de los esteroides sexuales en el SNC pueden inducir cambios de latencias
breves (mseg) en la excitacion de las neuronas. Las caracteristicas temporales de estas
respuestas excluyen la participacion de la sintesis de proteinas. Asi estas respuestas deben
involucrar la accion directa de niveles membranales que alteran la conductancia iénica, la
respuesta a Ca” . proteinas G v Ras. AMPc. GMPe. [P(3). DAG. fosfodiesterasas. proteinas
cinasas. tirosinas cinasas. c:nasas al receptor de estrdgenos y oxido nitrico sintetasa (Sutter-
Dub, 2002). De tal forma gue los estrogenos pueden cjercer sus efectos por mecanismos no

genomicos a nivel membranz! (Balthazart v cols. 2001).



3.4 ESTRUCTURAS CEREBRALES SEXUALMENTE DIMORFICAS

Las diferencias sexuales en el SNC son ¢l resultado de varios factores: anatomicos.
estructurales,  conecciones  nerviosas.  hormonales.  bioquimicas.  metabolismo  de
neurotransmisores: durante periodos criticos del desarrollo. Asi. varias estructuras del area
preoptica anterior que presentan diferencias entre machos y hembras, responden a la accion de
las hormonas esteroides gonadales (Tagaki v Kawashima. 1993). que al parecer modulan la
expresion de los neurotransmisores. induciendo cambios estructurales en el tejido nervioso

(Kawata y cols. 1994).

Primero provocan la diferenciacion estructural necesaria en todos los sistemas que
participan en la reproduccion (incluyendo al SNC) y posteriormente en la edad adulta actaan
sobre el funcionamiento género-especifico de estos sistemas. Durante el desarrollo, los
esteroides gonadales dan lugar a un macho o una hembra que da lugar a dos diferentes
conductas (Trevor, 1996 ).

La existencia de diferencias sexuales en cstructuras del SNC. se ha determinado por
diversos experimentos realizados en la rata (Peifter. 1936). Tales estudios mostraron que el
patron masculino de secrecion de gonadotrofinas en ¢l adulto. depende de la liberacion de
hormonas producidas por el testiculo durante la etapa perinatal. Estas diferencias funcionales
existen porque el medio ambiente hormonal del macho adulto, es diferente al de la hembra
adulta. Algunas funciones del cerebro. pueden ser sexualmente dimorficas. :ales como: la
liberacion de hormonas gconadotréficas de la hipofisis. la conducta sexual femenina o

masculina. entre otras (Harlan v cols. 1979).
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Las conductas reproductoras son sexodimorficas. es decir, respuestas estereotipadas a
un mismo estimulo tanto en machos como ¢n hembras de una misma especie. v que difieren
cualitativa v cuantitativamente. De este modo. sc¢ sugirio que. las estructuras que controlan
estas conductas. deberian expresar dimorfisino sexual en diferentes parametros morfologicos.
y st asi ocurria. podria ser que los cambios permanentes se manifestaran en estas conductas
sexodimorficas en estado adulto. tras la manipulacién hormonal en época perinatal, se
correspondieran también con cambios en las estructuras que las controlan. 1.os primeros
estudios en el APM y en el nucleo del hipotalamo ventromedial. estructuras implicadas en las
conductas reproductoras. asi lo corroboran.

Los estudios de Damer v Staudt (1968. 1969a y b). indican que las ratas hembras
presentan. en estado adulto. nucleos celulares mayores tanto en el APM como en el nucleo del
hipotalamo ventromedial. v que la gonadectomia del macho en el Dy hace que el tamafio de los
nucleos se incremente hasta presentar valores similares a los presentados por las hembras en
ambas estructuras. Otras investigaciones llevadas a cabo en esta region del APM revelaron la
existencia. de un nucleo densamente poblado de neuronas. de mayor volumen en el macho que
en la hembra. al cual le nombraron ntcleo dimorfico sexual del area predptica (NDS-APM,

Gorski v cols. 1978).
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3.4.1 DIMORFISMO SEXUAL EN EL AREA PREOPTICA MEDIA DE MAMIFEROS
El APM esta implicada en la fisiologia y conducta reproductiva (Pfaff y Schwartz-
Giblin. 1988: Sachs v Meisel. 1988). Las neuronas de esta region tiencn receptores a

androgenos v estrégenos (Platt v Keiner. 1973).

I APM se localiza entre la porcién caudal del quiasma dptico y comisura anterior.
tiene como borde rostral v caudal a la lamina terminal v la division media del nacleo de la
cama de la estria terminal, respectivamente. EI APM forma conexiones con varias regiones
cerebrales, recibe entradas del sistema vomeronasal. directamente del organo vomeronasal
(Larriva-Sahd y cols. 1993) a través de la estria terminal hacia la amigdala media y al nicleo
de la cama de la estria terminal anterior v medial posterior. respectivamente (De Olmos y cols.
1983). Debido a estas conexiones se ha implicado en la regulacion de funciones v conductas
sexodimorficas relacionadas con la reproduccion: control de la conducta copulatoria en el
macho y conducta copulatoria v liberacion ciclica de gonadotropinas (Sachs v Meisel, 1988).
liberacian de prolactina. sed hipovolémica (Chiba v Murata, 1985). asi como la conducta

materna en la hembra (Numan, 1988).

Dérner y Staudt (1968) tueron los primeros en encontrar diferencias entre machos y
hembras en el APM. en cuanto al volumen del nucleo del drea predptica media del hipotalamo
anterior. En ratas hembras el volumen nuclear es mayor en machos, pero los
orquidectomizados al D mncrementan su volumen nuclear que pueden ser contrarrestado por la

administracion de TP al D+



3.5 NUCLEO DIMORFICO SEXUAL DEL AREA PREOPTICA

Gorski v colaboradores encontraron dimorfismo sexual en un pequefio grupo de cé¢lulas
del APM (Gorski v cols. 1978, 1980). El desarrollo de este nicleo empieza después de la vida
fetal (Jacobson y cols. 19811 v depende principalmente del medio hormonal durante el periodo
de diferenciacion sexual. A este grupo de células se le llamo nacleo dimérfico sexual del
area preoptica (NDS-APND) y presenta parametros de diferenciacion: 1) el volumen celular es
3 veces mayor en la rata macho que en la hembra. 2) el macho presenta neuronas mas grandes
que la hembra v 3) la proporcion de neuronas aferentes v eferentes o densidad neuronal. es
mavor en el macho que en la hembra, principalmente en un nicleo que corresponde a la parte
central del nucleo predptico medial Recientemente, se han descrito en el APM tres divisiones
citoarquitectonicas: la parte central del nucleo predptico medial. la anteroventral y la parte
media del nucleo predptico medial. Ademas el nucleo medial anteroventral esta presente en los
machos pero ausente en las hembras (Bloch y Gorski, 1988).

LI NDS-APM ha sido extensamente utlizado en los ultimos afios, como modelo para
estudiar los mecanismos ce la accion hormonal durante la diferenciacion sexual (Dohler y
cols. 1984b). presenta un periodo prenatal sensible a hormonas que comienza ¢l dia 18 de
gestacion (Eg) v finaliza postnatalmente en el Ds (Rhees y cols. 1990); posteriormente Davis
v cols. han sugerido que este periodo puede extenderse hasta el Dag postnatal (Davis y cols.
1993). La castracion del macho en el D} disminuve el volumen del NDS-APM (Gorski y cols.
1978). efecto que puede ser revertido con la inyeccion de propionato de testosterona en el D
(Jacobson y cols. 1981). ¢ administrandolo diariamente los dias D,, D;. Dy. v Ds (Rhees v

7

cols. 1990).
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Estos experimentos ponen de manifiesto que los androgenos actian perinatalmente en
la masculinizacion del NDS-APM (Davis y cols. 1995). Sin embargo, diversas evidencias
permiten suponer que la masculinizacion del NDS-APM depende de la accion de los
estrogenos. mas que de los androgenos. Asi. se ha mostrado que el tratamicnto perinatal con el
antiestrogeno tamoxifen (Tx) en machos a una dosis de 100 pg/kg disminuve el volumen del
NDS-APM hasta un tamaiio semejante al de la hembra (Dé&hler y cols. 1985. 1986); mientras
que el tratamiento de hembras pre y postnatalmente con el estrogeno sintético dietilestilbestrol
(DES), incrementa el volumen del NDS-APM (Dohler y cols. 1984a; Ohe. 1994). Ademas,
cuando un inhibidor de la aromatasa como ¢l fradozole (CGS16949A) se administra a crias
macho durante la etapa gestacional. asi como postnatalmente desde el D, al Dyy v son
sacrificados en el D= . se observa una disminucion del area NDS-APM. simular al tamano que
tiene esta area en las hembras (Ohe. 1994).

El mecanisme de diferenciacion sexual del NDS-APM no ha sido esclarecido. Sin
embargo existen estudios que apovan que los esteroides gonadales participan en la regulacion
de la neurogénesis perinatal del desarrollo de este nucleo. Davis y cols. 1996, mostraron la
importancia de la muerte celular en el desarrollo del dimorfismo sexual de este nucleo.
Encontrando que exisze un incremento significativo de apoptosis en los nicleos de las hembras
(Arai y cols. 1996) comparado con ¢l NDS-APM de los machos. De tal modo que se sugirid
que la regulacion de la apoptosis por T es uno de los mecanismos que participan en la
diferenciacion sexual Zel NDS-APM (Davis v cols. 1996).

Las ratas meaino nacidas de madres que durante la gestacion fueron expuestas a
situaciones de estres. nresentan niveles plasmaticos menores de T, menor actividad sexual v

una disminucion del - olumen del NDS-APM en edad adulta versus los machos cuyas madres
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no sufrieron estrés durante la gestacion (Anderson y cols. 1986). Las alteraciones endocrinas y
conductuales. observadas en machos cuyas madres padecicron estrés durante la gestacion.
estan reguladas por cambios estructurales en el sistema nervioso. al alterarse ¢l sentido de la
diferenciacion sexual del mismo. La desmasculinizacion en varios nucleos dimorficos (NDS-
APM. amigdala media. nucleo espinal del bulbo cavernoso v niicleo espinal dorsolateral),
pude deberse al estrés prenatal durante los periodos criticos en los cuales estas estructuras
cerebrales son mas sensitles a la T (Kerchner v cols. 1995) y a los estrogenos (Hsu y cols.
2001).

Trabajos realizados con la téenica de transplante nervioso. apoyan estas sugerencias: el
transplante del APM de machos nconatos a hembras de la misma edad. induce un incremento
en la aparicion de la CSM en estas hembras cuando son adultas (Arendash y Gorski, 1982).

Se ha descrito gque. cuando se lesiona bilateralmente el NDS-APM de ratas macho
adultas sexualmente inexpertas. sc¢ disminuye el numero de animales que evaculan y se
incrementan las latencias de monta. intromision y eyaculacion (De Jonge. 19891, Sin embargo,

lesiones en el NDS-APM en ratas macho adultas sexualmente expertas no deterioran su

conducta sexual (Arendash v Gorski. 1983).

Por otro lado. lesiones mayores en el APM que afectan al NDS-APM. inducen lordosis
en ratas macho tratadas con estrogenos y progesterona. Iisto sugiere que el APM esta

relacionada con la inhibicion tonica de la lordosis en machos (Turkenburg y cols. 1988).

Otros estudios hzn mostrado que en la rata adulta. las evaluaciones de la conducta

sexual masculina dan ccmo resultado un incremento significativo en la conducta sexual al



adquirir experiencia v se observa un aumento en el volumen del NSD-APM (Prince v cols.

1998).

3.5.1 MANIPULACIONES FARMACOLOGICAS Y HORMONALES SOBRE LA

DIFERENCIACION SEXUAL DEL NDS-APM

Otras investigaciones que han esitudiado las bases de la diferenciacion sexual. han
utilizado manipulaciones farmacoldgicas v hormonales que interfieren con la accion del
receptor a estrogeno v o en la union de la hormona o en el metabolismo. El uso del Tx ha sido
una herramienta de gran valor para determinar la importancia del estrogeno en la
diferenciaciéon sexual (Dohler v cols. 1984c¢. 1986). I:]1 Tx produce respuestas biologicas las
cuales pueden ser estrogénicas o antiestrogénicas. depediendo del tejido sobre el cual se lleve
a cabo la accion (Mathews v Arnold. 1991: Lonard y Smith, 2002; Pinilla y cols. 2002).

Existen trabajos que sugieren. que la accion del estrogeno a traves del receptor a
estrogenos masculiniza el cerebro. Recientemente. McCarthy v cols. (1993). han empleado un
método de biologia molecular en el cual han utilizado un oligodesoxinucledtido anti-sentido al
receptor a estrogenos v al ARNm durante el periodo critico de diferenciacién sexual.
intentando interrumpir la sintesis v funcidn del receptor a estrogenos. El uso de esta técnica en
varios cultivos celulares (Uhlmann y Peyman. 1990: Eck v Nabel, 1991) incluvendo el cerebro
(McCarthy y cols. 1992) ha mostrado la eficacia de este oligodesoxinucleoudo antisentido al
bloquear el blanco de !a sintesis de proteinas ¢ interferir con su funcionamiento.

Se encontrd gue la administracion de este oligodesoxinuciedtido anusentido en el D3 a

hembras. modifica permanente el volumen del NDS-APM v del nucleo paraestrial. Todos
p ) !
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estos experimentos muestran que la conversion de estrogenos a partir de androgenos tienen
una funcién muy importante en el desarrollo del dimorfismo sexual del NDS-APM, y que la
actividad de la aromatasa durante el periodo perinatal es necesaria en el proceso de
diferenciacion (Venev v cols. 2000).

Dohler y cols. (1984c¢) han mostrado que a ratas hembras recién nacidas tratadas con
Tx presentan menor volumen del NDS-APM (30%) que las hembras control, ademas de
esterilidad anovulatoria. Asi. ¢l patron morfologico del NDS-APM de hembras requiere de
alguna exposicion a estrogenos (Dohler y cols. 1984¢). De este modo. los estrégenos son
necesarios para ¢l desarrollo del NDS-APM de machos y hembras (Daohler v cols. 1984c.

1993, Lund v cols. 20011,

3.6 EFECTO DE LA ADMINISTRACION NEONATAL DEL TAMOXIFEN SOBRE
LA REGULACION DE LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

El tamoxifén ¢ ITx1 es un inhibidor competitivo de la union de estradiol a los receptores
de estrogeno. Se utiliza como terapia del cancer de mama (Marshall. 1994: Howell, 2001:
Pritchard, 2001). enfermedades tromboliticas. retinopatias v carcinoma endometrial (Cuzick y
cols. 1993: Higa. 1994 Las propiedades antiestrogénicas del Tx estan basadas en estudios en
los cuales se mostro la mhibicion del estradiol que induce sobre la cornificacion vaginal y
sobre el Utero de rata (Harper y Walpole. 1966). ademas de suprimir la fertilidad y potencia

copulatoria de ratas maco adultas (Gill-Sharma v cols. 1993.2001a. b v ¢).
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El Tx esta relacionado estructuralmente con el estrogeno sintético DES, compuesto que
produce criptorquidia. retencion de los conductos de Miiller y otras alteraciones en el tracto

reproductor de raton (Bullock y cols. 1988).

Utilizando modelos en los cuales se ha utilizado ratas macho. administrando Tx y DES
perinatalmente a una dosis de 100ug/kg. se encontrd que inducen lesiones similares en el
tracto genital. aspermia. hipogonadismo y criptorquidia (Bullock y cols. 1988§; Iguchi y Ohta,
1995). Se ha determinado también que la administracion de Tx a ratas macho adultas, produce
una disminucion del peso de los testiculos. organos sexuales secundarios, desorganizacion de
la citoarquitectura de los tubulos seminiteros y disminucion de la movilidad espermética (Gill-
Sharma. 1993, 2001a.b).

En las ratas macho adultas el tratamiento nconatal de Tx v DES disminuyen la CSM
(Dohler. 1991: Csaba v cols. 1986. Csaba y Karabélyos. 2001).

Vancutsem v cols. 1997, observaron en ratas macho recién nacidas. alteraciones en el
NDS-APM vy en el APM. producidas por la administracion de Tx a partir del dia Dy al Ds de
nacidos. caracterizando los cambios en el dia postnatal D, valorando el numero y
diferenciacion de neuronas de esas estructuras. El Tx disminuyo la forma, volumen y nimero
de neuronas en el NDS-APM (Dohler v cols. 1991, Vancutsen y Roessler, 1997).

La reduccion del volumen se ha asociado con la inhibicion de la CSM (Daohler y cols.
1991. Lephart y cols. 2001). Durante el desarrollo. los estrogenos son necesarios para
masculinizar ¢l NDS-APM. Vancutsem v cols. (1997) sugirieron que la disminucion del
volumen. podria ser interpretado como un efecto desmasculinizante del Tx. el cual tiene

alteraciones sobre la conducta sexual del adulto. Asi. la administracion perizatal de Tx y DES



produce lesiones del tracto reproductor vy disminuye la conducta sexual de roedores macho
(Dohler v cols. 1991: Csaba y cols. 1986. 2001 Gill-Sharma v cols. 2001a: Iguchi v Ohta,

P

1995: Bullock v cols. 1988).

3.7 DIMORFISMO SEXUAL EN EL. APRENDIZAJE

Las conductas sexualmente dimorficas estan reguladas por los efectos organizadores y
activadores de las hormonas gonadales. aunque su participacion varia dependiendo del tipo de
conducta. [n relacion a las diferencias sexuales en el aprendizaje y los efectos de los
esteroides sexuales. poco se ha descrito acerca de cuales de estos efectos, regulan el
aprendizaje.

Algunas de las investigaciones han indicado que, las diferencias sexodimorficas
dependen del efecto de los esteroides gonadales durante etapas tempranas del desarrollo
(Segovia y Guillamon. 1988).

