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RESUMEN

Numerosos trabajos han puesto de manifiesto la importancia de la amigdala medial
en la modulacion de la conducta sexual femenina. En contraste, existen pocos reportes en
los cuales se haya involucrado a la corteza prefrontal en la conducta sexual. Sin embargo,
se ha sugerido que ambas estructuras participan en la integracién motivo-emocional de la
conducta sexual y que juegan un papel importante en la integracion de estimulos sobre todo
olfatorios y somatosensoriales, en particular de la estimulacién vaginocervical (EVC). Los
diversos trabajos de actividad cerebral por la activacion de genes de expresion temprana (c-
fos) han mostrado una alta activacién de la amigdala medial y una menor activacion de la
corteza prefrontal, sin embargo, el papel especifico de esta activacion en relacién a la EVC
no ha sido totalmente esclarecido. Asi, en este trabajo, evaluamos la actividad
electroencefalografica (EEG) de la corteza prefrontal medial (CPFm) y de la amigdala
medial (AmM) en relaci6n a las diferentes fases del ciclo estral de [a rata y durante la EVC
analizando los cambios producidos en el patron EEG. Ratas Wistar virgenes de 250-300 g
fueron implantadas bilateralmente en la CPF y en la AmM vy se registré la EEG de estas
estructuras durante el estado basal de vigilia-quieto y durante la EVC en las fases de
Proestro-Estro (P-E) y Diestro (D). Se encontr6 que las ratas en D presentaron una mayor
activacién EEG tanto en la CPFm y AmM durante el estado basal respecto a las ratas en P-
E. Durante la EVC, sélo las ratas en P-E presentaron una mayor activacion EEG en ambas
estructuras, respecto al estado basal; activacion que no fue evidente en las ratas en.D.
Unicamente en la amigdala medial de las ratas en P-E se encontré una activacion
diferencial durante la primera mitad de EVC respecto a la segunda mitad de EVC. Sélo en
las ratas en P-E durante la primera mitad de EVC la correlacion interamigdalina de la banda
de 8-12 Hz aumento respecto a la primera mitad de EVC en las ratas en D. Ademas, las
ratas en P-E presentaron una mayor correlacion interamigdalina de la banda de 13-21 Hzen
la segunda mitad de EVC respecto a la segunda mitad de EVC de las ratas en D. Estos
resultados ponen de manifiesto que la funcionalidad de la CPFm y AmM varia en relacion
al ciclo estral y que la amigdala muestra una mayor sensibilidad a la EVC pero sélo durante
el P-E, mostrando también una mayor sensibilidad a las cualidades placenteras 0 aversivas

de tal estimulacién. Los cambios EEG caracteristicos presentados en la AmM durante la



EVC son indicadores del papel modulador de ésta estructura en la conducta reproductiva y
muestran evidente participacion en la percepcion de estimulos sensoriales bioldgicamente

relevantes.



INTRODUCCION

La conducta sexual es una conducta motivada que requiere para su inicio y
mantenimiento de una regulaciéon hormonal y sensorial previa. Se ha descrito que la
estimulacion somatosensorial de origen cutdneo (region perineal y flancos traseros) y
vagino-cervical (EVC) juega un papel importante para la induccion de la lordosis, asi como
en la induccion de cambios hormonales necesarios para la gestacidn y pseudogestacion en
la rata (Guevara Guzmaén y col.1996). Tal informacién sensorial es llevada al sistema
nervioso central (SNC) a través de diferentes nervios de origen simpatico y parasimpatico
(pudendo, pélvico e hipogastrico) (Sato y co0l.1989). La informacién aferente resultante de
la EVC que va por el nervio vago y- pélvico activa grupos neuronales dentro del area
preoptica medial, amigdala medial (AmM) y nicleo de la base de la stria terminalis
(Erskine, 1993; Ganima y col. 2000). La amigdala influye sobre la reproduccion y recibe
una gran cantidad de proyecciones corticales, incluyendo a la corteza prefrontal. Ambas
regiones son sitios de convergencia de informacion sensorial de todas las modalidades y
estan involucradas en procesos de memoria, emocion y de asociacién estimulo-
reforzamiento (McDonald, 1998).

La EVC artificial, mediante el uso de un embolo de vidrio, c;)nsiste en aplicar una
presion constante (300g) sobre la pared del cerviz (Komisaruk y Diacow, 1973). Dicha
estimulacion, asi como la provocada durante la cépula normal, induce cambios en la
actividad eléctrica de varias estructuras cerebrales, cambios que a su vez son modulados
por la fase del ciclo estral en que se encuentre la rata (Berkley K.J. y col.1990; Berkley y
c0l.1993a,b,c)

El Objetivo de este trabajo fue determinar si la EVC se asocia con cambios EEG
caracteristicos en la Corteza Prefrontal Medial (CPFm) y en la Amigdala Medial (AmM) y

si esta actividad EEG caracteristica cambia en relacién al ciclo estral de la rata.



ANTECEDENTES

Ciclo ovarico de la rata

La rata es un mamifero poliéstrico, no estacional y con ovulacion espontanea. La
ovulacidn ocurre cada 4 o 5 dias a través de todo el afio (Freman, 1994). La palabra estro
proviene de una adaptacion latina del vocablo griego “oistros” que significa frenesi.
Dicho término fue usado por Heape (1900) para definir “el periodo especial de deseo
sexual de la hembra”, diferenciandolo del "celo” del macho. Lo contrario del estro es el
anestro, una temporada de no-crianza o periodo de descanso en las hembras con
reproduccion estacional; durante la cual, los ovarios y érganos accesorios reproductivos
se encuentran relativamente inactivos y los intentos de cépula por parte del macho son
rechazados (Freman, 1994).