El enfoque actuat sobre la diferenciacion sexual de la conducta surgié de un importante
trabajo del grupo de Phoenix (1959). quienes estudiaron el efecto de la conducta sexual de
cobavos machos v hembras. cuyas madres hubieran sido androgenizadas con propionato de
testosterona durante la rniavor parte de la gestacion. Las hembras cuando llegaban a adultas. no
presentaban el reflejo lordotico necesario para la copula al ser estimuladas. Ademas, cuando se
les administro T mostraron la conducta de monta tipica del macho. En tanto que, los machos
no presentaron ningan po de anormalidad en la conducta. Con estos resultados concluyeron

que. durante la ¢época orenatal los androgenos ejercen una accion diferenciadora de las
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estructuras del sistema nervioso que controlan la conducta copulatoria del macho. En época
adulta. la T activa las mencionadas estructuras para que sc exprese la conducta sexual.

Posteriormente. otros estudios demostraron que la accion diferenciadora de los
androgenos puede ser también postnatal. o producirse perinatalmente (Phoenix y cols. 1959).

En varias especies de mamiferos. sc ha podido observar la existencia de dimorfismo
sexual no solo en la conducta copulatoria. sino también en otros tipos de conducta como la
agresion. el juego. los niveics de actividad. la ingesta de comida y la regulacion del peso
corporal. la preferencia por sabores dulces o salados. la emision de feromonas, la forma de
marcar el territorio. la reactividad a choques cléetricos vy distintas tareas de aprendizaje (Goy
y McEwen, 1980: Sanchez-Santed y cols. 1993).

Los experimentos que muestran la existencia de diferencias sexuales se clasifican en
dos categorias. establecidas a partir del reforzamiento utilizado.

a) tareas de condicionamiento: en las que la emision de la respuesta adecuada por parte
del animal ticne comeo consecuencia la obtencién de un estimulo reforzante positivo (agua o
comida), y cuvo resultado es la adquisicion de una respuesta apetitiva de aproximacion al
reforzamiento (Campbell v cols. 1971).

b) aprendizaje aversivo: incluye tareas de condicionamiento en las que se utilizan
reforzadores negativos como choque eléetrico. El resultado de este tipo de condicionamiento
es la adquisicion de una respuesta de evitacion del reforzamiento (choque), siendo tal
evitacion el aconteciniiento reforzante (Segovia y Guillamén, 1988).

El aprendizaje discriminativo. en lo que al dimorfismo sexual ¢ refiere. es el de
discriminacion espacizl. en el que. en ausencia de estimulos diferenciales externos, como luces

o sonidos. el sujeto cebe aprender a realizar un recorrido en un laberinto. o bien elegir una



misma posicion (Calés v cols. 1992). En este tipo de discriminacion. se ha mostrado que,
utilizando tanto laberintos simples en forma de \. Vo 7 (Wong y Judd. 1973) como complcjos
(Stewart y cols. 1975). la rata macho presenta un menor numero de errores que ta hembra.

Los estudios en los cuales se han utilizado estos modelos. han mostrado que la
administracion neonatal a machos del antiandrogeno (acetato de ciproterona) que actia
mtracclularmente compitiendo por los receptores a androgenos y del antiestrogeno TX. en una
dosis de 12.5ug a parur del Dy al Dy que actta inhibiendo la union del receptor a los
estrogenos; vy la androgenizacion neonatal de las hembras con TP, invierten las tareas de
aprendizaje de machos v hembras. masculinizando la ejecucion de las hembras v feminizando
la de los machos. Por lo tanto. estos estudios mueestran que el aprendizaje es sexodimorfico y
puede ser organizado neonatalmente por el cstradiol, a través de la aromatizacion de

testosterona (Patchev v cols. 1999).

3.8 DIFERENCIACION SEXUAL Y SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION

Las hormonas genadales activan la conducta sexual mediante un efecto local en las
estructuras del sistema rervioso. Esta accion se realiza como parte del funcionamiento normal
de las neuronas v modula la interaccion entre ellas. Ello, de hecho. supone la interaccion entre
las hormonas gonadales v los neurotransmisores que actian como mediadores quimicos en la
comunicacion mterneurcal,

Existen evidencizs que sugieren que los neurotransmisores podrian participar en el
desarrollo de las difercroias sexuales del SNC. va que la administracion prenatal de drogas

que afectan sistemas adrendérgicos. colinérgicos (McEwen v Parsons. 1982). serotoninérgicos.
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dopaminérgicos (Daohler y cols. 1991) y gabacrgicos (Segovia y cols. 1991: Rodriguez- Zafra.
y cols. 1993: Del Cerro v cols. 1995) son capaces de modificar el desarrollo de las diferencias
sexuales en el cercbro v de las conductas reproductivas.

Diferencias entre los sexos han sido halladas en el contenido de neurotransmisores y de
la actividad enzimdtica en los sistemas serotoninérgico. dopaminérgico, noradrenérgico y
colinérgico (De \ries y cols. 1984), asi como en el nimero de receptores adrenérgicos
(Orensanz vy cols. 1982). colinérgicos (Avissar v Sokolovskyv. 1981). serotoninérgicos
(Fischette v cols. 1983) y gabaérgicos (Segovia y cols. 1991; Rodriguez-Zafra y cols. 1993:
Del Cerro v cols. 1995). Este dimorfismo encontrado en animales adultos no solo indica un
dimorfismo sexual funcional, sino también un posible dimorfismo estructural en los nucleos
que sintetizan estos neurotransmisores y/o en los patrones de distribucion de las fibras que los
liberan.

Ratas tratadas perinatalmente con reserpina e inhibidores de la monoaminooxidasa
(MAO) revelan unz alteracion en la actividad monoaminérgica que modula los efectos de la T
vy per se producen cambios en la diferenciacion sexual del cerebro (Dohler, 1993). Se sabe
que los antagomstas a-adrenérgicos (fenoxibenzamina) interrumpen los efectos de la T que
induce ¢l sindrome anovulatorio. previniendo la androgenizacion del cerebro de ratas hembras
(Nishizuka. 1976: Raum v Swerdloff. 1981). v se ha sugerido que este efecto es regulado por
la estimulacion de los receptores B-adrenérgicos (isoproterenol) (Raum v cols. 1984).

Grossman v cols. (1987) han propuesto que durante el periodo postnatal. la T modifica
sus interacciones zirenérgicas v opioides. las cuales controlan el patwrdn ciclico de liberacion

de hormona luteinizznte (LH).



Otros grupos de investigadores (Jarzab y Dohler 1984; Jarzab v cols. 1986. 1987.
1990), han probado en ratas hembras. que el tratamiento postnatal con el antagonista o -
adrenérgico prazosina v o> yvohimbina. o bien. con el antagonista nicotinico mecamilamina.
incrementan significauvamente la respuesta de liberacion de LH a los esteroides gonadales
durante la edad adulta (Jarzab y cols. 1987) . I:] tratamiento postnatal a ratas hembras con el
agonista B-adrenérgico. isoproterenol. el agonista B,-adrenérgico, salbutamol 6 el antagonista
B-adrenérgico. alprenolol disminuyve la respuesta a la liberacion de LH a los esteroides
gonadales en la edad adulta (Jarzab y cols. 1986). Ratas hembras tratadas postnatalmente con
substancias que estimulan o inhiben la sintesis de serotonina no modifica la respuesta de
sintesis de LH a esteroides gouadales. Estos resultados sugieren que el sistema adrenérgico
participa en la diferenciacion del patron de liberacion de gonadotrofinas (Jarzab y Ddéhler,
1984).

La mervacion scrotoninérgica en ¢l APM es mayor en la hembra que en el macho. Un
patron analogo de densidad de fibras dopaminérgicas. se ha observado en el nucleo
anteroventral situado en la region periventricular del area preoptica. de manera que las
hembras presentan mavor densidad de células y fibras inmunédreactivas a la tirosina-
hidroxilasa. que el macho (Simerly v cols. 1985). I'stas diferencias sexodimorficas durante la
edad adulta dependen Jde la accion organizadora de los esteroides gonadales durante el periodo
perinatal. va que el tratamiento pre y postnatal de la hembra con TP induce un decremento
significativo en el ntmero de neuronas dopaminérgicas. no diferenciandeose estas hembras

tratadas del patron cuanutativo presentado por los machos (Simerly y cols. 1983).



El NDS-APM es sexualmente dimorfico no solo en términos de su volumen. sino
también en las sustancias neuroquimicas que contienen las neuronas v en las fibras que lo
inervan y que hacen contacto con otras neuronas (Commins y Yahr. 1984; Simerly y cols.
1986). Estas diferencias se establecen durante ¢l periodo critico pre vy postnatal de la
diferenciacion sexual del NDS-APNM (Simerly v cols. 1985).

Simerly y cols. (1986) han descrito que en la rata adulta, el NDS-APM esta inervado
por fibras noradrenérgicas. kstos investigadores han mostrado que la alteracion de la
neurotransmisidén adrenérgica y serotoninérgica postnatal tienen efectos importantes sobre ¢l
desarrollo y diferenciacion de este nucleo (Jarzab y cols. 1990). Tanto la estimulacion como la
inhibicion de la sintesis de serotonina (5-HT) postnatal. participa en la morfogénesis del NDS-
APM de ratas hembras. Asi. se ha descrito un incremento en el volumen del NDS-APM en
ratas hembras al D, después de la administracion prenatal de para-clorofenil-alanina.

Estos resultados indican que este efecto estimulador sobre el desarrollo del NDS-APM
puede ser inducido postnatalmente v permanecer durante la edad adulta.

Los efectos adrenérgicos sobre la diferenciacion del NDS-APM son regulados
principalmente por receptores oa- v 3>~ adrenérgicos (Jarzab v cols. 1987. 1990). La clonidina.
agonista del receptor oa-adrenérgico. aumenta ¢l cfecto estimulador de TP sobre la
diferenciacion del NDS-APM de ratas hembra. v ¢l salbutamol agonista del receptor f3»
adrenérgico produce un aumento del volumen del NDS-APM. tanto en machos como en
hembras.

Se han dcterminado niveles mas altos de opiaceos en el area del NDS-APM de

hembras. El tratamiento postnatal a ratas hembras con el andrdogeno no aromatizable
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dihidrotestosterona inhibe la union de los opidceos en el NDS-APM. mientras que, el
tratamiento postnatal a ratas macho. con el antiandrogeno flutamida estimula la union de los
opiaceos en el NDS-APM. No sc¢ han referido cambios con respecto a la union de opiaceos
cuando los machos o hembras son tratados postnatalmente con Tx (Dohler. 1991).

Se han encontrado cvidencias de diferenciacion sexual en algunos sistemas de
neurotransmision. El locus coeruleus (1.C), que provee la mayor fuente de norepinefrina en el
SNC; presenta mayor volumen estructural y mayor poblacion de neuronas en la rata hembra
que en el macho (Pinos v cols. 2001). El dimorfismo sexual del LC es dependiente de los
esteroides gonadales durante la época postnatal (Pinos y cols. 2001). la gonadectomia
postnatal del macho. induce un incremento significativo tanto en el volumen de la estructura
como en el numero de neuronas. No obstante, la androgenizacion postnatal temprana de la
hembra no ocasiona masculinizacion. ni en el volumen ni en la poblacion neuronal.

El sistema serotoninérgico participa importantemente en la regulacion de la actividad
de las hormonas sexuales durante la diferenciacion sexual del cerebro. lLas concentraciones de
5-HT en el cerebro de ratas en Dy, son mas altas en las hembras que en los machos (Giulian y
cols. 1973). Estos resultados han sido confirmados por Wilson v cols. (1981b) quienes
encontraron que las concentraciones hipotalamicas de 5-HT v del metabolito acido-5-

hidroxiindolacético son mas altos en las hembras que en los machos en Dy v D)y,

El sistema colinérgico también contribuye significativamente en la regulacion de las
funciones sexuales del animal adulto. como la liberacidén de hormonas gonadotréficas. en la
conducta sexual del macho v de la hembra (Crowley y Lemlan. 1981 Dérner v Hinz. 1978). kl

tratamiento de ratas ovariectomizadas con estradiol resulta en un incremento de los receptores

(9}
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muscarinicos en el hipotalamo medio basal (Ddrner v Hinz, 1978). Dorner y cols. 1980,
administraron a ratas macho y hembras recién nacidas. piridostigmina un inhibidor de la
acetilcolinesterasa. durante los primeros 14 dias de vida. dando como resultado pubertad
precoz en la CSM en la edad adulta (Dorner v cols. 1977a). ¢ incrementando la expresion del
patron de conducta sexual masculina en la edad adulta (Dorner, 1980: Dérner y cols. 1977a,
b).

El sistema dopaminérgico participa en la funcion reproductiva del animal adulto. La
dopamina (DA). facilita la CSM (Malmnis. 1973) y participa en la liberacion de LH y
prolactina.. También participa en la diferenciacién sexual perinatal del cerebro (Hull y
cols.1983). La administracion de haloperidol (receptor antagonista de DA), a ratas
embarazadas o lactantes. asi como la apomorfina, un agonista de la DA v del a-metil-para-
tirosina. un inhibidor de la sintesis de 3-HT. favorece la accion de la CSM en los machos
cuando son adultos.

Algunas sustancias psicotropas. aaministradas durante ¢l mismo periodo en el que los
esteroides gonadales diferencian el tejido neural, mimetizan sus efectos. Esta interaccion
hormona-sistema de neurotransmision ha sugerido que las concentraciones no adecuadas de
fas hormonas durante el periodo de diferenciacion tienen un efecto teratogénico sobre el
sistema nervioso. modificando comportamientos socialmente considerados como normales
(Dorner v cols. 1983) y que estan determinados por sistemas especificos de neurotransmision.

Las concentraciones no adecuadas de esteroides durante ¢l periodo fetal y/o postnatal

temprano pueden estar inducidas por factores del medio externo a la madre gestante y al feto.
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Ll estrés prenatal es uno de estos factores (Dorner y cols. 1983). Las crias macho de
ratas que han sido expuestas a estrés durante la gestacion presentan bajas tasas de CSM vy
presentan altas tasas de conducta sexual femenina en la edad adulta si se les administran
estrogenos v progesterona (Ward. 1972: Kerchner y cols. 19935). El estrés prenatal disminuye
los niveles plasmaticos de T en el feto macho y cn el neonato, siendo esta disminucion
responsable de las alteraciones observadas en la conducta sexual. Estas alteraciones pueden
ser prevenidas por la administracion de andrégenos durante el periodo perinatal (Dorner y
cols. 1983).

De este modo. es posible que los esteroides gonadales diferencian los sistemas de
neurotransmision. pero también es probable que actiien como neuromoduladores durante los
periodos tempranos del desarrollo, siendo la transmision quimica el proceso por el cual ejerzan

sus efectos morfoldgicos, facilitando o inhibiendo la sinapsis.



3.9 CONDUCTA SEXUAL MASCULINA EN RATAS

3.9.1 Descripcion de los Patrones Generales

LLa CSM c¢n la rata es un patron de conducta ampliamente estudiado (Larsson. 1956,
1979). La CSM puede dividirse en tres fases:

a) la precopulatoria, que incluye el olfateo. exploracion genital, el aseo y la
persecucion del compariero. Durante esta etapa la hembra desplicga sus patrones de
proceptividad tales como el brincoteo. el movimiento de las orejas vy el desplazamiento en zig-
zag (Hlinak 1983. 19806)

b) la copulatoria. que se caracteriza por una serie de montas e intromisiones, que se

presentan aproximadamente cada 30 a 120 segundos y que generalmente concluyen con la

evaculacion .

¢) la postcopulatoria, en la que el macho después de presentar un periodo refractario

lleva a cabo el autoacicalamiento genital (Meisel y Sachs, 1994).

Los patrones de la CSM de la rata se observan en la Fig. 1. Para la observacion de la
CSM. el macho suele ser apareado en un redondel transparente con una hembra receptiva
previamente tratada con estradiol v progesterona. La hembra receptiva. ante la sujecion de sus
flancos por el macho. responde con una conducta llamada lordosis que consiste en el
arqueamiento del Jorso. la clevacion de la cabeza y zona perineal. asi como el movimiento
lateral de la cola. lo que tacilita la insercion del pene del macho en la vagina (Fig. 1d y f).

[Luego de explorar a la hembra con el olfato (Figura 1a y b). el macho se aproxima a

ella por la grupa rara desplegar ¢l patron de monta que se caracterize por la ¢jecucion de
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movimientos pélvicos. al tiempo que sujeta con sus patas. pero sin introducir el pene en la
vagina (I'ig. 1c). En cambio. durante las intromisiones (Figura. 1d). o montas con insercidn
vaginal del pene. el macho realiza una serie de movimientos pélvicos ritmicos que concluyen
con un movimiento mdas profundo hacia adelante. scguido de una brusca desmonta de la
hembra, luego de la cual ¢l macho siempre se lame sus genitales (Fig. 1e). Los rapidos
movimientos pélvicos del macho tienen una frecuencia de 20 a 22 Hz v una duracién de 0.320
a 0.383 seg (Morali v cols. 1985). ElI macho no vuelve a montar inmediatamente después de
una mtromision. Estos signos permiten distinguir las intromisiones de las montas.
Comunmente. el macho consigue la penetracion vaginal en el 50 a 80 % de las montas

(Agmo y cols. 1995: Meisel v Sachs. 1994).

a) Exploracion b) Olfateo genital
CONDUCTA o N
PRECOPULATORIA i T
S . B \\\.’»
T

CONDUCTA
COPULATORIA

,:, \ - /‘\n /,/_« \.)\ /
:r.%/ i
,,:\\.\ i - gy ‘t} - L—v/

Fig. 1. Conducta sexual de la rata. (Modificado de Slob y cols. 1977)



El patron evaculatorio. por su parte. consiste en una monta con insercion vaginal que
se caracteriza por una serie de movimientos pélvicos ain mas profundos y espasmaodicos que
la intromision. durante los cuales hay emision del semen dentro de la vagina. y concluye con
un movimiento pélvico hacia adelante més profundo que dura de T a 3 seg. seguido del

o

movimiento lateral de sus patas delantcras y una desmonta lenta (Fig. 1f). La eyaculacion
ocurre normalmente después de 6 a 12 intromisiones y es seguida por un periodo de
inactividad sexual llamado periodo refractario posteyaculatorio o intervalo posteyaculatorio.
durante el cual ¢l macho no responde a la estimulacién sexual v que suele durar de 4 a 8

minutos, aunque normalmente se va incrementando con las series subsecuentes (Agmo 1997:

Meisel y Sachs. 1994)

El intervalo postevaculatorio ha sido dividido en dos etapas (Beach y Holtz, 1946,
Beach v Nucci. 1970): el periodo refractario absoluto. en la que el macho no responde a
ningun tipo de esumulacion sexual y que se caracteriza por vocalizaciones ultrasonicas de 22
KHz que comprenden el 75 % de este intervalo. 151 periodo refractario relativo. que dura el
25% restante del intervalo en el que es posible promover el reinicio de la CSM si se le da al

macho una estimuiacion apropiada. lo que da como resultado una reduccion en este intervalo.