El ciclo estral de la rata es dividido en cuatro fases de acuerdo con caracteristicas
citolégicas, hormonales y conductuales especificas: )

Proestro: Es el periodo anterior al estro. Se le define también como el estado
preparativo para el estro, siendo la etapa de calor o mayor receptividad sexual la etapa
final del proestro y la etapa inicial del estro.

Estro: Se describe como el periodo en el que la hembra es receptiva al macho.
La disponibilidad de la hembra para la copula se relaciona con la fertilidad,
caracteristica de esta etapa.

Metaestro: Final del periodo de estro. Es un periodo corto de recuperacion
previo al diestro.

Diestro : Periodo en que el rechazo al macho es muy evidente. Si la fertilizacion
no se lleva a cabo la hembra regresa a la fase de proestro y el ciclo comienza de nuevo
(Heape, 1900).

La duracién de las fases es variable, pero se mantienen cierto promedio temporal:
el proestro dura de 12 a 14 horas, el estro de 25 a 27 h, el metaestro de 6 a8 hy el
diestro entre 55y 57 h (Long y Evans, 1922; Astwood, 1939; Hartman, 1944; Mandl,
1951 a y b). Sin embargo, los eventos de este ciclo estdn a su vez bajo control del

fotoperiodo, el cual ejerce una gran influencia sobre la incidencia y la duracion de este.




El ciclo estral puede ser monitoreado continuamente mediante la observacion al
microscopio de los tipos celulares predominantes en las paredes del tracto vaginal
(frotis vaginal). Durante la etapa de proestro, se presentan predominantemente células
epiteliales nucleadas, y algunas células cornificadas que no presentan un nicleo
observable. Durante la etapa del estro, predominan las células epiteliales cornificadas
escamosas, no presentan nucleo visible y contienen un citoplasma granular. En el
metaestro, predominan leucocitos, que aparecen junto a un nimero considerable de
células epiteliales escamosas comificadas; los leucocitos son pequefios y con un
citoplasma granular. Finalmente, en el diestro, predominan una gran cantidad de
leucocitos y unas pocas células epiteliales nucleadas. Para terminar el ciclo, la fase de
proestro se manifiesta de nuevo, qué se caracteriza por la ausencia de leucocitos en el
flujo vaginal y la predominancia de células epiteliales nucleadas (Freeman, 1994)

(Figura I).

Cétutas eplieliales comiicadas
d .

Figura 1. Células caracteristicas del frotis vaginal durante las diferentes etapas del

ciclo estral de la rata (adaptado de Freeman, 1994)



Cambios hormonales

Las variaciones en el ciclo estral son producto de una serie de cambios en la
sintesis de mensajeros quimicos hormonales. La regi6n anterior de la glandula pituitaria
(neurohipdfisis) lleva a cabo la secrecion de varias hormonas que ejercen una influencia
sobre los 6rganos de secrecién endécrina  conocidos como goénadas  (ovarios y
testiculos), de ahi el nombre de gonadotrofinas. En el caso de LH, sus niveles séricos
permanecen bajos desde el inicio del estro (poco después de la ovulacién), hasta la mitad
del proestro, donde sus niveles en sangre aumentan, induciendo la ruptura del foliculo y
la ovulacion; el patron de secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de
prolactina es muy similar al de LH (Freeman, 1994). Durante el periodo de 4 dias que
dura el ciclo estral, se observa que en el plasma periférico los niveles de testosterona y
androstenediona permanecen bajos durante el estro y se incrementan durante el
metaestro alcanzando un nivel maximo en el proestro, proceso muy similar a lo que
sucede con el estradiol (Freeman, 1994) (Figura 2). Durante el proestro aumenta la
secrecion del 17B - estradiol, desencadenando el pico ovulatorio de la hormona
luteinizante (LH) a la mitad del proestro (Freeman, 1994; Pardey-Borrero, y col., 1985).
Los niveles de estradiol secretado por los ovarios en el plasma sanguineo durante el
estro son bajos. Al final del proestro, un pico de progestinas (progesterona y 20 - a—
dihidrotestosterona) desencadena la ovulacion durante la segunda mitad del proestro y
primera mitad del estro, de modo que en la tarde del estro, el nivel de progesterona
desciende a un estado basal otra vez (Freeman, 1994). En el diestro, se eleva la secrecién
de progesterona,. preparando el tracto reproductivo para la recepciéon del évulo
fertilizado (Sumano y Ocampo, 1988).

La principal hormona luteotropica hipofiseal que se encuentra en la rata es la
prolactina. En la medida en qué el estado de prefiez (ej. pseudogestacién) se manifiesta,
la secrecion de prolactina se incrementa, de ahi que la informacion que influye sobre los
mecanismos que promueven o inhiben la pseudogestacion son a la vez, mecanismos que
controlan la sintesis y liberacion de prolactina. Cuando se produce una copula infértil, el

ciclo estral se caracteriza por tener un pequefio periodo de diestro y las subsecuentes
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fases del ciclo estral, después de lo cual la rata entra en un estado de pseudogestacion.

Zielmaker (1965) concluyo que la copula desencadena periodos de liberacion de

prolactina por acerca 8 dias, independientemente de la presencia de la corporea lutea.