A la serie de eventos copulatorios que van desde que el macho inicia la primera
monta hasta que ocurre la eyaculacion. se le denomina serie evaculatornia. También cxiste la

serie copulatoria. cue se diferencia de la serie evaculatoria porque abarca. ademas, el periodo

refractario postevaculatorio hasta la siguicate intromision (Fig 2).



3.9.2 Patrones Copulatorios de la Conducta Sexual Masculina.
A continuacion se da la definicion de los pardmetros copulatorios. mismos que se

observan en la Iig. 2.

Latencia de monta (LM): periodo que transcurre desde que se introduce la hembra con

el macho. hasta que ocurre la primera monta (Meisel y Sachs. 1994).

Latencia de intromision (LI): periodo que transcurre desde que se introduce la hembra

con el macho. hasta que ocurre la primera intromision (Meisel y Sachs, 1994).

Latencia de evaculacion (LE): es el tiempo que transcurre desde la primera intromision

hasta que ocurre la evaculacion en cada serie eyaculatoria.

Numero de montas (NM): es el numero de montas con movimientos pélvicos que realiza
el macho antes de cada eyaculacion.

Numero de intromisiones (NI): es el nimero de montas con insercion peneana que
realiza el macho antes de la eyaculacion.

Frecuencia de evaculaciones: es ¢l namero de evaculaciones que ocurren durante un
tiempo determinado Je registro de la CSM.

Una vez que concluye el registro de la CSM. se pueden calcular lo siguiente:

Porcentaje de sujetos que eyacularon (%Ssl:): este porcentaje se puede calcular para
toda la sesion de revistro. También se puede calcular el porcentaje de machos sexualmente
activos (%SsA). para distinguir a los que copulan de los que no lo hacer. o bien evaluar a los
que montan ( %SsM ) de los que intromiten ( %Ssl ) en cada seric evaculatoria.

Tasa de acicrios (TA). es el namero de intromisiones (N1) dividico entre el nimero de

intromisiones (N1) rmas el numero de montas (NM) que se presentan antes de la eyaculacion.
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liste parametro alcanza el valor maximo de 1. cuando el macho solo presenta
intromisiones. lo que indica que la eficiencia copulatoria fue del 100%. Este parametro es muy
atil para evaluar tratamientos que afectan la sensibilidad peneana o la ereccion. También es

llamado indice de eficiencia copulatoria (Meisel y Sachs, 1994).

PATRON COPULATORIO DE LA RATA

SERIE EYACULATORIA SERIE COPULATORIA

LATENCIA DE EYACULACION IPE IPE

EYACULACIONES . .

INTROMISIONES (J

o w [y o ] l T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
TIEMPO ( min )

Figura 2. Grafica que muestra la descripcion temporal de los patrones que ocurren durante la

copula de la rata macho, con los parametros que se emplean para evaluar.

Abreviaturas. LM = latencia de monta. LI = latencia de intromision. IPE = intervalo post-

evaculatorio.

3.9.3 Componentes de la Conducta Sexual Masculina

En 1967 Beach propuso que en la regulacion de la CSM existe un mecanismo nervioso
dual: el primerc determina la motivacion necesaria para el inicio v continuidad de la conducta
sexual. llamad.: tambi¢n mecanismo apetiivo o motivacional. mientras que el segundo

determina la ¢ ecucion. por lo que se le suele determinar como mecanismo ejecutorio o
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consumatorio. De acuerdo con este autor. la actividad del segundo es controlada por el

primero (Beach. 1967).

Posteriomente, Beyer en 1976, propuso lz existencia de un tercer mecanismo:
modulador. que consiste en mecanismos nerviosos inhibitorios que pueden determinar la
mterrupcion de la CSM si las condiciones medioambientales  ponen en riesgo la vida del

animal o la hacen inapropiadamente (Bever. 1976).

De acuerdo con lo anterior se ha propuesto que los parametros que permiten evaluar el
componente motivacional del macho son la LM [ la LI el Il y ¢l IPE va que demuestran el
deseo que tiene el macho por buscar ¢l contacto sexual con la hembra (Meisel y Sachs. 1994).

Sin embargo. algunos investigadores cuestionan que la LI v el 1l no deberian ser

tomados en cuenta para evaluar la motivacion. va que pueden ser influidos por la receptividad

de Ta hembra. la cual. si no es adecuada. puede prolongar los valores de la LIy el I (Meisel v
Sachs. 1994).

Por otra parte. los parametros que permiten valorar la capacidad ejecutoria del macho
son el NM. el NI v la LI No obstante. un incremento en el NM puede ser el resultado de una
mayor motivacion. de una reduccion en la sensibilidad pencana o en la creccién. de una
reduccion en la receptividad de la hembra. o de la inexperiencia del macho o la combinacién
de algunos de estos factores (Meisel v Sachs. 1994). Asimismo. en la medida que un macho
requiera de menos intromisiones o de un menor tiempo para eyacular LE se considera mas

potente 0 mas experio.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

a)

Considerando que:

Los sistemas de neurotransmision colinérgico. serotoninérgico, noradrenérgico y
dopaminérgico participan en la regulacion de la conducta sexual de la rata macho (Hull
y cols. 1988a. 1988b; Retana-Marquez y cols.1993: Clark y cols. 1985a; Smith y cols.
1987. Haensel y cols. 1991; Melis y cols. 1994).

Durante el periodo critico perinatal, cuando ocurre la diferenciacion sexual cerebral, el
estradiol que se deriva de [a aromatizacion de los androgenos. organiza el sustrato
nervioso que permitira la expresion de la conducta sexual masculina (Phoenix, 1959,
Viglietu-Panzica y cols. 2001).

Durante la etapa neonatal. la administracion del antiestrogeno tamoxifén, produce la
desmasculinizacion en el macho. de modo que cuando adulto presenta cambios
anatomicos y estructurales en algunos nucleos del sistema vomeronasal (Vancutsem y
Roessler. 1997; Vinader y cols, 2000) asi como fisioldgicos. reproductivos (Lephart y

cols. 2001) y no reproductivos (Cales v cols. 1992).

Es posible que:

a)

b)

Diferentes dosis de tamoxifén administradas en la etapa neonatal. produzcan distintos

grados de desmasculinizacion.

La administracion de oxotremorina (OXO). 8-hidroxi-di(2-n-propilamino)tetralina
(8OH-DPAT), yohimbina (YH) y apomortina (APO). que ticnen un efecto facilitador

de la conducta sexual masculina. la restituvan de manera distinta.



5. HIPOTESIS
1) El tratamiento durante 5 dias de 100 pg/kg de tamoxifén y de Tx 12.5 pg/kg
durante 8 dias. administrados neonatalmente tendran un efecto similar sobre la

desmasculinizacion de la conducta sexual masculina de ratas adultas.

2) Los tratamientos de Tx administrados neonatalmente induciran un coeficiente de

lordosis mayor que los machos control.

3) Dependiendo del grado de deterioro que haya causado el Tx administrado
neonatalmente en los machos, sobre los distintos sistemas de neurotransmision que participan
en la regulacion de la conducta sexual masculina, la oxotremorina. ¢l SOHDPAT. yohimbina

y apomorfina seran capaces de estimular la CSM en animales adultos desmaculinizados.
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6. OBJETIVOS

1. Evaluar el efecto de la administracion neonatal de dos dosis del antiestrdégeno

tamoxifén. sobre el peso corporal v la conducta sexual masculina de ratas macho adultas.

2. Evaluar el efecto de la administracion neonatal de dos dosis del antiestrogeno

tamoxifén. sobre la conducta sexual heterotipica de ratas macho adultas.

3. Evaluar el efecto de la administracion de los farmacos: oxotremorina (OX0). 8-
hidroxi-2(di-n-propilamino)tetralina (§OHDPAT). yohimbina (YH) v apomorfina (APO), que

facilitan [a CSM, en ratas desmasculinizadas neonatalmente con dos dosis de tamoxifén.



7. MATERIALES Y METODOS
Animales

30 Ratas Wistar hembras del Bioterio de la Universidad Autonoma Metropolitana-
Iztapalapa. fueron apareadas. Una ver prenadas. se colocaron en cajas individuales en un
cuarto con temperatura. luz v humedad controlada. con libre acceso al agua y alimento (Purina
Chow).

Las ratas prefiadas se dividieron en cuatro grupos experimentales y diarilamente se
revisaron para determinar ¢l dia exacto del parto. Al dia de nacimiento Dy. las crias fueron

pesadas y se determing el sexo por la distancia anogenital.

Grupo A (Tx12.5, n=25): a todas las crias macho neonatas se les administro durante 8 dias. a

partir del Dy al Dy invecciones subcutaneas (s.c) de 12.5 g de Tamoxifén disuelto en 0.05 ml

de aceite de maiz (Cales y cols. 1992, Sanchez-Santed y cols. 1993).

Grupo B (CONI2.5, n=14): los sujetos recibieron un volumen igual de aceite de maiz,

durante los dias establecidos para el grupo A.

Grupo C (Tx100. n=33): a todas las crias macho neonatas se les administro del Dy al dia Ds

s.c 100 ug de Tamoxifén en 50 ul de aceite de maiz, (Iguchi v Ohta. 1995).

Grupo D (CONI100, n=15): Los sujetos recibicron un volumen igual de aceite de maiz.

durante los dias establecidos para el grupo B.
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Al término del tratamiento se registré el peso de las crias. Los animales fueron
destetados a los 30 dias de edad. a partir del dia 30 de edad. los sujetos fueron revisados

diariamente para registrar el dia preciso del descenso testicular.

Conducta Sexual Masculina
A la edad de tres meses. se realizaron cuatro cvaluaciones de la CSM cada cuatro dias.
Los registros de CSM se realizaron 4 h después del inicio de la fase oscura. con
illuminacion roja ténue. Se colocaron a los machos (Grupos A. B. C y D) en redondeles de
plexiglass transparente de 50 c¢m de diametro con piso de aserrin. Se les dio 5 min de
habituacion a cada uno de los machos. Posterior a este tiempo la CSM fue evaluada en
sesiones de 30 minutos en presencia de hembras receptivas tratadas 48 h antes del registro con
173-estradiol «10pg/0.1 ml de aceite. sc) v 4 hrs antes del mismo progesterona (2mg/0.1ml).
Las prucbas se realizaron cada cuatro dias hasta que los machos adquirieron la
experiencia sexual necesaria para que sus parametros fueran estables.
Los parametros copulatorios fueron los siguientes:
1) Porcentaje de animales sexualmente activos que presentan montas
(%SsM)
b} Porcentaje de animales sexualmente activos que presentan intromisiones
(%Ssl)
o) Porcentaje de animales sexualmente activos que eyvacularon (%SsE)

d) Namero de montas (NM), antes de la evaculacion
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e) Namero de iniromisiones (NI), antes de la eyaculacion.
1Y Frecuencia de eyaculacion (FE)

@) Latencia de monta (LM)

hY Latencia de intromision (LI)

1) Latencia de eyaculacion (LE)

1) Tasa de aciertos (TA)

Los parametros se analizaron dnicamente para la primera serie copulatoria
considerando que casi todos los animales tratados neonatalmente con tamoxifén no eyaculaban

0 solo tenian dos eyaculaciones.

Conductas sociales

Al término de las evaluaciones de CSM. se les dio una semana de descanso a los
sujetos (Ss) v posteriormente se evalud la conducta sexual femenina (CSF) de los mismos
sujetos. Las pruebas de respuesta a la lordosis fueron hechas en redondeles de plexiglass
transparente de >0 cm de diametro con piso de aserrin. En donde se colocaron a machos
estimulo (ME) expertos y entrenados para realizar montas vigorosas. Se les permitio tener 5
min de habituacion en el redondel.

Al término de este tiempo. se aparearon los machos tratados neonatalmente con Tx
(SsE) v los machos del grupo control (SsE). con cada uno de los machos ME.

La evaluacion de las conductas sociales observadas en estos SsE se hicieron de acuerdo

a los estudios de conducta agresiva en rata realizados por Blanchard v Blanchard. 1977.
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Se observaron las siguientes conductas sociales:

a) reconocimiento: ocurrié cuando ambos machos se olfatearon.

b) huida: consistio en el alejamiento del SsE ante la acometida del ML:.

¢) agresion: ocurrid cuando el SsE atacé a mordidas al ME.

d) enfrentamiento: se presentd cuando el SsE se pard en sus patas traseras y se coloco
frente al ME en espera, sin atacarlo.

e) rechazo: se considerd cuando el SsE encorvo el cuerpo y presento piloereccion
cuando el ME se le acercd.

f) inmovilizacién: esta conducta se presentd cuando el SsE permanecio quieto ante la
acometida del ME.

g) patron horizontal: consistié en un ligero arqueamiento de la columna vertebral del
SsE que. aunque se asemeja a la lordosis, no debe confundirse con este patron que se presenta
en la hembra. por ser menos evidente.

En este primer experimento se evalud el porcentaje de las conductas de rechazo e
inmovilizacion que mostraron los sujetos de los 4 grupos (A. B. C v D) ante la presencia de los

ME (Fig. 3).

49



[“\Gf‘& Rechazo

Inmovilizacion

Patron horizontal

Fig. 3. Esquema que representa las conductas sociales que los sujetos experimentales

desplegaron ante los macho estimulo, sin la administracion de hormonas.

Conducta sexual heterotipica con la administracion de hormonas

En un segundo experimento. la CSH fue evaluada con todos los machos de los grupos
controles v experimentales (A.B.C v D. mismos Sskt de experimentos anteriores) tratados
previamente durante 10 dias con 20ug/kg de estradiol disuelto en 0.5ml de aceite de maiz y 4
h antes del registro se les administré Progesterona 2mg/0.5 ml (Velazquez-Moctezuma y cols.
1984). Se colocaron dentro de los redondeles a los machos vigorosos. expertos y entrenados
(ME), y se les did 5 min de habituacion. Posterior a este tiempo. se aparearon con los sujetos
(SsE) de los grupos controles (A. B) y experimentales (C. D). las respuestas fueron
cuantificadas por el porcentaje de respuestas lordoticas. Hlamado Coeficiente de Lordosis
(LQ=numero de lordosis/10x100) que presenten los machos experimentales ante 10 montas

desplegadas por los ME.



227479
Conducta Sexual Masculina y la administracion de oxotremorina, 8-hidroxi-2 (di-n-

propilaminotetralina), yohimbina y apomorfina

Dos semanas después de evaluadas las pruebas de CSM y CSH. los animales tratados
neonatalmente con el antiestrégeno y sujetos controles se les aplicd cinco tratamientos: A)
salina. B) oxotremorina, C) SOHDPAT, D) yohimbina y E) apomorfina, a 10 sujetos de cada

uno de los grupos control. Tx12.5 y Tx100 (Fig. 4).
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Fig. 4. Manejo de los sujetos experimentales

Para la administracion de los farmacos se utilizaron dosis que tienen un efecto
facilitatorio sobre la regulacién de la CSM. La administracion se realizdé de la siguiente
manera: oxotremorina, agonista postsinaptico de los receptores muscarinicos (M) (0.4
mg/kg). administrado 1.p treinta minutos antes de¢ la prueba. Cuarenta v cinco minutos antes de

la administracion de OXO. se administro escopolamina metil-bromuro (3mg/kg). Para



garantizar que el efecto de la OXO fuera exclusivamente central; §-hidroxi-2(di-n-
propilaminotetralina.  §OHDPAT) agonista presinaptico de los receptores  SHTT,
(0.125mg/kg). 15 min antes de la prueba; yohimbina (YH) receptor presinaptico -
adrenérgico (Zmg/kg). 20 min antes de la prueba y apomorfina (APO) agonista de los
receptores D> (80 pg/kg). 5 mun antes del inicio de la prueba. El volumen de drogas
administrados a los sujetos fue de 0.1ml y la administracion se realizd intraperitonealmente.

Cada semana se administro el farmaco A) OXO, B) 8SOHDPAT, C) YH, D) APO y E)
Salina (SAL). en forma de cuadro latino. cuyo objetivo es el de asegurarnos que a cada rata le
toque el farmaco correspondiente ¢n secuencia diferente (Fig. 3).