Esta estimacion toma en cuenta la necesidad de la accion de retroalimentacion positiva

de la progesterona de por al menos dos dias para producir una pseudogestacion

automantenida. Las observaciones de Greep y Hisaw (1938) concluyeron que los efectos

de la estimulacion cervical en la rata podian ser retenidos casi el mismo tiempo que

aquellos efectos producto de la estimulacién durante la cépula, ej. durante 5 o 6 dias.
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Figura 2. Principales hormonas que participan en la conducta reproductiva de la

rata hembra y sus niveles en suero durante las diferentes etapas del ciclo estral

(adaptado de Freeman, 1994)




Cambios conductuales en relacién al ciclo ovarico de la rata

. Las hormonas afectan al sistema nervioso de diversas maneras, ya sea excitando,
inhibiendo o modulando la actividad neuronal en estructuras cerebrales especificas, que
la intensidad, agudeza, sensibilidad y eficacia de los sistemas sensoriales. Las hormonas
implicadas en la reproduccion elevan la probabilidad de que estimulos especificos
provoquen conductas concretas que lleven al organismo a una cépula exitosa a través de
la intensificacion en la eficacia de los sistemas sensoriales (Nelson, 1996).

Las ratas hembra en estro son mds activas y menos timidas que las hembras en
diestro, esta diferencia se le ha atribuido a los altos niveles circulantes de estrégenos
previos al estro. Ademas, existe evidencia de que algunos de los productos ovéricos
pueden alterar la agudeza olfatoria (Pietras y Moulton, 1974) y promover la preferencia
por olores “biolégicamente relevantes” (Lee e Ingersoll, 1979; McClintock, 1987).

El anestro incluye a las fases de metaestro y diestro, es caracteristico que los
ovarios y 6rganos accesorios se encuentren en un reposo relativo y por lo tanto la rata
hembra se muestra hermética a los intentos de copula por parte del macho. Durante la
primera parte del ciclo o inicio del proestro el rechazo por parte de la hembra a los
intentos sexuales del macho disminuyen progresivamente. Al final del proestro (tarde) e
inicio del estro, la hembra se torna receptiva y permite que ocurra la cépula. Durante
estas fases la hembra presenta cdnductas que se caracterizan principalmente por tres
aspectos: la atractividad, que es el valor de estimulo que tiene la hembra para un macho
determinado lo que a su vez comprende la identificacién de aquellas cualidades que
ayudan al macho a detectar la disposicién sexual de la hembra; es decir, aquellas
caracteristicas o cualidades que posee una hembra receptiva, como los cambios en la
coloracion de la piel perigenital y la producciéon de secreciones, tales  como
ferohormonas; la proceptividad, que comprende todas las actividades apetitivas de la
hembra e incluye un repertorio de acciones de la hembra dirigidas al macho y que
constituyen su iniciativa para establecer 0 mantener la interaccién sexual a través de la
ejecucion de carreras, saltos en zig-zag y movimientos rapidos de las orejas; y por

Gltimo la receptividad, la cual consiste en adoptar una postura corporal adecuada que
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facilite la copula, reflejo denominado lordosis (Thornthon y Finn, 1998). El término
lordosis se origina de un término médico que se refiere a la curvatura de la columna
vertebral o espina dorsal. Esta postura generalmente consiste en un arqueamienio
pronunciado de la espalda o lomo, acompaiiada por la desviacion de la cola, con el fin de
exponer la region genital y asi facilitar la intromision por parte del macho (Thornthon y
Finn, 1998). La respuesta de lordosis en las hembras de los mamiferos llevada a cabo
durante el apareamiento, es principalmente ocasionada por la estimulaciéon de las patas
delanteras y dreas abdominales y pélvicas del macho en dreas especificas de la piel de la
hembra, perineo, vagina y cervix. Después de la fase de estro la receptividad de la
hembra comienza a disminuir progresivamente durante las fases de diestro y metaestro.
Este tipo de comportamiento o patrén de conductas es ciclico (Pfaff y col., 1978).

El término “receptividad” que describe el reflejo de lordosis en respuesta a la
monta del macho, se asocia con el aspecto consumatorio de la interaccién sexual de la
rata hembra. En el componente motivacional de la conducta sexual femenina se incluyen
las aproximacionés y retiros intermitentes para con el macho, lo que permite a la hembra
controlar y seleccionar los rangos de estimulacion sexual recibida. Para medir la
motiviacidon sexual de la rata hembra se han disefiado diversas estrategias
experimentales, tales como paradigmas de preferencia de pareja, en el cual el macho
suele estar sujeto a la caja de registro o limitado a un lugar y no puede acercarse a la
hembra, siendo estd la que se aproxima o aleja a voluntad; o también, la hembra es
puesta en una caja de registro la cual es dividida en dos compartimientos, cada uno con
una abertura en la base, la cual permite a las hembras, pero no a los machos, moverse
libremente de un compartimiento a otro. Esta conducta es referida como pacing o
“marcar el paso” y solo se observa bajo condiciones seminaturales de laboratorio
(Avitsur y Yirmiya,1999; Erskine y Hanrahan 1997).

Un gran namero de estudios, sugieren que la receptividad de las ratas
ovariectomizadas esta bajo la influencia de un nimero considerable de variables, aparte
de la administracion sistemdtica de hormonas. Se sugiere que en la motivacion sexual
femenina intervienen dos procésos: la accién de las hormonas ovdricas en el sistema
nervioso central que incrementan la disponibilidad de la hembra para el apareamiento, y

pér otra parte, la estimulacién corporal y genital por parte del macho que inducen el
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rechazo o aceptacién por parte de la hembra (Avitsur y Yirmiya 1999; Madlafousek y
Hlinak 1977; Erskine 1985). Hardy y DeBold (1972) reportaron que cuando la
estimulacion copulatoria recibida por la rata hembra va acompafiada de numerosas
intromisiones y eyaculaciones durante varias horas, las montas del macho resultan en un
incremento de las conductas de rechazo por parte de la hembra y en un decremento de la
lordosis. La intensidad de la estimulacion copulatoria determina el nivel de
aproximaciones hacia el macho cuando la hembra estd “marcando el paso” del contacto
sexual (pacing), a mayor intensidad en las conductas sexuales de ejecucién (monta,
intromision y eyaculacion) mas tiempo tardan en reanudar la cépula. Esto es, las
latencias de regreso son mas largas después de la eyaculacién que antes de la
intromision, las cuales por su parte son mas largas que después de la monta
(Coopersmith y col. 1996; Erskine y Hanrahan 1997; Erskine 1985). Durante las montas
con intromisiones y/o eyaculaciones, la postura inmévil de la lordosis es mantenida
durante mayor tiempo que con relacién a las montas sin intromision. Este efecto se debe
probablemente a la estimulacién de la vagina, ya que su denervacion evita tal
prolongacion (Komisaruk y Wallman, 1977). En este contexto, un aspecto interesante
respecto a la estimulacion copulaioria es que puede tener un efecto dual (facilitador e
inhibidor) sobre la conducta sexual femenina, efecto que es mantenido durante mas
tiempo que la estimulacion misma. La facilitacion o inhibiciéon de la conducta
copulatoria dependera del patron y cantidad de estimulacién recibida. Se ha descrito
que en la cdpula espontinea la receptividad es incrementada por montas sin
intromisiones o cuando la hembra ha sido expuesta, previo a la cpula, al olor del macho
(Ardy y DeBold, 1973). Considerando estos aspectos, es probable que la estimulacion
vaginal tenga una cualidad aversiva que ejecute un papel inhibidor sobre la receptividad;
a medida que la estimulacién vaginal mantiene una intensidad moderada la receptividad

se incrementa (Erskine y col.1989; Erskine 1985).



Anatomia y fisiologia del aparato genital de la rata hembra

En la rata hembra, los ovarios se localizan cerca de los rifiones a lo largo del
borde lateral del musculo psoas y estan envueltos por grasa. En el adulto, los ovarios se
observan como una masa de foliculos. El oviducto, un tubo mucho mas enroscado, tiene
un extremo abierto conectado al ovario y un extremo mds distal que se bifurca en el
utero. Rodeando al oviducto est4 el mesenterio oviductal, el cual forma una estructura en
forma de bolsa, llamada bolsa ovarica. Asi mismo, los cuernos del utero aparecen
fusionados distalmente, donde se localizan dos aberturas uterinas distintas hacia la
vagina. Cada abertura tiene su propio ostium interno y externo, asi como un canal
cervical (Bivin y col.1979) (Figura 3).

La vagina de una rata madura mide aproximadamente de 15-20 mm de largo y de
3-6 mm de didmetro. Este tejido estd compuesto por tres laminas: la serosa externa, una
pequefia lamina muscular y la mucosa interna. Tanto ¢l clitoris en forma de gancho
como el ostium uretral estan localizados en el cono superior de la vagina, con una
protuberancia de 3-6 mm caudalmente. La vaginé, al ser un tejido sexual accesorio, €s
altamente sensible a las concentraciones hormonales; los diferentes estados del ciclo
estral estan asociados a los distintos cambios morfolégicos del tejido vaginal (Shabsigh
y col.1999). _

La tnica estructura genital de la rata hembra conectada con el sistema urinario es
el clitoris, localizado en un prepucio con las glandulas vestibuli bulbi similares a las
glandulas prepuciales del macho. La végina estd localizada dorsalmente respecto a la
uretra y estan totalmente separadas. La uretra no entra en la vagina o vestibulo como se

observa en otros animales domésticos (Bivin y col.1979).
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Figura 3. Anatomia del aparato reproductor de la rata hembra.
Aferencias y eferencias del aparato genital de 1a rata hembra

A pesar de los muchos estudios que se han realizado en el ultimo siglo acerca de
las vias o rutas exactas que siguen los nervios del aparato reproductor femenino, sus
funciones no han sido claramente demostrados. En la rata hembra, las aferencias
sensoriales desde los receptores de presion en la piel de los flancos o ancas, la base de la
cola y la region perineal, asi como de la vagina y el cervix juegan un papel importante
en la induccidn de la lordosis. La estimulacién sensorial durante la cépula desde las
partes més superficiales y profundas de los 6rganos genitales, pueden viajar a través de
tres diferentes nervios: el pélvico, el pudendo y el hipogistrico (Veening y Coolen
1998) (Figura 4).

El nervio pélvico (rama viscerocutanea) de la rata hembra contiene aferencias
desde la piel perineal, de la pared vaginal y el utero (Veening y Coolen 1998; Peters y
cols. 1987). La mayor densidad de esta inervacién y las reacciones mas evidentes
pueden ser observadas en la regién vaginal, mas especificamente en la base del cerviz
uterino (Nance y cols. 1988; Berkley y col. 1988). Los estimulos que activan estas fibras
sensoriales dan lugar a la distensién y movimiento de los misculos durante el
apareamiento, siendo estos estimulos importantes para la manifestaciéon de la lordosis
(Carlson y col. 1965). Ademas es responsable de la analgesia inducida por la copula

(Gomora y .col. 1994), y participa en la induccién de la pseudoprefies (Carlson y col.
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1965). Estudios conductuales en ratas han mostrado que las neurectomias pélvicas
interfieren con los eventos dependientes de estimulos sensoriales como la induccion de
la pseudoprefiez o la lordosis, procesos que ocurren cuando el cervix es estimulado.
Estudios electrofisioldgicos en ratas han demostrado que la distension o contraccion del
canal vaginal y el cervix evocan actividad multiunitaria en el nervio pélvico (Berkley y
col.1990).