Inmediatamente después de la administracion de los farmacos OX0O, 8OHDPAT, YH v

APO y de SAL a las ratas macho de los grupos Control y Tx12.5 y Tx100, se les registro la

CSM. durante treinta minutos (Fig. 5).
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Después de la administracion de estos farmacos a ias ratas
macho de los grupos: CON, Tx12.% y Tx100, se ! egistro la
conducta sexual masculina durante 30min,

Fig. 5. Diagrama en donde se representan los cinco tratamientos, la dosis del farmaco utilizado y
la administracion de firmacos en cuadro latino. Posteriormente a estos sujetos se les evalué la

conducta sexual masculina.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Para los parametros de CSM: LM, LL. LE. NM, NI, FE y tasa de aciertos de los grupos
CON, TxI12.5 y Tx100 se utilizd una prueba no paramétrica, para grupos multiples grupos
independientes, la prueba de Kruskall-Wallis (ANOVA) con un nivel de significancia de
p<0.01. Se utilizo una prueba de bloques aleatorios para obtener el analisis factorial de la
varianza. Cuando se detectaron diferencias significativas en la ANOVA en alguno de los
parametros de la conducta sexual se realizé la prueba de Dunn, comparando por pares, la

fuente de diferencias.

Para los parametros de CSM: LM, LI. LE. NM, NI, FE: con la administracion de
farmacos se utiliz6 una prueba no paramétrica, de medidas repetidas con un nivel de
significancia de p<0.01. Cuando se detectaron diferencias significativas en la ANOVA en
alguno de los parametros de la conducta sexual se realizo la prueba de Dunnett’s de medidas
repetidas.

Para el analisis del porcentaje de sujetos sexualmente activos (%SsM. %Ssl, %SsE) en
la evaluacion de CSM y coeficiente de lordosis se utilizo la prueba de chi-cuadrada (,\.2) con un
nivel de significancia de p<0.01.

Para la comparacion del porcentaje de sujetos que despliegan monta. intromiten y
eyaculan en la prueba de CSM. con la administracion de tarmacos se aplico la prueba de

Fisher (“F™), con un nivel de significancia de p<0.01.
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12. RESULTADOS

Peso corporal

El tratamiento neonatal con tamoxifén a una dosis de 12.5pg/kg durante 8 dias

(Tx12.5) y 100ug/kg/5dias (Tx100) no tuvo efectos sobre la ganancia de peso corporal de

crias de ratas macho (Fig. 6).
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Fig. 6. La grafica representa la ganancia de peso corporal de ratas macho recién nacidas las
cuales fueron tratadas con dos dosis de tamoxifén Tx12.5: 12.5ug/kg/De-Ds, n =25 y Tx100:
100ug/kg/Dy-Dsn = 33. Grupo control (CON, n=29).

Efecto de la administracion neonatal de tamoxifén sobre la conducta sexual masculina
El tratamiento neonatal con la administracion de ambos esquemas de Tx redujo
dramaticamente la actividad sexual de ratas macho adultas. Como se ha mencionado
anteriormente se realizaron cuatro evaluaciones de CSM, cada cuatro dias (1, 4, 8 y 12 dias).
Se analizaron los resultados del dia 12 (Tabla 1), que es el registro que nos da el

promedio de los parametros a lo largo de estas pruebas, las evaluaciones se realizaron a los 3



meses de edad, es decir, los animales iniciaron siendo inexpertos sexuales y
transcurrido este tiempo, adquirieron experiencia sexual, por lo tanto al dia 12, y después de 4
registros, estos animales ya han adquirido experiencia v tedricamente debieron presentar

actividad sexual.

Porcentaje de sujetos sexualmente activos

La administracion neonatal de tamoxifén a una dosis de 12.5pg/kg v a una dosis de
100pg/kg redujo notablemente el porcentaje de Sujetos sexualmente activos (%SsA). En el
caso del grupo de Tx12.5, se observd que solo el 56% de los sujetos montan y en solo el 63%
para el grupo de Tx100 [Tx12.5, x*(1g1)=8.184. Tx100, xz(lgl):6.074). p<0.01, prueba de Chi
cuadrada] para ambos tratamientos en comparacién con el grupo control (Fig. 7A). Se
encontro algo semejante para el %Ssl, para Tx12.5 v Tx100 solo el 48% de los Ss
intromitieron [Tx12.5. x*(1gh)=11.45, Tx100. x(1gl)=12.435. p<0.01. prueba de Chi
cuadrada] comparado con el grupo control (Fig. 7B).

Por altimo, el porcentaje de sujetos que evacularon se reduce dramaticamente, para el
grupo de Tx12.5 solo d 8% eyaculan, para el grupo de animales tratados neonatalmente con
Tx100 s6lo el 3% eyaculan {Tx12.5, x*(1gl)=33.75. Tx100. x*(1g1)=46.99. p<0.01, prueba de

Chi cuadrada] comparado con el grupo control (Fig. 8).
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Fig. 7. Porcentaje de sujetos que montan (%SsM, A), intromiten (%Ssl, B) de ratas macho
adultas, las cuales fueron tratadas neonatalmente con dos dosis de tamoxifén Tx12.5:
12.5ng/kg/Do-Dg n =25 y Tx100: 100ng/kg/Dp-Ds n = 33. Grupo control (CON, n=29).

*p<0.01 comparado con el grupo control, prueba de x’.
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Fig. 8. Porcentaje de sujetos que eyaculan (%SsE) de ratas macho adultas las cuales fueron
tratadas neonatalmente con dos dosis de tamoxifén Tx12.5: 12.5ug/kg/Dy-Ds n =25 y Tx100:
100pg/kg/Dy-Ds n = 33. Grupo control (CON, n=29). *p<0.01 comparado con el grupo control,

prueba de x°.

Latencia de monta

Al comparar los promedios de las LM obtenidos para los tres grupos se encontraron
diferencias significativas [F(2,61)= 11.00525, p<0.0002] [H(2)=18.83, p<0.0001, ANOVA de
Kruskall-Wallis, Tabla 1], y la prueba post hoc demostré que la LM de ambos grupos se
incremento significativamente comparado contra el grupo control (p<0.05, segun prueba de

Dunn, Fig. 9A).



Latencia de intromision

Al comparar los promedios de las LI (Tabla 1) obtenidos para los tres grupos se
encontraron diferencias significativas [F(2.54)= 81,52032 p<0.0001} [H(2)=28.78, p<0.0001.
ANOVA de Kruskall-Wallis], y la prueba post hoc demostré que la LI de ambos grupos se
incrementd significativamente comparado contra el grupo control (p<0.01, n=12 para Tx12.5;
p<0.05. n= 16, para Tx100; segun prueba de Dunn, Fig. 9B). Entre los grupos Tx12.5 y Tx100
también sc¢ encontrd un incremento significativo (p<0.05 Tx100: segun prueba de Dunn, Fig.

9B).

Latencia de eyaculacion

Al comparar los promedios de las LE (Tabla 1) obtenidas para los tres grupos no se
encontraron diferencias significativas [F(2,29)= 3.69544 p<0.0562] [H(2)=3.9712, p<.1373.
no hubo diferencias significativas (NS), ANOVA de Kruskall-Wallis].

Se encontrd que la LE para los grupos Tx12.5 v Tx100. se incrementa notablemente
comparados contra el grupo control (Fig. 9C). Es decir solo 2 machos del grupo de Tx12.5

eyacularon. mientras que en el grupo de Tx100 s6lo un macho evaculd.

Numero de Montas

Al comparar los promedios del NM obtenidos para los tres grupos se encontraron
diferencias significativas [F(2.601)= 14.71202 p<0.0001]. Tabla 1 [H(2)=18.91, p<0.0001,
ANOV A de Kruskall-Wallis]. y la prueba post hoc demostrd que el NM de ambos grupos se
incremento significativamente comparado contra ¢l grupo control (p<0.05; n= 27. segun

prueba de Dunn. Fig. 10A).
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El grupo de Tx12.5 se caracterizd por presentar mayor numero de montas comparado
con el Tx100 (p<0.035, n=21, segun prueba de Dunn, Fig. 10A). Es necesario sefialar que no
todos los individuos de los grupos Tx12.5 y Tx100, presentaron este parametro. Esto quiere
decir que para el grupo de Tx12.5. s6lo 14 de 25 presentan dicho parametro; mientras que,

para Tx100. s6lo 21 de 33 montaron.

Numero de intromisiones

Al comparar los promedios del NI obtenidos para los tres grupos no se encontraron
diferencias significativas [[(2.54)= 1.03084 p<0.367] Tabla 1. Se observo un patron semejante
para el grupo de Tx12.5 donde 12 individuos intromitieron v 16 para el grupo de tamoxifén a

dosis de 100 g (Fig. 10B).
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Fig. 9. A) Latencia de monta (LM), B) Latencia de intromision (LI) y Ci Latencia de
eyaculacién (LE) de ratas macho adultas luego de la administracién diaria de tamoxifén
neonatal, en dos dosis Tx12.5: 12.5ug/kg/Do-Ds n =25 y Tx100: 100pg/kg/Dy-D< n = 33. Grupo
control (CON, n=29). Los valores estan expresados como media + error estandar. ANOVA de
Kruskall-Wallis, seguida de prueba de Dunn. *p<0.05, **p<0.01 comparado con el grupo
control, +p < 0.05 comparado con Tx. El nimero sobre las barras representa el nimero de

machos que presentaron dicho parametro.
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Fig. 10. A) Numero de montas (NM) y B} niimero de intromision (NI) de ratas macho adultas
luego de la administracion diaria de tamoxifén neonatal, en dos dosis Tx12.5: 12.5ug/kg/D(-Ds n
=25 v Tx100: 100pg/kg/Dy-Ds n = 33. Grupo control (CON, n=29). Los valores estan expresados
como media + error estindar. ANOVA de Kruskall-Wallis, seguida de prueba de Dunn. *p<0.05
comparado con el grupo control, +p < 0.05 comparado con Tx. El nimero sobre las barras

representa el nimero de machos que presentaron dicho parametro.

Frecuencia de eyaculacion

En cuanto a la FE para los tres grupcs no se encontraron diferencias significativas entre

ellos [F12.29)=5.97 p<0.0115] Tabla 1. En el caso de los grupos tratados con Tx12.5 y Tx100.

62



s6lo 2 y 1 macho eyacularon, respectivamente, de tal forma que no fue posible realizar las
pruebas estadisticas.

Es muy importante sefialar la notable reduccion del numero de SsE que eyaculan,
ademas de que los sujetos que la presentan se reduce notablemente a uno y a dos, para cada

grupo Tx12 5y Tx100, respectivamente; (Fig. 11).
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Fig. 11. Frecuencia de eyaculacion (FE) de ratas macho adultas luego de la administracion diaria
de tamoxifén neonatal, en dos dosis Tx12.5: 12.5ug/kg/Dy-Ds n =25 y Tx100: 100ug/kg/Do-Dsn =

33. Grupo control (CON, n=29). Los valores estdn expresados como media + error estandar.



Tasa de aciertos

Se encuentra notablemente reducida F(2,62)= 1500120 p<0.0001], Tabla 1
[H(2)=14.1373, p<0.0001, ANOVA de Kruskall-Wallis], en los grupos experimentales
(Tx12.5, n=14 y Tx100, n=21) comparada con el grupo control. Si se comparan ambos
tratamientos se observd que es menor en las ratas tratadas con Tx100 con respecto al grupo de

Tx12.5, aunque no alcanza a ser significativo (Fig 12).
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Fig. 12 Tasa de aciertos de ratas macho adultas luego de la administraciéon diaria de
tamoxifén neonatal luego de la administracién diaria de tamoxifén neonatal, en dos dosis
Tx12.5: 12.5ug/kg/Dy-Ds n =25 y Tx100: 100ug/kg/Dy-Ds n = 33. Grupo control (CON, n=29).
Los valores estan expresados como media £+ error estindar. ANOVA de Kruskall-Wallis,
seguida de prueba de Dunn. *p<0.01 comparado con el grupo control. El numero sobre las

barras representa el nimero de machos que presentaron dicho parametro.
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TABLA 1.

Efecto de la administracion neonatal del tamoxifén sobre los parametros de la conducta

sexual de ratas macho adultas

Tratamiento Latencia de Latencia de Latencia de | Nimero de Namero de Frecuencia
(ng/kg) monta intromision eyaculacion monta intromision de
eyaculacion
Control, n=29 166153 29.30%6.22 320.38+50.61 6.65+1.25 ott 32402
Tx12.5n=25 407.62178.24* | 810.58+36.50** 804 17.3+56* 48+14 2
Tx100 n=33 188.93 £ 50.4* | 248.2 £ 59.12* 531 30 £3.33¢ 725+ 091 1

Los valores estan expresados como media + error estandar. ANOVA de Kruskall-Wallis,

seguida de prueba de Dunn. *p<0.05, **p<0.01 comparado con el grupo control.

CONDUCTAS SOCIALES

Esta primera prueba consistié en aparear a los sujetos experimentales (SsE) de los
grupos (CON, Tx12.5 y Tx100) en presencia de machos estimulo (ME) los cuales mediante
experiencias sexuales previas fueron entrenados para montar vigorosamente a cualquier sujeto,
independientemente de su sexo. En esta primera evaluacion se observaron en los SskE las
siguientes  conductas:  reconocimiento, huida, agresion. enfrentamiento. rechazo,
inmovilizacidn y patron horizomal. De las cuales solo se evaluaron el porcentaje de rechazo y
de inmovilizacion.

Como resultado de esta primera prueba, se observé que cuando se colocaron al macho
experimental (CON, Tx12.5 6 Tx100) con un ME dentro del redondel de acrilico, durante 20

minutos: las primeras reacciones que se observaron fue la investigacion por olfateo por parte

del ML este olfateo fue de aproximadamente 30 seg. seguida de piloereccion y rechazo por




parte del SsE (grupo CON), es necesario mencionar que la piloereccion aparece en el SsE que

va atacar (enfrentamiento) y generalmente no aparece en aquellos animales que no atacan

(Tx12.5 v Tx100).

Acompaiiado con la piloereccion, también algunos SsE ensefian los dientes. esto
principalmente se observo en el grupo control, animales que solo fueron tratados
neonatalmente con aceite de maiz. Ademas de estas situaciones, hubo una persecucion
precipitada del ME hacia el macho CON, mientras éste trataba de escapar (huida). Cuando el
ME llegd a alcanzar al macho CON. trato de montarlo y someterlo. Como se puede ver en la
Tabla 2. el macho CON manifesto una actitud de rechazo (piloereccion) del 90% (p <0.01,
segtin prueba de x> ). seguida por la conducta de agresiéon o de enfrentamiento entre ellos.
Solo el 10% de los machos control permanecieron quietos (p<0.01, segin prueba de x? Tabla

2).

Cuando se presentaron los machos de los grupos experimentales (Tx12.5 y Tx100)

ante los ME, se advirti6é un patrén de reconocimiento por olfateo por parte de ambos machos.

Los SsE del grupo Tx12.5, permanecieron quietos (60%, p<0.01, segun prueba de x?
Tabla 2) v 80% para el grupo Tx100 (p<0.01, segin prueba de x* . Tabla 2). Ambos grupos de
machos experimentales permitieron ser explorados e investigados por los ME, casi todos los
animales tratados neonatalmente con Tx no mostraron reac'ciones de defensa o de ataque. mas
bien mostraron una actitud de sumision. Los animales de los grupos Tx12.5 presentaron un
40% de rechazo (p<0.01, segtn prueba de x* .Tabla 2) v 80% para Tx 100 (p<0.01. segin
prueba de x*.Tabla 2). De tal modo que el ME explora y monta vigorosamente al SsE. Una vez

que fue montado el SsE este responde con un ligero levantamiento de la cola y cabeza (patron
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horizontal, Fig. 3). patron que no debe de ser confundido con el LQ y que sélo se observo en

los animales tratados neonatalmente con Tx; sin la administracion de hormonas.

TABLA 2.
Conductas sociales, respuesta de ratas macho adultas desmasculinizados

TRATAMIENTO INMOVILIZACION RECHAZO
CONTROL 10% 90%
Tx12.5 60%* 40%*
Tx100 80%%* 20%*

Grupos control (CON, n=29), Tamoxifén Tx12.5 (12.5ng/kg/8dias, n=25) y Tx100

(100ng/kg/5dias, n=33), comparado con el grupo control, n=10, *p<0.01. Prueba de o

CONDUCTA SEXUAL HETEROTIPICA

Para esta segunda prueba fue necesario administrar 17f- estradiol y progesterona a los

SsE. con el objeto de que pudieran desplegar el patron de lordosis.

Los resultados de esta segunda evaluacion mostraron que los sujetos del grupo control

no desplegaron lordosis (LQ=0, Tabla 3). Para las ratas tratadas neonatalmente con Tx, el LQ

se incrementd significativamente en un 70% (p<0.01. seglin prueba de x”) en el grupo Tx12.5

y en un 80% en el grupo Tx100 (p<0.01, segin prucba de x?) comparado con el grupo control

(Tabla 3).
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TABLA 3.
Coeficiente de lordosis inducido hormonalmente en ratas macho adultas tratadas

neonatalmente con tamoxifén

TRATAMIENTO COEFICIENTE DE LORDOSIS (LQ)
CONTROL 0
Tx12.5 70+
Tx100 80*

La tabla representa el coeficiente de lordosis (LQ) de los grupos; control, Tx12.5 (12.5ng/kg/Dy-
Dg) v Tx100 (100ug/kg/Dy-Ds), los cuales fueron previamente tratados con 20pg/kg de B-
estradiol/10dias, durante la edad adulta.

LQ= (No. de lordosis/No. de montas (10)) x 100.

Comparado con el grupo control, *p<0.01, Prueba de ., n=10, para cada uno de los grupos.
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Efecto de la administraciéon de oxotremorina, 8-hidroxi-di(2-n-propilamino)tetralina,
yohimbina y apomorfina

La administracion de los farmacos que facilitan la CSM, en los animales tratados
neonatalmente con aceite de maiz (CON). efectivamente estimulan los pardmetros de la
conducta sexual masculina durante la edad adulta (Fig. 13-19, tabla 4).