Una gran diversidad de respuestas son evidentes en las fibras mecariorreceptoras
de la vagina. La vagina estd altamente inervada por fibras sensoriales aferentes en la
region de la base del cervix; estudios neurofisiolégicos indican que la parte mas
sensitiva de la vagina se localiza en la pared rostrolateral. Las variaciones en el tipo de
estimulo que activan estas fibras se debe a que cada una de estas presentan mayor
sensibilidad a un tipo de estimulo caracteristico. Es decir, algunas fibras se activan mejor
ante la distension y otras se activan mas facilmente ante la estimulacion a través de todo
el canal interno de la vagina, en direccién hacia el cervix. Esta combinacién de
respuestas indican que las fibras del nervio pélvico con sus mecanorreceptores en la
vagina normalmente proveen informacion acerca de la dindmica del estimulo que ocurre
durante el apareamiento (Berkley y col., 1990).

Esta actividad vaginal mecanorreceptora de las aferencias del nervie pélvico
estan involucradas en el reflejo de lordosis y sus posteriores consecuencias liteas, pero
también juegan un papel importante en la apreciacién consciente de la estimulacién
mecanica de la vagina como una sensacién inocua o como una dolorosa. Estas fibras
nerviosas pélvicas invariablemente poseen una gran variedad de respuestas (Berkley,
1990).

En la rata hembra, el nervio pudendo es activado por estimulos cutianeos desde
la region perineal y por la estimulacion tactil de la banda del clitoris, y no responde ante
ninguna estimulacién interna (Peters y cols.,1987). Ademés, los estimulos
propioceptivos desde los musculos estriados del piso pélvico son transmitidos por el
nervio pudendo (Veening y Coleen, 1998; McKenna y Nadelhaft, 1986). El nervio
pudendo inerva los musculos estriados perineales en hembras y machos. Ademas, lleva
informacion aferente desde el pene o clitoris y piel perigenital; es un componente

importante del control espinal de las funciones sexuales y excretoras. Investigaciones en

10



humanos, monos, perros y gatos han revelado que las motoneuronas pudendas estdn
localizadas en el nticleo de Onuf’s. Las motoneuronas pudendas de la rata hembra estan
involucradas basicamente en el control de las excreciones de los esfinteres. El nervio
pudendo representa la ruta o via simpética del control de la funcién sexual, ademds del
nervio hipogdstrico y la cadena simpatica (McKenna y Nadelhaft, 1986). La monta
parece activar principalmente el nervio pudendo, sin embargo esta estimulacién genito-
sensorial superficial no es suficiente para inducir la inmunorreactividad para la proteina
c-fos (FOS-IR), mientras que la intromisién induce FOS-IR en el nefvio pélvico, a su
vez esta estimulacién viscero-sensorial parece ser la responsable de la FOS-IR
relacionada con la eyaculacion (Veening y Coleen, 1998).

El nervio hipogastrico parece tener fibras aferentes con origen en el cuerno del
utero (Veening y Coleen, 1998; Berkley y col. 1988; Peters y col. 1987). Las fibras
aferentes desmielinizadas del ttero de la rata son capaces de transportar una gran
variedad de informacién mecanica y quimica. Las fibras aferentes del nervio
hipogastrico pueden transportar informacion precisa acerca de los aspectos espaciales y
temporales de los estimulos mecénicos que se llevan a cabo en el Gtero asi como otros
organos pélvicos viscerales; estas fibras son responsables de la transmision de la
informaci6n acerca de los estimulos nocivos y/o inocuos que producen una sensacion de
dolor (Berkley y col., 1988 y 1990).

Las fibras aferentes desde el cervix viajan a través del nervio hipogastrico y
pélvico hasta el SNC en dos niveles segméntales separados: T3-L3 a través del nervio
hipogastrico, y L¢-S; por medio del nervio pélvico (Berkley y col. 1993b). A pesar de
que las fibras de ambos nervios llevan informacién sobre la estimulacién del cerviz, las
respuestas caracteristicas son diferentes. Las fibras del nervio hipogastrico transmiten
informacién basicamente sobre la estimulacién mecanica y quimica intensa y efimera
sobre el Gtero/cerviz; por otra parte, las fibras aferentes pélvicas transmiten informacién
de estimulos mecanicos y quimicos de baja intensidad y prolongados sobre el canal
vaginal hacia la cuerda lumbosacra y el cerviz. Las fibras de ambos nervios responden
ante la estimulacion, sin embargo el nervio hipogastrico requiere de una estimulacién
considerablemente mas intensa para su activaciéon respecto de las fibras del nervio

pélvico (Berkley y cols. 1993 a,b).
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La estimulacién copulatoria cervical provocada naturalmente por un macho o de
forma mecanico-artificial (EVC) ocasiona contracciones de respuesta en los musculos
posturales (iliaco y psoas mayor), pero inhibe las contracciones de los masculos pélvicos
producidos por la estimulacion perineal. Este fenomeno refleja su accién excitadora e
inhibidora sobre las motoneuronas correspondientes (Pacheco y col. 1998).

Las fibras aferentes uterinas son mas sensitivas durante el estro vaginal que
durante otras etapas del estro. Soportando la hipdtesis de que el complejo de propiedades
biolégicas de las fibras sensoriales que inervan el utero varian respecto a los cambios
caracteristicos del tejido uterino, como los que suceden durante el ciclo estral. Las
respuestas propias de las fibras aferentes uterinas estan sujetas a cambios sistematicos y
no sélo como funcidn del estro o de la irritacién, sino también como una funcion de las
enfermedades, madurez reproductiva, estado de prefiez, y‘ muchas otras variables

(Ghanima y col. 2000; Berkley y col. 1988).

Nervio
Qenitofemural

Necvio
peivico

Figura 4. Principales nervios que participan en Ia conducta reproductiva de la rata.

Estructuras cerebrales y espinales implicadas en la conducta sexual femenina
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La activacién neural en relacién a la interaccion sexual ha sido estudiada en los
cerebros tanto de machos como de hembras utilizando diversas técnicas, entre las que
destacan la técnica de inmunorreactividad hacia genes de expresion temprana como c-
fos (FOS-IR) como medida de activacién, la inmunorreactiviad a receptores de
estrogenos (IR-ES), y diversas técnicas electroencefalograficas, tales como el
electroencefalograma (EEG), la actividad multineuronal (AMN) y la actividad unitaria,
eﬁtre otras.

Existe una larga lista de estructuras neurales que se han involucrado en la
actividad sexual, estas estructuras concentradoras de hormonas del tallo cerebral y del
cerebro medio de roedores, tanto en hembras como machos, son activadas durante la
interaccién copulatoria, tal actividad esta asociada con la estimulacion de los nervios
sensoriales que inervan el pene o la vagina/cervix, con los estimulos olfatorios o
ferhormonales, asf como en relacion a incentivos sexuales condicionados. Estas regiones
incluyen el area predptica, septum lateral, el nicleo de la base de la stria terminalis,
hipotilamo paraventricular, hipotdlamo ventromedial, amigdala medial, nicleo ventral
paramamilar, fegmentum ventral, la parte parvicelular del nicleo talamico
subparafascicular, el campo tegmental central y el nicleo peripenduncular. Regiones que
no tienen los receptores intracelulares esteroideos clasicos, como el estriado dorsal y
ventral o la corteza prefrontal también son activados (Pfaus y Heeb, 1997; Rajendren y
Moss, 1993; Pfaus y col.1994; Veening y Coolen 1998; Erskine y Hanrahan, 1997,
Aggletton, 2000). Las areas del cerebro relacionadas con la facilitacién e inhibicion de la
conducta sexual femenina, en especial la lordosis, incluyen al cerebro anterior,
hipotdlamo, mesencéfalo, parte baja del tallo cerebral y la médula espinal (Pacheco y
c0l.1998; Pfaus y Heeb, 1997; Veening y Coleen, 1998; Xiao y Becker, 1997).

En la rata hembra se ha logrado detectar la activacién de grupos de neuronas
FOS-IR ante la estimulacién vaginocervical que son similares a los grupos de neuronas
marcadas especificamente en la eyaculacidn de los machos (Pfaus y cols. 1993; Tetel y
c0ls.1993). En las ratas hembra el grado de activavion FOS-IR en muchas de las
‘regiones concentradoras de hormonas esteroideas fue mucho menor después de la
conducta sexual sin intromisiones respecto a las montas con intromisiones similarmente

a la estimulacién manual de los flancos traseros o asi como la seccion del nervio pélvico
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indujo una menor FOS-IR. El reflejo de lordosis por si solo no induce la expresion de c-
fos, y no esta bien claro todavia como es que otras conductas sexuales como las
conductas proceptivas, de solicitacion o de “pacing” inducen FOS-IR en diferentes
regiones cerebrales (Pfaus y Heeb, 1997).

Por otra parte, varias estructuras del sistema limbico han sido implicadas en la
regulacion de la funcionalidad gonadal. Asi se ha demostrado que la estimulacion
eléctrica de la amigdala ocasiona la ovulacién en el conejo, gato y rata. A su vez
lesiones bilaterales en el hipocampo y la amigdala en la rata adulta alteran el ciclo estral,
sugiriendo que estas estfucturas juegan un papel modulador en el control de las
funciones de las gonadas (Teresawa y Timiras, 1968).

La participacién de estas estructuras en el control de la conducta sexual ha sido
investigado ampliamente. Kliiver y Bucy (1939) mostraron‘que las ablaciones de la
amigdala producian “hipersexualidad” en monos. Schreiner y Kling (1953) demostraron
que lesiones restringidas a la amigdala podrian ocasionar estas conductas de
hipersexualidad en gatos de ambos sexos (Mascé y Carrer, 1980). El bulbo olfatorio, a
su vez, juega un papel importante en la conducta sexual de la rata durante el ciclo estral.
La bulbectomia da origen a un aumento en la receptividad sexual (Rodriguez Sierra y
cols.,1975) debido a que incrementa el sitio de unién de los estrégenos a sus receptores

en la amigdala (Guevara-Guzman y col. 1997; McGinnis y col. 1985).
La Corteza Prefrontal

Las conexiones del nicleo talimico medio dorsal con las areas corticales
frontales han servido de criterio para identificar y definir a la corteza prefrontal (CPF) en
una amplia variedad de especies (Fuster,1997; 2001). Es la corteza de asociacion de los
16bulos frontales y esta conectada con el tallo cerebral, el tilamo, los ganglios basales y
con el sistema limbico. Mucha de esta conectividad con las estructuras subcorticales es
reciproca. De manera agregada, las conexiones aferentes desde el tallo cerebral, el
diencéfalo y el sistema limbico convergen hacia la CPF con informacién del medio
interno, los niveles de motivaciones para el animal, asi como los aspectos viscerales de

las emociones (LeDoux,1993, Paus y c0l.1999). En general, la influencia de la CPF enla
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atencion, y su papel en el procesamiento selectivo de la informacidn es inseparable de su
papel en la organizacién de las acciones dirigidas a una meta (Damasio y col. 1994).