Debido a que nuestros resultados muestran contundentemente que la conducta sexual
masculina adulta se deteriora completamente con la administracion de Tx. se sugiere que estos
animales se encuentran desmasculinizados. Nosotros evaluamos el efecto de la administracion
de 3 tratamientos (SAL, OXO, SOHDPAT. YH y APO) durante la edad adulta en sujetos que
fueron tratados neonatalmente con dos dosis de Tx (Tx12.5 y Tx100) con ¢l objeto de poder

revertir la deficiencia de la CSM causada por Tx (Tabla 4).

Porcentaje de sujetos sexualmente activos

En el caso de los animales control el %SsM, %Ssl y el %Ssk se mantienen en un
100%. cuando se les administran los farmacos.

El %SsM, %Ssl y %SsE, de los animales tratados neonatalmente con Tx y que durante
la edad adulta recibieron salina, no presentaron modificaciones, ya que debemos recordar que
se trataban de animales desmasculinizados. El tratamiento de OXO, en los grupos de Tx12.5y
Tx100. para el %SsM no se ve modificado y el %Ssl para ambos grupos de Tx tienen un
menor porcentaje de los sujetos que intromiten comparado con los grupos de Tx12.5 v Tx100
que recibieron salina (Fig 13A. 13B, 14). En cuanto al %SsE se observa que para ambos

grupos los sujetos no eyaculan. cuando se les administra OXO, siendo estadisticamente
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significativa para Tx100 (p<0.05, prueba de Fisher) comparada con el grupo Tx100 a los que

unicamente se les administro salina durante la edad adulta (Fig. 14).
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Fig. 13. Efecto de la administracion de oxotremorina (0XO), 8-hidroxi-2(di-n-
propilamino)tetralina (80H), yohimbina (YH), apomorfina (APO) y solucién salina (SAL) en la
edad adulta, sobre el porcentaje de sujetos que A) montan (%SsM), B) intromiten (%Ssl) de ratas
macho tratadas neonatalmente con dos dosis de Tx 12.5 pg/durante 8 dias (Tx12.5, n=10) y de
100 g/5dias (Tx100, n=10). Grupo contrel (CON), n=10. Los valores estan expresados come

mediasterror estandar. Prueba de Fisher, +p<0.02 en comparacién con el grupo de Tx.
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La administracion de SOHDPAT provoca que el %SsM, %Ssl y %SsE, para Tx12.5,
no se vea modificado: para Tx100 el %SsM. %Ssl v %SsEE  aumentan marginalmente no
llegando a ser estadisticamente significativo.

La administracion de YH en el grupo de Tx12.5 produce en el %SsM y  %Ssl. un
incremento significativo (p<0.02, prueba de Fisher) comparado con el grupo de Tx12.5 a los
que unicamente se les administro salina. Para el grupo de Tx100 Ja administracion de YH. no
tuvo efectos sobre este parametro.

Tampoco la administraciéon de APO durante la edad adulta pudo hacer que el %SsA se
incrementdra. en los animales tratados neonatalmente con Tx.

De tal modo que so6lo la YH es capaz de revertir el %SsM y el %Ssl en los animales
del grupo Tx12.5 (p<0.02. prueba de Fisher), parametro que se encontraba inhibido en estos
animales desmasculinizados. Por lo tanto ninguna de las drogas son capaces de revertir al

100% el efecto de ambas dosis de Tx en el porcentaje de sujetos que eyaculan.
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Fig. 14. Efecto de la administracion de oxotremorina (0XQ), 8-hidroxi-2(di-n-
propilamino)tetralina (80H), yohimbina (YH), apomorfina (APO) y solucion salina (SAL)
en la edad adulta, sobre el porcentaje de sujetos que eyaculan (%SsE) de ratas macho
tratadas neonatalmente con dos dosis de Tx 12.5 pg/durante 8 dias (Tx12.5, n=10) y de
100ng/Sdias (Tx100, n=10). Grupo control (CON), n=10. Los valores estan expresados como

. mediasterror estindar. Prueba de Fisher +p<0.05 en comparacion con el grupo de Tx.

Latencia de Monta

Al comparar las latencias de monta con cada uno de los cinco tratamientos, para cada
uno de los grupos (CON, Tx12.5 y Tx100), aplicamos una ANOVA de medidas repetidas,
seguida de la prueba de Dunnett, encontrando lo siguiente.

Para el grupo control tenemos que cuando se compararon las latencias de monta se
encontraron diferencias significativas [F(4,50)= 9 69684, p<0.0001] Tabla 4 y la prueba post

hoc demostro que la LM con los tratamientos de OXO se redujo significativamente comparado



contra el grupo control (p<0.01, segiin prueba de Dunnett, Fig. 14). Para el tratamiento con
8OHDPAT también se redujo significativamente (p<0 01, segun prueba de Dunnett, Fig. 15)

Cuando se compararon las LM del grupo de Tx12.5 tenemos que no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos [F(4,33)= 149993, p<0.2228, NS], Tabla 4.
Fig. 15)

Para el grupo de Tx100, al comparar las LM si se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos [F(4,46)= 8.37862, p<0.0001], Tabla 4 v la prueba post hoc demostro
que la LM con los tratamientos de OX0O, SOHDPAT,YH y APO se reducen significativamente
comparado contra el grupo Tx100 al cual se le administro SAL (p<0.01, segun prueba de

Dunnett, Fig. 15).
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Fig. 15. Efecto de la administracion de oxotremorina (OXO), 8-hidroxi-di(2-n-propilamino)tetralina
(80H), vohimbina (YH), apomorfina y solucion salina (SAL) sobre la Latencia de monta (LM) de
ratas macho adultas tratadas neonatalmente con tamoxifén en dosis de 12.5 pg/durante 8 dias
(Tx12.5. n=10) y de 100pg/5dias (Tx100, n=10). Grupo control (CON, n=10). Los valores estan
expresados como medias + error estandar. Prueba de Dunnett, * p<0.01 en comparacion con el
grupo control salina, " p<0.01 en comparacion con Tx100 tratado con salina. El namero sobre la

barra representa el numero de sujetos que presentaron dicho parametro.
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Latencia de intromision

Cuando se compararon las latencias de intromisién con cada uno de los cinco
tratamientos. para cada uno de los grupos (CON. Tx12.5 v Tx100), se encontro lo siguiente:

Para el grupo control tenemos que cuando se compararon las latencias de mtromision
no se encontraron diferencias significativas [F(4.50)= 2.68717, p<0.0422, NSJ, Tabla 4. Fig.
16.

Cuando se compararon las LI del grupo de Tx12.5 tenemos que no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos [F(4,32)= 3.25214, p<0.026, NS], Tabla 4)
Fig. 16.

Para el grupo de Tx100. al comparar las LI si se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos [F(4.41)= 20.86. p<0.0001], Tabla 4 v la prueba post hoc demostré que
la‘LI con el tratamiento de OXO. se¢ incrementa significativamente comparado con el grupo de

Tx100 al cual se le administro SAL (p<0.01, segn prueba de Dunnett) Fig. 16.
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Fig. 16. Efecto de la administracion de oxotremorina (0OXO), 8-hidroxi-di(2-n-
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propilamino)tetralina (80H), yohimbina (YH), apomorfina y solucién salina (SAL) sobre la
Latencia de intromision (LI) de ratas macho adultas tratadas neonatalmente con tamoxifén en
dosis de 12.5 pg/durante 8 dias (Tx12.5, n=10) y de 100png/Sdias (Tx100, n=10). Grupo control
(CON, n=10). Los valores estan expresados como medias + error estindar. Prueba de
Dunnett, * p<0.01 en comparacién con el grupo Tx100 tratado con salina. El nimero sobre la

barra representa el numero de sujetos que presentaron dicho parametro.

Latencia de eyaculacion

Cuando se compararon las latencias de eyaculacién con cada uno de los cinco
tratamientos, para cada uno de los grupos (CON, Tx12.5 y Tx100), se encontro lo siguiente:

Para el grupo control tenemos que cuando se compararon las latencias de eyaculacion
si se encontraron diferencias significativas [F(4,50)= 12.2926, p<0.0001], Tabla 4 y la prueba
post hoc demostré que la LE con el tratamiento de OXO, se disminuye significativamente

(p<0.05, segtn prueba de Dunnett) comparado con el grupo CON al cual se le administrd



SAL; con los tratamientos SOHDPAT, YH y APO la LE se reduce significativamente (p<0.01,

segun prueba de Dunnett) Fig. 17.

Cuando se compararon las LE del grupo de Tx12.5 no se encontraron diferencias

significativas entre los tratamientos [F(4,4)= 20.65262, p<0.0078, NS], Tabla 4. Para este

parametro en el tratamiento de SAL y APQ solo un Ss eyaculo, mientras que para

tratamiento con YH dos Ss eyacularon (Fig. 17).

el

Para el grupo de Tx100, al comparar las LE no se encontraron diferencias

significativas entre los tratamientos [F(4,18)=4.87759, p<0.0146}, Tabla 4, Fig. 17.
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Fig. 17. Efecto de la administracion de oxotremorina (0XO0), 8-hidroxi-di(2-n-
propilamino)tetralina (8§OH), yohimbina (YH), apomorfina y solucion salina (SAL) sobre la
Latencia de eyaculacién (LE) de ratas macho adultas tratadas neonatalmente con tamoxifén en
dosis de 12.5 pg/durante 8 dias (Tx12.5, n=10) y de 100ng/Sdias (Tx100, n=10). Grupo control
(CON, n=10). Los valores estan expresados como medias % error estandar. Prueba de Dunnett,

* p<0.05 ® p<0.01 en comparacién con el grupo CON tratado con salina. EI nimero sobre la

barra representa el nimero de sujetos que presentaron dicho parametro.
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Niamero de montas

Cuando se compararon el NM con cada uno de los cinco tratamientos (SAL. OXO.
8OHDPAT, YH y APO) para cada uno de los grupos (CON. Tx12.5 y Tx100), se encontro lo
siguiente:

Para el grupo control tenemos que cuando se compararon el NM si se encontraron
diferencias significativas [F(4.50)= 4.60063. p<0.0023]. Tabla 4 y la prueba post hoc
demostro que ¢l NM disminuyeron significativamente con los tratamientos: OX0O, SOHDPAT
v APO (p<0.05, segun prueba de Dunnett) v YH (p<0.01, segun prueba de Dunnett)
comparados con el grupo CON tratado con SAL (Iig. 18).

Cuando se compararon el NM del grupo de Tx12.5 tenemos que si se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos [F(4.33)= 77.73816, p<0.0001], Tabla 4. El
tratamiento de YH redujo el NM (p<0.01, segun prueba de Dunnett), y SOHDPAT incrementd
significativamente este parametro (p<0.01. segun prueba de Dunnett) comparados con el
grupo de Tx12.5 al que se les adminisvtr(') durante la edad adulta agua destilada y salina
(vehiculos donde se disolvieron los farmacos, respectivamente), Fig. 18.

En el caso del grupo de Tx100. al comparar el NM si se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos [F(4.41)= 50.72723. p<0.0001], Tabla 4. Los tratamientos:
0XO0. 8OHDPAT. YH y APO redujeron significativamente el NM (p<0.01. segun prueba de
Dunnett) comparados con el grupo de Tx100 al que se les administrd durante la edad adulta

salina. Fig. 18.
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Fig. 18. FEfecto de la administracion de oxotremorina (0XQ0), 8-hidroxi-di(2-n-

=1

propilamino)tetralina (80OH), yohimbina (YH), apomorfina y solucion salina (SAL) sobre el
namero de montas (NM) de ratas macho adultas tratadas neonatalmente con tamoxifén en dosis
de 12.5 pg/durante 8 dias (Tx12.5, n=10) y de 100ng/5dias (Tx100, n=10). Grupo control (CON,
n=10). Los valores estan expresados como medias £ error estandar.

Prueba de Dunnett, * p<0. 05, ® p<0. 01 en comparacion con el grupo CON tratado con salina;

‘ p<0. 01 en comparacion con el grupo Tx12.5 tratado con salina; ¢ p<0. 01 en comparacién con
el grupo Tx100 tratado con salina. El nimero sobre la barra representa el namero de sujetos

que presentaron dicho parametro.
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Nuamero de intromisiones

Cuando se compararon el NI con cada uno de los cinco tratamientos (SAL. OXO,
8OHDPAT, YH y APO) para cada uno de los grupos (CON, Tx12.5 y Tx100), se encontré lo
siguiente:

Para el grupo control tenemos que cuando se compard el NI si se encontraron
diferencias significativas [F(4,50)= 11.08984, p<0.0001]. Tabla 4 y la prueba post hoc
demostré que el NI disminuyeron significativamente con los tratamientos: OXO, SOHDPAT,
YH v APO (p<0.01, segiin prueba de Dunnett) comparados con el grupo CON al cual se le
administro SAL (Fig. 19).

Cuando se compararon el NI del grupo de Tx12.5 tenemos que si se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos [F(4,32)= 117.70218, p<0.0001}, Tabla 4. El
tratamiento de OXO, YH y APO redujeron significativamente el NI (p<0.01, segtin prueba de
Dunnett) comparados con el grupo de Tx12.5 tratados con salina, Fig. 19.

| En el caso del grupo de Tx100. al comparar el NI si se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos [F(4.41)= 18.56872, p<0.0001], Tabla 4. La
administracion de APO incrementd significativamente el NI (p<0.05, segun prueba de
Dunnett) comparados con el grupo de Tx100 al que se les administrd durante la edad adulta

salina (vehiculo donde se disolvio el farmaco), Fig. 19.
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Fig. 19. Efecto de la administracion de oxotremorina (0OXO0), 8-hidroxi-di(2-n-
propilamino)tetralina (80H), yohimbina (YH), apomorfina y solucion salina (SAL) sobre el
nimero de montas (NM) de ratas macho adultas tratadas neonatalmente con tamoxifén en
dosis de 12.5 pg/durante 8 dias (Tx12.5, n=10) y de 100ug/5dias (Tx100, n=10). Grupe control
(CON, n=10). Los valores estin expresados como medias *+ error estandar. Prueba de
Dunnett, * p<0.01 en comparacion con el grupo CON tratado con salina; " p<0.01 en
comparacién con el grupo Tx12.5 tratado con salina; © p<0.01 en comparacién con el grupo
Tx100 tratado con salina. El nimero sobre la barra representa el numero de sujetos que

presentaron dicho parametro.

Frecuencia de Eyaculacion
Cuando se compard la FE de cada uno de los cinco tratamientos (SAL, OXO,
SOHDPAT, YH y APQ) para cada uno de los grupos (CON, Tx12.5 y Tx100), se encontraron

los siguientes resultados:
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Para el grupo control tenemos que cuando se compard la FE si se encontraron
diferencias significativas [F(4,50)= 7.63814, p<0.0001], Tabla 4) y la prueba post hoc
demostro que la FE se increment6 significativamente con los tratamientos: SOHDPAT y APO
(p<0.01, segun prueba de Dunnett) comparados con el grupo CON al cual se le administro
SAL (Fig. 20).

Cuando se compararon la FE del grupo de Tx12.5 tenemos que no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos [F(4,4)= 14.4, p<0.003], Tabla 4, Fig. 20.

En el caso del grupo de Tx100, al comparar la FE no se encontraron diferencias

significativas entre los tratamientos [F(4,18)= 5.57271, p<0.0013], Tabla 4, Fig. 20.
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Fig. 20. Efecto de la administracion de oxotremorina (0XO), 8-hidroxi-di(2-n-
propilamino)tetralina (80H), yohimbina (YH), apomorfina y solucién salina (SAL) sobre
frecuencia de eyaculacion (FE) de ratas macho adultas tratadas neonatalmente con tamoxifén
en dosis de 12.5 pg/durante 8 dias (Tx12.5, n=10) y de 100ug/5dias (Tx100, n=10). Grupo
control (CON, n=10). Los valores estin expresados como medias * error estandar. Prueba de

B

Dunnett, * p<0.01 en comparaciéon con el grupo CON tratado con salina. El nimero sobre la

barra representa el nimero de sujetos que presentaron dicho parametro.
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Tabla 4.

Efecto de fArmacos monoaminérgicos y colinérgicos sobre la regulacion de la conducta

sexual masculina de ratas tratadas neonatalmente con tamoxifén

Latencia de monta

Tratamiento ~ Salina OXO 8-OH-DPAT YH APO
CON 16 ¢+ 53.38 324 £65% | 313 £ 4.6%* 18.7+3.5 18.4 +£2
Tx8 4205 =617 |350.8 £ 178.61 240.6 - 8§89 3917+ 11915 457 £ 141
Tx5 238 £ 631 3400 T S3.b ox S8+ 14 7%* 72 £ 18.7**

Latencia de intromision

Tratamiento Salina 0X0O 8-OH-DPAT YH APO
CON 2418 + 6.14 39.37 £ 10.45 344 = 3.7 21.7+45 25+ 4.50
Tx8 674.5 + 143.66 | 282.66 + 190.81 327.5= 100 473 £ 113 34225+ 173.19
Tx5 232,86 £ 7834 902+ 364.42* 26376 ="76.89 {172+ 57.58 119.6 35308

Latencia de evaculacion

Tratamiento Salina 0OXxX0O 8-OH-DPAT YH APO
CON 25590 +#25 [ 178 + 35.86% | 117.74 + 26.20%** 175.4 + 33.33 172.44 = 22 18**
I'\8 904 NE NI 302.5£ 2395 375
xS 615 = 16528 NE 288 16+ 92.76 358.5 £ 127.49 139+ 379

Numero de montas

Tratamiento Salina 0OX0O 8-OH-DPAT YH APO
CON 578 =078 | 3.55+=0.58* 5.56 : 0.60% 3272041 393 £0.757
Tx8 19.9 %5 228061 S35+ 10157 [10.7 2.20%%* 162+6.3
x5 28474247 | 9.0 = 3.20%* 4.33+0.9*% 042+ [.86** 1542 £ 3.56*

Nimero de intromisiones

Tratamiento Salina 0X0O 8-OH-DPAT YH APO
CON 8§3+0.64 A 55 0.39%* S5 =0.53%* 423 =0.37**
Tx8 83324 5.6 1.5*%* 8§64 222 S22 = ] 19% 6+ 1.59%*
xS 7.2+ 1.3 4.2+ 1.39 4.8 - 0.64 634+ 0.77 128 £ 5.37*

Frecuencia de evaculacion

Tratamiento Salina 0X0O 8-OH-DPAT YH APO
CON 25+023 3201 3.6 2 024% 2=0.19 3.77 £ 0.32%%
~8 | NE NE 2+ 2
'3 1035 Nt 1.6 2047 0.37 1.5 001




10. DISCUSION

El periodo perinatal es determinante para que se lleven a cabo los efectos
organizacionales de las hormonas. que participan en el proceso de diferenciacion sexual;
durante este. los esteroides gonadales actian no solamente en la diferenciacion de senales
funcionales y morfologicas del cerebro. sino también interaccionan con los sistemas de
neurotransmision, los cuales a su vez son parte importante de muchos eventos fisiologicos.

Durante este periodo critico del desarrollo, el cerebro se encuentra expuesto a los
estrogenos. y ¢ste puede sufrir modificaciones morfoldgicas o fisiologicas: marcadores de la
diterenciacion sexual (Levy y cols. 1995).

De tal forma que, para que la CSM de la rata macho se exprese en la edad adulta es
necesario que durante la etapa perinatal las estructuras cerebrales que participan en su
regulacion se hayan organizado. esto quiere decir que los esteroides tienen dos formas de
actuar: “organizando” durante el periodo temprano del desarrollo las vias nerviosas
responsables de las conductas reproductoras. estos efectos van a ser permanentes ¢
irreversibles: y Tactivando™ estas vias nerviosas va organizadas cuando el organismo es adulto
para que las conductas que dichas vias controlan puedan ser inducidas (Phoenix y cols. 1939).

En nuestro estudio nosotros administramos un potente antiestrogeno que inhibe la
union de estradiol a los receptores de estrogeno. el Tamoxifén. Aunque se conocen otros
compuestos con actividad antiestrogénica, el Tx es uno de los pocos comercialmente
disponible que atraviesan la barrera hematoencefalica (Kritzer y Pugach. 2001), llevando a

cabo sus efectos sobre los mecanismos celulares que participan en las respuestas biologicas

(Lonard v Smith. 2002).



La administracion de Tx produce una deficiencia de la CSM. al bloquear la
estimulacion de la T (Bonsall y cols. 1991). Nuestros resultados son contundentes al mostrar
que estas ratas macho adultas tratadas nconatalmente con Tx. estan desmasculinizadas y
feminizadas. Se sabe que este anticstrogeno impide que ¢l estradiol se una a sus receptores. de
tal forma que este proceso impide que se lleve a cabo la aromatizacion. el cual es fundamental
para que se masculinizen las estructuras del SNC que regulan las conductas sexualmente
dimorficas (Harlan y cols. 1979). Estos resultados apovan ¢l concepto de que el estradiol es
fundamental para que se exprese la conducta sexual masculina. Asi lo corroboran estudios en
los cuales han evaluado el efecto de esteroides en la amigdala media y APM. encontrando que
se incrementa la actividad sexual de roedores (Wood y Williams. 2001).

Los resultados de este estudio apovan previos trabajos en los que se muestra que la
administracion neonatal de Tx a ratas macho. modifica permanentemente el despliegue de la
CSM durante la edad adulta (Ddéhler, 1991: Csaba. 1986. 2001). Aunque las dosis utilizadas de
X se administraron en dos esquemas diferentes (12.5ug 8dias v 100ug/5dias). va que se ha
mostrade que estas dosis son capaces de inhibir la conducta masculina de la rata (Cales y cols.
1992: Gill-Sharma y cols. 2001, Vancutsem y Roessler. 1997). no se encontraron diferencias

entre ellos.

En nuestros resultados obtuvimos que el %SsM. %Ssl v el %SsE de ratas macho

adultas tratadas neonatalmente con Tx12.5 v Tx100. se reduce significativamente en ambos
o ’ 2 ~

grupos (p<0.01. segun prueba de x7) cuando se comparan con ¢l grupo control. Y el efecto que

se observa entre ambos grupos de Tx es muy similar.
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Los otros parametros copulatorios evaluados para los grupos de Tx12.5 v Tx100.
evidenciaron que la LM se incrementa significativamente (p<0.05. segun prueba de Dunn)
cuando se comparan con el grupo control: v no se observan diferencias entre los grupos
trtatados con Tx. Para el caso de la LI tenemos que con Tx12.5 se incrementa (p<0.01. segtn
prueba de Dunn) v para Tx100 (p<0.05. segun prucba de Dunn) en comparacion del grupo
control. En este caso parece ser que la dosis mas efectiva. para lograr que ef macho tarde mas
tempo en montar. ¢s con TxI12.5. lkn ¢l caso de la LE, también las ratas tratadas
neonatalmente con Tx12.5, tienen una latencia mayor comparada con el Tx100 y para los dos

grupos la LE es mucho mayor cuando sc comparan con ¢l grupo control (Fig. 9C).

Estos datos evidencian que nuestros machos tratados con Tx (12.5 y 100pg/kg) estan
desmasculinizados v tardan muchisimo tiempo en montar (Fig. 9A). intromitir (9B) v en

evacular (si es que evaculan, 9C).

En lo que se refiere al NM. este parametro también se incrementa significativamente
(p<0.01 segtn prueba de Dunn) en ambos grupos de Tx cuando se compara con el grupo
control: en este caso se observan diferencias entre los grupos tratados con Tx. va que aqui la
dosis que hace que ¢l NM sea mayor es la de Tx100 (p<0.05 segtin prueba de Dunn) cuando la
comparamos con el grupo de Tx100. En el NI no se encontraron diferencias para los animales
tratados con Tx cuando se compararon con el grupo CON. Estos animales se encuentran
desmasculinizados v se manifiesta no solo en los parametros anteriormente analizados sino en

la FE la cual se encuentra notablemente reducida. incluso la mayoria de los SsE no eyaculan.

La dosis de Tx12.5 fue administrada del Dy al Dy y la de Tx100 D, al Ds. Para

explicar por que posiblemente una dosis sea mas efectiva que otra debemos de tomar en

[o2]
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cuenta la dosis y el tiempo (o periodo en la que se¢ administré el Tx), es decir el periodo critico
de diferenciacion en la que se administra el antiestrogeno. etapa en la cual ¢l cerebro puede ser

mas vulnerable a ser modificado por la accion del Tx (Rhees v cols. 1990: Davis v cols. 1995).
Sin embargo en este estudio no hubo diferencias de efecto entre los grupos.

Asimismo se sugicere que el NDS-APM puede ser utilizado como modelo para estudiar
los mecanismos de la accion hormonal durante la diferenciacion sexual (Dahler v cols. 1984b:
Hsu v cols. 1998). presenta un periodo prenatal sensible a hormonas que comicenza el dia 18 de
gestacion (Erg) v finaliza postnatalmente en el Ds (Rhees v cols. 1990); posteriormente Davis
y cols. han sugerido que este periodo puede extenderse hasta el Dy postnatal (Davis y cols.
1993). Por lo tanto ¢l periodo en ¢l cual se administra el antiestrogeno Tx. es determinante

para que durante la edad adulta. csta conducta sea cxpresada deficientemente.

incrementandose las LM, LI LE, NM v NI v disminuyéndose la L.

Ademas esta manipulacion hormonal durante la etapa neonatal, es critica para que las
estructuras v vias nerviosas sc organicen v ¢l efecto es permanente e irreversible (Davis v cols.
1993,

Nuestros resultados sugieren que ¢l T'x tiene propiedades antiestrogénicas. efectos que
se observan en inhibicion de la conducta sexual masculina de estas ratas.

Otros estudios muestran que la administracidén de Tx induce cambios morfologicos en
estructuras del cerebro. que regulan la CSM: asi se sefialan de manera importante. el area
preoptica media. NDS-APM (Dohler. 1991). amigdala media. area predptica anterior (Wood vy
Williams. 2000). area hipotalamica anterior (Hsu v cols. 1998). Ademas se ha observado una

reduccion en ¢l volumen v en el nimero de neuronas del NDS-APM en ratas macho. a las
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cuales se les administra Tx del Dy.s (Iguchi y Ohta. 1995). Estos resultados apoyan los estudios
pioneros de Phoenix referentes al efecto organizacional (o permanentes) de las hormonas
esteroides durante periodos tempranos del desarrollo. Jos cuales posteriormente son activados
(o transitorios) durante la edad adulta (Phoenix. 1939).

Otras nvestigactones han mostrado una pérdida neuronal en ¢l NDS-APM v en el
APM de ratas macho recién nacidas. modificadas por la administracion de 100 tg de Tx
(Vancutsem v Roessler. 1997). En la rata, la reduccion de este nucleo se ha asociado con una
inhibicion de la conducta sexual masculina (Dohler, v cols. 1991): v se sabe que durante el
desarrollo. los estrogenos son necesarios para masculinizar el NDS-POA, amigdala media,
area preoptica anterior (Wood y Williams. 2001). También se ha propuesto que la disminucion
del volumen del NDS-APM. podria ser interpretado como un efecto desmasculinizante del Tx,
el cual tiene alteraciones sobre la conducta sexual del adulto (Vancutsem v Roessler. 1997).

De tal forma. que este efecto neonatal puede ser responsable de la pérdida dramatica de
actividad sexual en este estudio. observandose en un incremento de las .M, LI, LE (Fig. 9A,
9B v 90). NM. NI (Fig. T0A. 10B). v una disminucion de la FE (Fig. 11). ademas de que el
porcentaje de sujetos que %SsM. %oSsl v %SsE de ratas macho se encuentra dramaticamente
reducido (Fig. 7A-7B vy 8).

La importancia que tiene ¢l NDS-APM en el control de la CSM se deriva de varias
lineas de investigacion. las cuales incluyen estudios de lesion (Gorski y cols. 1978, Arendash
v Gorski 19830 De Jonge v cols. 1989). estimulacion cléctrica. implante de hormonas,
neurotransmisores o bien tejido fetal o ¢l uso de otras técnicas (McCarthy y cols. 1993). estrés
prenatal (Rhees v cols. 1999). analizando ¢l efecto de estas manipulaciones sobre el NDS-

APM. de ratas macho v su relacion entre ¢l desarrollo morfologico de éste nucleo v la
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conducta copulatoria de estos sujetos. De este modo es posible que aunque el NDS-APM no
es el unico sitio del cerebro donde puedan actiar los farmacos administrados en este trabajo. la
integridad funcional es una condicion necesaria para la expresion de la conducta sexual
masculina que pucde estar determinada por la estimulacion hormonal o farmacologica.

Asi ratas macho expuestas a un agente anticstrogénico (Tx12.5 v 100pg/kg) durante la
etapa neonatal. mostraron una deficiencia de la CSM (Tabla 1 y 4). I:stos resultados indican
que la influencia de los estrogenos prenatales ¢s importante para la expresion de la CSM
cuando ¢l animal es adulto (Vega Matuszezyk vy Larsson. 1993). Varios estudios sugieren que
la aromatizacion de testosterona a estradiol es clave en estos procesos de diferenciacion
cerebral v conductual. Asi machos tratados nconatalmente con Tx12.5 y Tx100 mostraron
disminucion y deterioro de la CSM cuando son adultos (Fig. 7-11. Tabla 1). Mientras que los
machos tratados con el vehiculo (aceite de cartamo) presentaron una ecficiente conducta
copulatoria (Fig. 7-11, Tabla 1). Pese a ¢so. los Ssb (Ix12.53 v Tx100) montan ¢ intromiten, a
la hembra receptiva. pero no eyaculan (Iig. 11). por lo consiguiente ratas macho tratadas
nconatalmente con Tx. mostraron un deterioro de la CSM. ¢l cual se manifiesta por un
incremento en ¢l NM, NI LM. LI y LE (Fig. 7-11) pero sin llegar a evacular (Fig. 5C). por lo
tanto estas ratas se encuentran desmasculinizadas.

También estos SsE tratados con Tx han sido teminizados. nuestros resultados asi lo
corroboran. Estos SsE fueron sometidos a dos evaluaciones. las cuales consisticron en
colocarlos ante machos estimulo (entrenados previamente para montar vigorosamente): la
primera prueba nos da evidencia de que los SsE tratados neonatalmente con Tx presentan una
actitud de sumision. no presentan indicios de defensa o atagque hacia el MI:. EI ME por su

parte Inicia un reconocimiento genital por olfateo dirigido al Ssk. Los machos del grupo
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Tx12.5 y Tx100 permiten que el macho se les acerque, quedando quietos (Tabla 2) y mas aun
permiten ser montados por ¢l ME (Tabla 3): situacion que a diferencia de los controles.
respondieron con rechazo (Tabla 2. Fig. 3). encorvando su cuerpo. con piloereccion vy
respondiendo de forma agresiva. enfrentandoseles v de ninguna manera permiticron ser
montados (Tabla 3).

Se ha mostrado que la serotonina participa en ¢l control de la agresion en muchas
especies de animales (Kravitz, 2000) y que pueden ser moduladas por efectos organizacionales
y activacionales de los esteroides (Phoenix y cols 1959). Lo mas probable es que estos
animales tratados con Tx tengan una inhibicion de T y esta no sélo de como respuesta una
deficiencia de la CSM, sino también en otras conductas en la cual tiene una participacion
importante esta hormona (Goy y Mcliwen. 1980).

En una segunda prueba a los SsE se les administrd estradiol y progesterona, se
pusieron en presencia de los ML para que estos montaran a los SsE. nuestros resultados
indicaron que la conducta femenina esta ausente en los machos control y no desplegaron
lordosis (Tabla 3): por el contrario los machos tratados neonatalmente con Tx (12.5 y 100)
desplegaron la respuesta femenina de lordosis cuando el macho estimulo los monta (Tabla 3),
por consiguiente estos machos se encuentran feminizados.

Basados en estos resultados v en otros, se sugiere que la conducta sexual en las ratas
macho se organiza neonatalmente por el estradiol v se activa cuando adultos por la T o sus
metabolitos (Bakker. 1993). Si existe una disminucién de la hormona que participa en la
regulacion de la CSM, la conducta sexual normal se altera permanentemente.

Es claro que la expresion normal de la CSM durante la edad adulta requicre de la

integracion de varios circuitos neuronaics. Se sabe que los sistemas de neurotransmision

89



participan en la estimulacién de la CSM, y que requicre de los efectos organizacionales de las
hormonas esteroides durante la etapa temprana para que ejerzan sus efectos durante la edad
adulta.

Se ha mostrado que las ratas hembra desplicgan el patrén de monta y de intromision.
patrones similares en los machos (Beach, 1975). Bajo condiciones experimentales es posible
que las ratas hembra desplieguen el patrén de eyaculacion, esto se ha cvaluado con
androgenizacion neonatal (Baum, 1979), con el tratamiento de paraclorofenilalanina, o bien
con la administracion de testosterona o estrogenos (Barfield v Krieger, 1977).

Asi, de este modo ¢l isomortismo de los patrones motores que participan en la CSM en
ambos sexos, podria sugerir un origen comun del circuito nervioso que regula los patrones de
monta. intromision y eyaculacion tanto en machos como en hembras (Morali y cols. 1985). El
isomorfismo sexual de los patrones motores de la conducta copulatoria en la rata sefialan que
la organizaciéon del substrato nervioso para esta conducta esta controlada genéticamente
(Arrieta v cols. 2000: Baum y cols. 1992). Esta idea apoya los resultados encontrados en este
estudio. en los que la administracion neonatal de un antiestrogeno a ratas macho provoca la
desmasculinizacion y feminizacién de la conducta sexual de estas ratas. El hecho de que las
ratas macho desmasculinizadas con Tx no desplieguen el patron de eyaculacion. podria ser
interpretado por la participacion que tienen los androgenos perinatales en la organizacion de la
red nerviosa que involucra este patron motor. En este contexto, la administracion de Tx
podria inhibir las conecciones sinapticas de la red nerviosa eyaculatoria. De este modo. el
tratamiento neonatal con Tx probablemente tenga un efecto sobre el desarrollo de la respuesta
de evaculacion por una alteraciéon de la respuesta de este sistema tal como el patron de monta

v de intromision que ocurre con suficiente frecuencia (Fig. 10) v que sobrepasa el umbral de
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evaculacion (Fig. 11), probablemente debido a una deficiencia en el mecanismo que controla
el patron de eyaculacion perse (Barfield y Krieger, 1977).

De estos resultados surgieron algunas preguntas. una de ellas que nos propusimos
contestar fue: ;dependiendo del grado de deterioro que haya causado el Tx administrado
neonatalmente en los machos, sobre los distintos sistemas de neurotransmision que participan
en la regulacion de la conducta sexual masculina. la oxotremorina, el SOHDPAT, yohimbina

v apomortfina seran capaces de estimular la CSM en animales adultos desmaculinizados?.

Se sabe que los esteroides gonadales diferencian los sistemas de neurotransmision,
pero es muy probable que actuén como neuromoduladores de la neurotransmision en estos
periodos tempranos del desarrollo. y que la transmision quimica sea el proceso a través del
cual las hormonas gonadales realizan sus efectos morfologicos facilitando o inhibiendo
contactos sinapticos estables al modular la transmision. Asi, existen evidencias que sugieren
que los neurotransmisores podrian participar en el desarrollo de las diferencias sexuales del
SNC. va que la administracion prenatal de drogas que afectan sistemas adrenérgicos,
colinérgicos  (Meverson 'y cols. 1979: McEwen v Parsons. 1982), serotoninérgicos,
dopaminérgicos (Déhler. 1991) y gabaérgicos (Segovia v cols. 1991; Rodriguez- Zafra y cols.
1993: Del Cerro v cols. 1995) son capaces de modificar el desarrollo de las diferencias

sexuales en el cerebro y de las conductas reproductoras.