La CPF de la rata incluye diversas regiones del 16bulo frontal, y funcionalmente
suele dividirse en CPFmedial y CPForbital. La corteza del cingulo de la rata comprende
las areas Cgl, Cg2 y Cg3. La corteza prefrontal medial comprende desde Cg! hasta Cg3.
incluyendo el 4rea infralimbica (IL) (Kolb,1990a,b; Beckstead, 1976, 11979; Divac y
cols. 19785, b; Domisick 1969, 1972; Zilles y Wree, 1985). La corteza infralimbica (IL)
recibe aferencias desde el hipocampo, subiculum, nicleo talamico medio dorsal, y area
tegmental ventral (Berger y cols.1976; Swanson, 1981), y se proyecta hacia el ntcleo
reuniens, el area hipotalamica lateral y nicleo del tracto solitario (Kolb,1990a,b; van der
Kooy y col.1982) (Figura 5).

Especialmente relevantes para las funciones integradbras de la conducta en la
CPF son las conexiones aferentes desde la amigdala y el hipotdlamo. La amigdala
proyecta ventral y medialmente hacia la CPF (Porrino y col. 1981; Ray y Price, 1993), al
igual que el hipotdlamo (Jacobson y col. 1978). Estas conexiones probablemente juegan
un papel importante en la representaciéon y promocion de las conductas emocionales
(LeDoux, 1993). La CPF esta conectada con otras areas de asociacion corticales, pero no
con la corteza sensorial 0 motora primaria (Fuster, 2001). La mayoria de las areas
corticales tienen acceso a la amigdala y a estructuras asociadas via la corteza perineal, a
su vez el complejo amigdalino tiene conexiones reciprocas con la mayoria de las
regiones prefrontales (Cg2, Cg3, IL, AID, AIV, LO y VLO) (Amarral, 1998; Ferino y
col. 1987; Swanson, 1981).

Las lesiones de la CPF parecen alterar las conductas sexuales y el
comportamiento social en diferentes mamiferos (Fritts y cols., 1998; Holson, 1986).
Muchas de las conductas sexuales y sociales requieren de una secuencia temporal y
espacial bien organizada, donde las alteraciones conductuales en las ratas lesionadas se
han atribuido al efecto directo sobre el procesamiento y evaluacién de los estimulos
olfatorios. Ademads, estas lesiones alteran el componente afectivo o emocional del
procesamiento de los estimulos ambientales, ya que recibe importantes aferencias desde
la amigdala y los sistemas dopaminérgicos mesolimbicos (Krettek y Price, 1977,

Lindvall y cols. 1978).
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Figura 5. Clasificaciéon funcional de la CPFm de la rata: corteza del cingulo

(Cg) Cg1,Cg2, Cg3 e infralimbica (IL) (adaptado de Kolb, 1990a).
La Amigdala

En primates, la amigdala se localiza en la parte anteromedial del 16bulo temporal,
ventromedial al estriado y anterior a la parte ventral de la formacion hipocampal. Tiene
una posicién similar en especies no primates, tales como el gato 'y la rata donde la
principal diferencia radica en que el 16bulo temporal no estd bien desarrollado (Agletton,
2000) (Figura 6). Después del hipocampo, la amigdala es la estructura mas importante
del sistema limbico.

La amigdala en todos los mamiferos es anatdmicamente compleja ya que esta
conformada por numerosos niicleos que se relacionan entre si, asi como con regiones no
amigdalinas adyacentes. Tradicionalmente dos principales grupos de nicleos han sido
reconocidos: un grupo superficial “corticomedial” (incluye el nucleo cortical, el nicleo
lateral del tracto olfatorio, el micleo medial y el nucleo central) y un grupo més
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profundo “basolateral” (el cual incluye varias subdivisiones del nicleo lateral, basal y
basal accesorio) (Gloor, 1997).

Pocas estructuras telencefalicas  exhiben tanta diversidad en sustancias
neuroactivas como la amigdala (Aggleton, 2000; Nieuwenhuys, 1985). Ademas de los
clasicos aminoacidos neurotransmisores excitatorios e inhibitorios como el glutamato y
asparatato (McDonald, 1989) y GABA (Ben-Ari y col.1976; McDonald, 1985a;
McDonald y Pearson, 1989), las terminales en la amigdala incluyen sistemas
colinérgicos ascendentes dopaminérgicos, adrenérgicos y serotonérgicos (Gloor, 1997).
La amigdala contiene la mayoria de los neuropéptidos que se han encontrado en el
sistema nervioso central de los mamiferos. Ademdas varios grupos de neuronas
amigdalinas son receptoras selectivas de hormonas esteroideas, particularmente
estrééenos (Pfaff y Keiner, 1972, 1973; Pfaff y cols, 1976; Don Carlos y col.1991) y
androgenos (Stumpf, 1972; Sar y Stumpf, 1975, 1977; Simerly y col.1990), y también
coticoesteroides (Stumpf,1972; Stumpf y Sar, 1975; Warenbourg, 1981; Stopa y col.
1991). La parte anterior del nicleo medial tiene el mimero mas grande de células
concentradoras de estrégenos de toda la amigdala (Mascé y Carrer 1980; Stumpf y
col.1975; Pfaff y Yasuo, 1979). Receptores opidides son particularmente abundantes en
la amigdala y se encuentran en todos sus nicleos (Wamsley y col. 1982).

Al igual que muchas otras partes del cerebro la amigdala es heterogénea tanto en
su estructura como en su funcién. Esto ha sido demostrado mediante pruebas de
aprendizaje y memoria (McDonald, 1998). La estimulacion y ablacion de la amigdala es
animales experimentales muestra su relacién con impulsos biolégicos: y aspectos
motivacionales: arousal, orientacién y suefig; conductas agonistas (pelea o vuelo);
alimentacion y bebida; conducta maternal y reproductiva; recompensa y castigo
(Kaada,1972). Durante mucho tiempo se ha considerado a la amigdala como un area
crucial para el procesamiento emocional de la informacidn sensorial o del medio externo
(Gloor, 1972, 1997).