De tal manera. que ha aparecido en la literatura una preocupacion por ¢l conocimiento
de la farmacologia de la conducta sexual. util para ¢l tratamiento de wrastornos de la
sexualidad. mas recientemente algunos grupos de investizacion han estudiado la posibilidad de
que los sistemas de neurotransmision pudieran diferenciarse sexualmente por la accidn

organizadora de las hormonas gonadales.
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Aunque en este estudio s6lo una dosis de cada farmaco fue evaluada. se ha reportado
que la dosis utilizada para yohimbina (Clark y cols. 1985: Smith y cols. 1987). oxotremorina
(Retana-Marquez y cols. 1993), 8OHDPAT (Haensel v cols. 1991) y apomorfina (Melis y
cols. 1994) inducen una clara y significativa estimulacion de los parametros de la conducta
copulatoria cuando se lleva a cabo las pruebas de actividad sexual en animales intactos (Bitran
y Hull. 1987). Asi lo corroboran nuestros resultados. en los que al administrar estos farmacos a
ratas macho CON, tienen un efecto estimulador sobre la regulacion de la conducta sexual

masculina (Tabla 4).

Hasta el momento, se sabe que la OXO es un agonista de los receptores colinérgicos
muscarinicos M; postsinapticos que al imitar la accion de la acetilcolina (Feldman y cols.
1997). estimula las vias colinérgicas que intervienen en la integracion de la conducta sexual
masculina. Ademas de que los receptores muscarinicos situados en el APM la cual participa en
la motivacion y ejecucion de la CSM son estimulados por el agonista muscarinico OXO,
facilitando la expresion de la CSM en la rata (Hull v cols. 1988a). El tratamiento sistémico de
OXO a machos intactos estimula el umbral eyaculatorio. disminuyendo el NI que preceden a

la evaculacion, asi como la LE (Retana- Marquez y cols.1993).

Nuestros resultados muestran que la administracion de OXO a ratas macho adultas
(CON) wratadas neonatalmente con aceite de maiz corroboran que este farmaco tiene un efecto
facilitador sobre la expresion de la CSM; al disminuir significativamente la LE (p<0.05, segtn
prueba de Dunnett; Fig. 17) NM (p<0.05. segin prueba de Dunnett; Fig. 18) y NI (p<0.01.
segun prueba de Dunnett’s; Fig. 19). La OXO no es capaz de estimular la CSM de ratas

<

desmasculinizadas que fueron tratadas nconatalimente con Tx (Fig. 17).



ll 8-OHDPAT es un agonista de los receptores presinapticos 5-HTja. que al
estimularlos inhibe la liberacion de serotonina a nivel de la sinapsis (Feldman y cols. 1997), lo
que tiene un efecto estimulador sobre la CSM. causando una disminucion del NI que preceden

a la evaculacion y la LE esta disminuida en la rata macho (Haensel y cols. 1993).

I:n este estudio la administracion de 8-OHDPAT. a ratas macho adultas (CON) produjo
una disminucion de la LM (p<0.01. segun prueba de Dunnett’) (Fig. 15), LE (p<0.05. segun
prueba de Dunnett’, Fig. 17). NM y NI (p<0.01. segiin prueba de Dunnett’, Fig. 18. 19)
ademas de incrementar (p<0.01. segin prucba de Dunnett’) la FE (Fig. 20); por consiguiente

este agonista serotoninérgico facilité la CSM.

Este efecto facilitador de la SOHDPAT sobre la CSM, no se observa cuando este
farmaco se administra a los SsE tratados con el antiestrogeno, por lo tanto la SOHDPAT, no

revierte la desmasculinizacion de estas ratas macho adultas.

La YH es un antagonista de los receptores presinapticos o, adrenérgicos que al ser
bloqueados facilita fa liberacidon de noradrenalina (Feldman v cols. 1997) permitiendo la accion

que tienen la vias noradrenérgicas en la regulacion de la conducta sexual masculina.

Los efectos de 2mg/kg de YH sobre la conducta copulatoria de ratas macho,
evidencian una disminucion del NI y de la LE ademas de incrementar la eficiencia copulatoria
(Koskinen y cols. 1991). Asi lo corroboran nuestros resultados, la administracion de YH a
ratas macho adultas (CON). reduce el NI (p<0.01. segun prueba de Dunnett, Fig. 19) y
disminuye la LE (p<0.01, segtin prueba de Dunnett: Fig. 17). Pero no es capaz de provocar un
efecto estimulador sobre la LM. LI. LE. NM. NI y FE de ratas macho desmasculinizadas que

tueron tratadas durante la etapa neonatal con Tx. Sin embargo es el unico farmaco capaz de

el
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incrementar al 100% el porcentaje de sujetos que montan ¢ intromiten (p<0.02, prueba de
Fisher) cuando se comparan con el grupo control.

La APO es un agonista dopaminérgico de los receptores D~ presinapticos que al actuar
sobre ecllos facilita la liberacion de dopamina (Feldman y cols. 1997). La administracion de
APO revierte los efectos inhibitorios sobre la conducta. producidos por la castracion
(Milmnas, 1973). Microinyecciones en el APM facilitan varios parametros de la CSM,
mientras que la administracion de un antagonista dopaminérgico (cis-flupentixol) la inhibe
(Warner y cols. 1991). En nuestros resultados encontramos que la administracion de APO a
ratas macho adultas (CON) reduce ¢l NM (p<0.05, segan prucba de Dunnett, Fig. 18). el NIy
la LE (p<0.01. segtin prueba de Dunnett, Fig. 19, 20) facilitando el patron copulatorio de estas
ratas. Se ha sugerido que receptores dopaminérgicos en el APM regulan factores

motivacionales de la conducta sexual (Warner y cols. 1991).

Cuando la APO se administra durante la edad adulta a ratas tratadas neonatalmente con
Tx12.5 reduce el NI (p<0.01. segin prueba de Dunnett. Fig. 19) comparado con el grupo
control. pero APO no tiene ningtn efecto estimulador sobre ios otros parametros de la copula
de estas ratas desmasculinizadas.

Existe poca informacion de la actividad sexual de la rata macho tratada neonatalmente
con Tx v su seguimiento de la conducta sexual a lo largo ce la vida del animal, ademas de
poder restituir esta deficiencia de actividad sexual con la administracion de neurotransmisores
que se conoce tienen un efecto facilitador sobre la regulacion de la CSM (Hull v cols. 1988a.
1988b: Retana-Marquez, 1993: Clark v cols. 1985; Smith v cols. 1987; Haensel y cols. 1991:

Melis v cols. 1994).
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Estos datos muestran que esta deficiencia en la CSM puede no ser completamente
restituida con la administracion de drogas. lo que sugiere que la manipulacion hormonal
podria tener una conexién entre la desmasculinizacion v las deficiencias en los sistemas de

neurotransmision producidos por tratamiento neonatal con Ix.

Las acciones bioquimicas de los esteroides sobre las ncuronas involucran
principalmente acciones genomicas. expresadas a través de la sintesis de proteinas. En tal caso
la actividad de sintesis de proteinas podria ser responsable de la transformacion sintética y de
la degradacion enzimatica que regula la sintesis de neurotransmisores, también tiene efectos
sobre los cambios en los niveles de receptores o afinidad especifica por los sistemas de

neurotransmision (Anderson. 1982).

Los presentes resultados sefalan que la estimulacion de la CSM en ratas tratadas
neonatalmente con Tx. a través de la activacidén de receptores muscarinicos probablemente
reqmeran de la presencia de T. En este estudic la OXO no fue lo suficientemente capaz de
restituir la deficiencia de la CSM. de estas ratas desmasculinizadas. Se ha reportado que en
ausencia de T. la OXO por si misma no es capaz de mejorar la conducta sexual (Retana-

Marquez. 1997).

La serotonina ha sido propueste como un neurotransmisor que participa en los

mecanismos de diferenciacion sexual principalmente en el hipotdlamo (Giulian y cols. 1973).

Se sabe que el Tx compite con los sitios de union al estrogeno. en este estudio se
mostro que existe una desmasculinmzacion de la CSM de ratas tratadas neonatalmente con Tx y

que et SOHDPAT no es competente para revertir este efecto desmasculinizante.



Se ha sugerido que los estrogenos cerebrales son requeridos para un desarrollo
serotoninérgico normal. y esto puede ser relacionado con la masculinizacion cerebral. Por otro
lado la serotonina e¢s uno de los principales neurotransmisores involucrados en la
masculinizacion sexual inducida por aromatizacion (Gonzdlez v Leret. 1992). También el
cfecto de 8OH-DPAT sobre la conducta de monta depende de la presencia de T (Haensel y

cols. 1993) y se sabe que el Tx bloquea a la T, inhibiendo la CSM (Bonsall y cols. 1991).

Estudios hechos en rata han mostrado que la YH incrementa la sintesis de
noradrenalina v dopamina mientras que disminuve la sintesis de serotonina en el cerebro de la

rata (Smith y cols. 1987). Estos neurotransmisores estan regulando la CSM de la rata macho.

Sin embargo en este estudio la YH potente antagonista o noradrenérgeio, no tiene
efectos estimuladores sobre la CSM de ratas macho tratadas neonatalmente con Tx. Sin
embargo de todos los farmacos utilizados en este estudio. es el tnico que pudo revertir el
efecto inhibitorio en el %SsM v en %Ssl (Fig. 13). En este contexto, las investigaciones de

Clark senalan que la T no es requerida para mejorar la CSM por YH (Clark. y cols. 1985).

También se sugiere que el SOHDPAT agonista de los receptores SHT | 4 activan a los
receptores on.noradrenérgicos (Haensel v cols. 1993). La ausencia de esteroides gonadales
llevan a una disminucion de noradrenalina al limitar la disponibilidadd de cofactores que

participan en las rutas biosintéticas de este neurotransmisor.

Por lo tanto. los esteroides sexuales ejercen sus efectos sobre los sistemas
dopaminérgico. serotoninérgico. noradrenérgico y colinérgico actuando sobre la membrana
celular mediante una accion genomica. Los estrogenos disminuyen la actividad de las

neuronas dopaminérgicas hipotalamicas (Lookingland y Moore. 1984) v se sabe que los
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agonistas dopaminérgicos facilitan varios aspectos de la CSM de ratas macho (Hull y cols.

1988b).

En este estudio el agonista dopaminérgico de los receptores D, apomorfina no tuvo
efectos estimuladores sobre los parametros copulatorios de ratas desmasculinizadas tratadas

neonatalmente con Tx.

El contenido de catecolaminas puede ser modificado por la manipulacion de esteroides
durante la etapa neonatal. La ausencia de esteroides gonadales llevan a una disminucion de
noradrenalina al limitar la disponibilidadd de cofactores que participan en las rutas
biosintéticas de este neurotransmisor, asimismo los esteroides participan en el desarrollo de

procesos axonales y conecciones catecolaminérgicas ( Toran-Allerand. 1984).

La administracidon de agonistas v antagonistas de neurotransmisores que se sabe tienen
un etecto facilitador sobre la CSM. en este estudio se corroboraron; sin embargo al administrar
OXO. 8OHDPAT, YH y APO durante la edad adulta a ratas desmasculinizadas con Tx. éstos

farmacos no fueron capaces de revertir este efecto desmasculinizante.

Asimismo el Tx participa en la modulacion de las catecolaminas, particularmente la
DA: es un importante modulador de la funcion dopaminérgica en el sistema nigroestriatal
(McDermott y cols. 1998). En el cuerpo estriado, el Tx modifica la unién de los receptores D>
dopaminérgicos (Toney y Katzenellenbogen. 1987) v preduce una deficiencia en la sintesis de

DA (Baski v cols. 1985).

I'stos efectos moduladores de este antiestrégenc sobre el sistema nigroestriatal estan

determinados: primero, porque ¢l sistema nigroestriatal -epresenta un importante blanco para
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los estrogenos (Van Hartesveldt v Joyce, 1986). Segundo. en la rata esta area concentra gran
cantidad de estradiol (Bixo y cols. 1980). Tercero, se ha mostrado que ¢l Tx y los estrogenos

interaccionan sobre la funcion dopaminérgica nigroestriatal (McDermott y cols. 1997).

Ademas los efectos de los estrogenos sobre la transcripeidn, regulada por el receptor a
estrogeno vy los efectos antiestrogénicos del Tx resulta de la accion competitiva sobre cl
receptor a estrogeno. los estrégenos v antiestrogenos pueden afectar los procesos celulares a

través de otros mecanismos.

El' Tx también puede ejercer sus efectos en el SNC. mediante mecanismos no
genomicos (Wiseman. 1994). Asimismo el Tx puede modificar los sistemas colinérgico.
histaminérgico y dopaminérgico, que afecta la accion de la calmodulina (Lam, 1984) v la

actividad de la proteina cinasa “C™ (O Brian y cols. 1983).

Nuestros resultados mostraron que no es posible revertir el efecto desmasculinizante
del Tx neonatal, con la administracion de drogas que tienen un efecto facilitador sobre la

expresion de la copula de la rata macho.

Cuando se administra Tx a ratas intactas produce una deficiencia de las vias
catecolaminérgicas, inhibiendo la liberacion de DA (Kritzer v Pugach. 2001). Estos resultados
sugicren que una depresion sobre las aferentes mesocorticales de DA seguidas de la
gonadectomia estan relacionadas con los cambios en la activacion de los estrogenos (Kritzer,

2000).
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Por otro lado el Tx antagoniza la actividad de los receptores periféricos y centrales
(Chazal y cols. 1975) y antagoniza la actividad transcripcional regulada por los receptores

nucleares (Kritzer y Pugach, 2001).

Como se ha mencionado el Ix tienc propiedades antiestrogénicas y antagoniza
diversos procesos celulares, esto podria explicar el efecto irrerversible y permanente de la
administracion neonatal del Tx sobre la CSM deteriorada, administrado durante periodos los
cuales son criticos para que lleve a cabo la accidn del estrégeno que regula la conducta sexual

masculina de las ratas.

Ademas. otro de los efectos mas importantes del Tx es que induce apoptosis. de tal
modo que probablemente la actividad antiproliferativa del Tx, podrian depender de la
integracion de la informacion entre la sefial de transduccion en la membrana celular del
receptor a estrogeno vy la regulacion de genes por el receptor a estrégenos (Chung y cols.
2002). Por lo tanto es muy posible que la administracion neonatal de Tx. en un momento en el
cual el cerebro esta llevando a cabo la accion organizacional de estructuras nerviosas,
produjera muerte neuronal en las estructuras que participan en la regulacion de la CSM,
ademas de afectar o de inhibir vias que involucran axones y proyecciones aferentes que
interaccionan con los sistemas de nueurotransmisién que también participan en el despliegue
de esta conducta copulatoria. De tal modo que al llegar a la edad adulta estas ratas tratadas con
TX.y tener que darse el efecto activacional de las hormonas esteroides no es posible que se de
la senial. debido a que no existe la informacion para que se active esta conducta, por los efectos
no sélo a nivel gendémico. que determind durante lz etapa neonatal el Tx, inhibiendo la

transcripeion. efecto que bloqueard la sintesis de prote:nas y esta a su vez, no lleve a cabo el
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efecto celular de la hormona. Ademas de involucrar estas acciones gendmicas: sino también
mecanismos no genomicos. los cuales participan en muchos procesos biologicos (Mandlekar y

Kong. 2001).

Por estas razones. no se lleva a cabo la transmision sinaptica y no es posible que se de
el despliegue de la conducta sexual masculina durante la ctapa adulta de ratas que fueron

tratadas neonatalmente con Tx. en la etapa critica de diferenciacion sexual.
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11. CONCLUSION
[.a administracion neonatal de Tx produce una desmasculinizacion y feminizacion de

la CSM de ratas macho adultas.

Nuestros resultados evidenciaron que las alteraciones de la conducta copulatoria en la
rata macho adulta, estan asociadas con la administracion de Tx12.5 v Tx100 durante la etapa
neonatal. disminuyendo el aspecto motivacional (aumento de la latencia de monta,
intromision, Fig. 9A, 9B). lo mismo que el componente ¢jecutorio (aumento en el numero de
montas, intromisiones y disminucion en la tasa de aciertos. Fig. 10A.10B. 12), el umbral
evaculatorio (incremento en la latencia de eyaculacion. Fig. 9C), y el potencial copulatorio
(disminucion en la frecuencia de evaculacion, Fig. 11). Ademas, afecta el porcentaje de

sujetos sexualmente activos; disminuyendo el %SsN . %oSsl v el %SsE (Fig. 7. 8). .

En los machos tratados neonatalmente con I'x12.5 y Tx100. solo el 8% y 3% de los
Ssk evaculan (Fig. 8). Es muy 1importante senalar que nuestros resultados muestran una
reduccion notable no solo sobre el porcentaje de sujetos que eyaculan, sino también sobre el
porcentaje de sujetos que montan e intromiten en los machos tratados neonatalmente con Tx

en ambos esquemas, comparado con el grupo control.

[a administracion de dos dosis de Tx 12.5 v Tx 100 durante la etapa neonatal a
machos, produce la feminizacion de la conducta. Jeterminada por la adquisicion de
caracteristicas femeninas que se reflejan con el incremer:o del coeficiente de lordosis en estos
Ssk comparado con los machos control (Tabla 3).

Después de corroborar la pérdida de la CSN existentes con estos tratamientos durante

fa cdad neonatal y con la intencion de revertirlas se zdministrd oxotremorina (OXO). un
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agonista  colinérgico muscarinico de los receptores M,;, 8-hidroxi-  di-(2-n-
propiDaminotetralina (SOHDPAT). agonista de los receptores 5-HT1 4. yohimbina (YH) un
antagonista o-2 adrenérgico. apomorfina agonista de los receptores D.. a ratas tratadas
neonatalmente con Tx y con solucién salina. Cuyo efecto se conoce que es facilitatorio sobre
la regulacion de la CSM. nuestros resultados asi lo corroboraron, ya que la administracion de

estos tarmacos a ratas macho CON si facilitan los parametros de la copula (Tabla 4).

No encontrandose que estas drogas tuvieran un efecto estimulador en estos machos
desmasculinizados (1x12.5 y Tx100), debido que este efecto es organizacional y no es posible

revertirlo durante la edad adulta.

Por lo tanto la administracion neonatal de dos dosis de Tx (12.5 y 100pg/kg)
desmasculinizo y feminizé la conducta sexual de ratas macho adultas, y no pudo ser revertido
por la administracion de drogas que se conoce tienen efectos facilitatorios sobre la conducta

sexual masculina de ratas adultas.
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SUMMARY

Sexual behavior during adulthood largely depends upon hormonal events that take place around birth.
Administration of the antiestrogen Tamoxifen 1\ o males immediately after birth induces a marked
decrease of masculine sexual behavior during adulthood. On the other hand. 1t is well known that
masculine sexual behavior can be stimulated by the administration of specitic drugs acting on the
adrenergic. cholinergic. serotoninergic and dopamincruic systems. In this studyv. male rats were neonatally
treated with Tx in order to induce demasculinizations During adulthood their masculine sexual behavior
was anabyzed both spontancously and alter the adriastration of drugs that stumulate masculine sexual
behavior. Neonatad administration o Tx induced cieer impairments of masculine sexual behavior during

adulthood.  Administration  of  oxotremorine  ta cholinergic  muscarinic  agonist). §-OH-DPAT  (a



scrotoninergic 5-HT,, receptor blocker). yohimbine (an ws-adrenergic blocker) and apomorphine (a
dopaminergic agonist) were unable to fully restore masculine sexual behavior in demasculinized males.
Only slight improvements of some behavioral parameters were observed  with §8-OH-DPAT and
vohimbine. Oxotremorine seems to induce a worsening of sexual hehavior impairments. Results obtained
with apomorphine were not significantly different from saline controls. Data suggest that nconatal
treatment with Tx induces permanent impairments of the neural circuitry regulating masculine sexual
behavior not only Timited to morphological chanves but also functional alterations of the neurotransmitter
systems.

Key Words : Sexual differentiation; yohimbine : 8-OH-DPAT, oxotremorine ; apomorphine.

INTRODUCTION

Itis well known that brain sexual differentiation in rodents takes place during the early stages of life and
largely depends on the hormonal environment (v It has been reported that cerebral tissue is sensitive to
hormonal influences during a critical period which extends  from the last days of gestation 1o
approximately 3 days of age ( 2: 3). During this period. normal brain sexual ditferentiation can be altered
either by gonadectomy or by the exogenous administration of gonadal steroids (4). Male rats nconatally
castrated display during the adulthood a decrease of masculine sexual behavior. This effect can be
prevented by neonatal administration of textosterone or estradiol (3). Administration of the anticstrogen
Tamoxifen (Tx) to new born male rats induces a marked loss of masculine sexual behavior during

adulthood as well as an increase in feminine sexual behavior (6: 7).

On the other hand. it is now well established that masculine sexual behavior in rodents is regulated by the
activity of several neurotransmitter svsterns (8. 90 10: 11: 12: 13). Stimulation of masculine sexual
behavior activity can be readity done by the admimistration of drugs that act specificalls on the receptors
ol some neurotransmitter system. Pharmaco.ogical agenis that have repeatedly demonstrated their ability
to improve sexual behavior in rodents are: soiimbine. a selective blocker of the alfa-, adrenergic
receptors: apomorphine.  an agonist of the Ds dopaminergic receptors: oxotremorine. an agonist of the
muscarinic receptors and 8-OH-DPAT. u selective agonist  of the 3-HT,, serotonergic receptors (for

review see: 9).

The present study was aimed to analvze = cther the impairments of masculine sexual behavior during
adulthood induced by neonatal treatment with T can be reversed by the administration of drugs that
stimulate this behavior by acting en a spec:zic neurotransmitter svstem . In addition. as Tx has proven it is
capable of inducing demasculinization v a1 lesst two different treatment schedules (14 13) in this

experiment we used both of them to compare the:r potencies o induce demasculinization



METHODS

Wistar rats from our own vivarium were used in this study. Adult females were mated and afterwards were
kept in individual cages with food and water available ad fib.. within a room with controlied temperature
and under an inverted 12 x 12 hight evele (light ottt 09:00 hrs). In the delivery day (DO). offspring were
weighed and their sex was determined by the anogenital distance. Female offspring were eliminated from
the study and male pups were cross-fostered. keeping the same size (n=3) in all the hitters. Offspring were

randomly assigned o one of the following treatments:

Group A (Tx8) (n=25).- Subjects were treated daily with subcutancous administration of 12,5 g of I'x

dissolved ina volume of 0.05 ml of corn oil. Injections were applied from day 1 to day 8 of agc

Group B (CONS) (n=14).- Ss received a dahy injection of corn oil in the same volume and in the same
period as group A.
Group C (Tx3) (n=33).- Ss received a daily injection of 100 pg of Tx dissolved in 0.05 ml of com oil.

Injections were applied from day 1 1o day 3 of age.

Group D {CON3) (n=13).- Ss received a darh injection of corn o1l in the same volume and i the same

period as group ¢

All injections were done between 11 and 12 hours. After the treatment period. the animals were
left undisturbed with their mothers. At 30 dass of age. Ss were weaned and housed in groups (3 per cage)

with the same treatment.. S were checked daily for testicular descend since day 33 of age.

At three months of age. rats were tesied for spontancous masculine sexual behavior four times. T'ests for
sexual behavior were done during the dark phase of the eycle and under dim red light illumination. using a
plexiglass arena (43 cm diameter) with sawdust on the floor. The male was introduced in the arcna fora 3
min habituation period. Afterwards. a stimulus female was introduced in the arena. Stimulus females were
brought into estrous by sequential treatment of estradiol (5 ug) followed 44 hours later by the
administration of 300 mg of progesterone. 4 hours before the test. The recording session lasted for 30
minutes and the following parameters were assessed: latencies of mount (ML), intromission (11.) and
ejaculation (EL): number of mounts (NM) and intromissions (NI) preceding cach ejaculation: cjaculator
frequency (EF): postejaculatory refractory period (PR). the intercopulatory (1C1) and interintromission

(1Y interval and the hit rate (1R,

Onc week after the recording their spontancots sexual behavior, 10 S< from cach experimental group were
rundomly selected to constitute group B {TN8 . group F (Tx35) and control group G. Ss were weekly tested
for masculine sexual behavior after the invaperitoneal (1P} administration of one of the following

Lreatments:

2



A. Oxotremorine sesquifumarate (OX0) (Sigma Chemical. Co. St Louis. MO) a muscarinic
receptor agonist (0.4 mg/ke/bw dissolved in 3.3 mi of sahine). Injection was done 15 minutes before the
test. 30 minutes before OXO administration. rats were treated with an injection of methyvl-scopolamine, a
peripheral muscarinic blocker (3mg/kgsbw in 0.3 mi saline) in order to avoid peripheral eftects of OXO.

B. 8 OHDPAT (&-fiidroxi-2(di-n-propilaminotetraline) (Res. Biochem. Inc) agontst of the 3-
T,y serotoninergic receptors. The dose administered was 00123 me/kg/bw dissolved in 0.3 mb of saline

solution. The mjection was done 15 minutes betore the recording session,

C.Yohmbine (Yh) (Sigma Chemical. Co. St Louis. MOY an ws -adrencrgic receptor antagonist

(2 mg/kg/bw dissolved in 0.3 ml o distilled water). Injection was done 20 minutes before test.

D. Apomorphine hydrochiortde (APO) (Sigma Chemical. Co. St. Louis. MO). an agonist of the
D). dopaminergic receptors (80 pg/kg/bw in (1.3 mil of saline). Injection was done 3 minutes before the

test

1. Saline 0.3 ml. 3 minutes hetore the test

The sequence of the injections was randomly assigned for cach subject following a Latin square design.

Treatments and tests were given during the dark phase of the hight evele.

Results were analvzed using the Kruskall-Wallis test. foltowed when significant by the Dunnet test,

Analysis of proportions was done using the Chr square test (n > 20 cases) or Fisher test (n < 20 cases)

RESULTS

I Effects of neonatal T'x administration:

As Figure | shows. both schedules of Tx administration induced a significant decrease in the pereentage of
subjects displaying mounts  (%SsM) (panel Aj. intromission (%Ssl) (Panel B) or ¢jaculation (%SsE)
(Panel C) when compared to control group. There were not significant differences between both
treatments. When the characteristics of the copulatory behavior of the active subjects were analyzed, a
significant (p < .01 and 0.03) tengthening of mount (Fig 2A). intromission (Fig 2B) and ¢jaculation (Fig

207 latencres was detected. The treatment wiz Ty during 8 days scems (o induce a bigger effect in these

parameters when compared to the 3 days reasent with 100 pg
The number of mounts (NM) was signiticant’ 1p-1.03) increased in the animals receiving both schedules
of TN treatment (fig 3A). whereas the number of mromissions shows no differences between the controt

and the experimental groups (Frg 38y Phe ¢ scuiatory frequency was drastically reduced (fig 3C) in the



only subject that displayed the pattern in both experimental groups. Data on other parameters of sexual

behavior are presented in table 1.

H.- Pharmacological stimulation of sexual behavior in T treated rats.,

Figure 4 shows how the pereentage of copulating animals s affected after the administration of OXO.
8OIL YH and APO. One hundred percent of control annmals (1.e.. animals neonattally treated with saline)
displayed mount (A). intramission (B) and cjaculatory () pattern after the admintstration of the four
drugs. The administration of OXO failed 10 exert any stimulatory effect on the %8s displaying mount.
mtromisston or cjaculation. The admmistration of 8-O6l exerted a stimulatory effect but only in the Tx8
group. inducing that hundred percent of the Ss displaved mounts and intromissions and a slight increase
in the percentage of cjaculators. The TxS group scems to have only a shght improvements in the
percentage of mounts and intromissions. Administration of Yh fully restores the %Ss displaying mounts
and intromissions in both the Tx3 and the Tx§ group. however. the %Ss displaying cjaculation was not
improved. Administration of APQO induced onlv.a stimulatory effect in the %Ss displaying mounts in the

X3 group. without inducing any significant effect on the other copulatory patterns.

Results concerning mount, mtromission and cjaculation latencies as well as number of mounts and
intromisstons are presented in Table 20 In general. almost all treatments enlarge mount and intromission
Jatencies in Tx8 group. while TXS group was simifarly affected only on intromission latencies. In addition.

the number of mounts increase with all the treatments 1 both x5 and Tx8 group.

DISCUSSION

The present results corroborate previous findings showing that neonatal treatment with the antiestrogen Tx
permancently alters the display of masculine sexual behavior during adulthood. Although the dose of Tx
administered in cach group secems o be quite different (100 pg/5 days vs 12,5 ng/8 davs). the effect on
sexual behavior showed only slight ditferences betsween them. In addition. when drugs were tested only
small differences were detected between both Tx groups. The data also indicate that this alteration can not
be fully restore with the administration of drugs in doses that repeatedly have proved their efticacy  to
stimulate mascubine sexual behavior (160 170 110 120 180 130 19} suggesting that neonatal hormonal
manipulation induces a permanent impairment of the neurotransmitter svstems involved in the regulation

of the expression of masculine sexual behavior.

Although in the present study onby one dose of cach pharmacological agent was tested. it has been
reported that the dose used of yohimbine (16 17) oxotremorine (13). 8-OH-DPAT (18) and apomorphine
(19Y induce a clear and significant stimulation of most of the behavioral parameters assessed during the

testowhen intact animals have been ested (For review seet 9)



As it has been mentioned above, previous studies have reported that neonatal administration of Tx induces
morphological changes in brain structures closely related to the regulation of masculine sexual behavior,
such as the hypothalamic medial preoptic area and the sexually dimorphic nucleus of the preoptic arca
(SDN-POA) (5). Furthermore. a severe reduction of the volume and neuron numbers in the SDN-POA has
been observed in male rats immediately after 3 days of Tx administration (1.-e.. 6-day-old males). These
data support the notion arise since the pioneering work of Phoenix (20) concerning an organizational (or
permanent) cftect of the steroid hormones maindy located during the carly development of the brain. which
is transformed during adulthood in an activational (or transient) cfect (20). It is clear that the normal
expression of masculine sexual behavior in adulthood requires the integrity of the neural circuits involved.
Furthermore. it seems that the neurotransmitter systems that are capable to stimulate masculine sexual
behavior, requires also of the carly organizative actions of steroid hormones to exert their effects in the

adult subject.

Although the SDN-POA is not the only structure involved in the regulation of masculine sexual
behavior. its importance has been repeatedly demonstrated by lesion (4: 21 22) or stimulation (23)
techniques. Thus. 1t is possible that. although the SDN-POA is not the only site where the drugs mjected
in the present study were acting. its functional integrity is a nccessary condition for the expression of the

hormonal or pharmacological stimulation of masculine sexual behavior.

It remains to be elucidated 1f an increase in the doses of yohimbine or 8-OHDPAT could reach
the full reversion of masculine sexual behavior impairments neonatally induced by Tx administration. In
addition. other neurotransmitter svstems invohed in the expression of masculine sexual behavior should

be analyzed.
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LEGENDS

Figure 1.- Percentage of males treated neonatally with Tx displaying mounts (A). intromissions (B) or
¢jaculations (C) during adulthood. Numbers on the bars express the number of active subjects in cach
group. Tx3: 100 pg of Tx/3 days. Tx8: 12.5 ug Tx/8 days. * =p < 0.01 Chi square test, compared 1o

control group.

Figure 2.- Mount (A). intromission (B) and ejaculation (C) latencies in males treated neonatally with Tx.
Numbers on the bars express the number of active subjects in each group. Tx3: 100 pg of Ix/5 days. Tx8:
12.5 pg Tx/8 davs. * = p < 0.05 . ** = p < 0.01 compared to control group. Kruskall-Wallis followed by

the Dunnett test.

Figure 3.- Number of mounts (A). intromissions (B) in the first copulatory series and ejaculatory
frequency (C) of males treated neonatally with Tx. Numbers on the bars express the number of active
subjects in cach group. Tx5: 100 pg of Tx 3 davs Tx8: 12,3 pp TN/8 days. * = p < 0.01 compared 1o

control. Kruskall Wallis followed by the Dunnett test.

Figure 4.- Percentage of males treated neonatally with Tx (N=10) displaying mounts (A). intromissions
(B) and ejaculations (C) afier the administration of oxotremorine (OX0). 8 hidroxy-di (2n-
propilaminotetraline) (80OH), yohimbine (YH) aad apomorphine (APO). * = p < 0.02: ** = p < 0.05

compared to their respective saline control. Fiskar test.
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Table 1. Effects of monoaminergic and cholinergic agents on masculine sexual

behavior of rats neonatally treated with tamoxifen.

NR 266103

Mount Latency (ML)

Treatment Saline OXO | 8-OH-DPAT YH APO
CON 16 + 5.38 324 = 6.5%% ‘ 31.3 £ 4.6%* 18.7+3.5 184 2
Tx8 4205+ 61.7 {3508 = 1786 240.6 + 89 391.7+ 119 457 + 141
Tx5 238 + 63.1 34+ 7 1% 1 531 £ 12%*F [ S1.8+ 14.7%* 72 + 18.7%*

lntromissioxg Latency (IL)

Treatment Saline 0XO0 8-OH-DPAT YH APO
CON 24+6.1 3934104 - 344437 21.7+4.5 25+4.5
Tx8 674.5+ 143 | 282.6 + 190 | 327.5+ 100 473 £ 113 342+ 173
TxS 232+ 783 902 + 369 | 263.7+476.8 172 + 57 119.6 + 53

Ejaculation Latency (IL.)

Treatment Saline 0X0 8-OH-DPAT YH APO
CON 255+ 25 178 £ 35.8% P17 £22%% | 1754 £ 32%* 172.4 4 22%*
Tx8 964 NR NR 302.5 £239.5* 375
TxS 615+ 165.2 NR 288.1 £92.7 | 358.5+ 127 2472+ 379

Number of Mounts (NM)

Treatment Saline 0X0O 8-OH-DPAT YH APO
CON 58+0.78 | 3.55+0.58% 336x0.6% |327+£041** 39 +£0.75*
Tx8 20+ 5 228+ 6.1 531.5+ 10.1 10.7+22 16.2+6.3
Tx5 284+24 9.6 £3.2*% 4.5+ 0.9%* 6.4+ 1.8%* 15.4 £3.5%*

Number of Intromissions (NI)
Treatment Saline OXO  8-OH-DPAT YH APO
T CON 8.3+ 0.64 DE ke 5+ 0.39** 5.5+ 0.53** 4.23 + 0.37**
Tx8 8§4+24 56+ 1.5 86+272 52+£12 6+1.6
Tx5 72+1.3 42+ 1.39 48+0.64 6.54 £0.77 12.8 +£5.37
Ejaculatory Frequency (EF)

Treatment Saline 0XO 8-OH-DPAT YH APO

CON 25+£023 3+£0.1 3.6 + 0.39** 3+0.19 3.8 +0.32%*
I Tx8 | NR NR 2+ 1 2
Tx3 2+04 2252025 375+£0.25




Table 1. Data are expressed as mean + S.E.M. Kruskall-Wallis followed by the Dunnett test. *p <0.05;

**#p<0.01 compared with their respective saline control. NR=no data available.
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