Se ha propuesto que las estructuras amigdalinas juegan un papel importante en la
modulacion e integracion del control en la conducta sexual de la rata hembra (Erskine,
1993; Rajendren y Moss, 1993; Veening y Coolen, 1998) as{ como en la integracion de

la motivacién sexual. La estimulacion de la amigdala medial (AmM) induce la
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ovulacién, por otra parte la ablacién o estimulacién de la region lateral de la amigdala
altera secuencialmente la conducta sexual pero no la inhibe (Teresawa y Timiras, 1968).
Las lesiones o ablaciones de esta estructura no impiden la ejecucion de la
conducta sexual, sin embargo las conductas no son ejecutadas secuencial y
adecuadamente, sugiriendo que participa mas, en aspectos integradores y/o moduladores
de esta conducta que en la ejecucién de la misma. Esta region puede jugar un papel muy
importante en las funciones neuroenddcrinas relacionadas con la gestacion; se sugiere
que la AmM de las ratas hembra esta involucrada en la generacidn de los cambios
neuroendécrinos inducidos por la estimulacion vaginocervical (EVC) asociados a la
pseudogestacion. Tales cambios (e). liberacién nocturna de prolactina) duran
aproximadamente 12 dias después de la EVC, lo que sugiere que esta estimulacion
activa un circuito reverberante o de “memoria” (Pfaus y Heeb; 1997). Asi como el corte
de los nervios olfativos y la remocion del érgano vomeronasal inhiben la conducta de
preferencia de pareja, la destruccion electrolitica de la AmM también inhibe la conducta
de preferencia de pareja (Coopersmith y col.1996). Lesiones en la AmM eliminan la
conducta de preferencia de pareja en ratas hembra, incluso después de un tratamiento
hormonal (estrogeno y progesterona). Las hembras lesionadas permanecen mucho mas
tiempo con el macho respecto al grupo control e incluso, no rechazan los intentos
copulatorios del macho durante el anestro. Este patrén en la conducta sexual sugiere que
la AmM ocasiona una disfuncioén en las respuestas emocionales de la conducta sexual,
estando involucrada en la regulacion emocional de la conducta de preferencia de pareja

(Kondo y Sakuma, 2001).
Estudios de Estimulacién Vagino-Cervical (EVC)

La estimulacion genital interviene en una gran variedad de funciones
reproductivas en la rata hembra. La estimulacién puede ser tanto interna (ej. vaginal)
como externa (ej. perineo) o una combinacion de ambas. El proceso de estimulacion
vaginal (EV) comprende una gran variedad de estimulos mecénicos naturales en la
region de la vagina y cervix. Tal estimulacion puede resultar de la estimulacién con el

pene durante la copula, o de la estimulaciéon mecénico-artificial, bajo condiciones de

18




laboratorio. Esta tltima es conocida como estimulacion vagino-cervical manual (EVC) y
consiste basicamente, en estimular con una presion suficiente (200 - 400g) la region de
la vagina/cervix mediante el uso de un émbolo de vidrio (Komisaruk y cols., 1994) o un
globo de litex (Guevara Guzmén y cols.,1997) ¢ bien a través de la aplicacion de
descargas eléctricas (Beach, 1975). De acuerdo a la técnica descrita por Komisaruk
(1973), el embolo presiona contra la vagina y cervix, los cuales estan comprimidos por
un tejido conectivo contenido en dos laminas muy finas cada uno de los cuales pasa por
uno de los cuellos uterinos. El embolo no entra en el cuello del ttero, sin embargo ejerce
presion longitudinalmente sobre el canal vaginal mientras comprime el cervix.

En la rata hembra la EVC o EV da origen a una gran variedad de cambios
conductuales, neuroendocrinos, autonémicos y neurales (Martinez Gomez y cols. 1992.,
Rodriguez Sierra y col. 1975) ya que potencializa la respuésta de lordosis, facilita o
inhibe las conductas proceptivas (Crowley y col, 1976,1977); induce cambios
neuroendécrinos incluyendo la liberacion por la hipofisis de oxitocina, LH y prolactina
(Higuchi y col., 1986, 1987); induce la pseudoprefiez o prefiez temprana (Erskine, 1985,
1993), atenua las respuestas conductuales y neurales ante una estimulacion no placentera
(Pfaff 1980,1999), y su efecto analgésico ha sido ampliamente estudiado (Gomora y col.
1994); eleva el ritmo cardiaco y la presion arterial, as{ como la dilatacion de las pupilas
(Komisaruk y col. 1998). Ademas, se ha correlacionado clon la activacion de varias
areas especificas del cerebro (Pfaus y col.,1993,1997; Peters y col., 1997); induce
cambios en la actividad unitaria de las neuronas del hipotalamo y del cerebro medio
(Haskins,1983), en el complejo talamico vomeronasal (Berkley 1990, 1993 a,b,c), en ¢l
nicleo del tracto solitario (Hubsher, 1994; Pfaff, 1973) y en el bulbo olfatorio (Guevara
Guzman y col., 1996). _

Los estudios iniciales de activacién FOS-IR por EVC consisten en la aplicacién
de una simple o doble estimulacién de 400g de presion sobre el cerviz durante 10 scon
el émbolo de una jeringa de plastico de 1 ml, o en series distribuidas de 50 EVC (cada
una de 2s) con el émbolo de una jeringa de vidrio redondeado y lubricado en intervalos
de 6 min, disefiados para mimetizar el patrén temporal de la estimulaci(’).n intromisiva
que la hembra recibe durante una hora de copula (Pfaus y Heeb, 1997). Pfaus y col

(1994) han investigado el umbral de estimulacién necesario para inducir la FOS-IR
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dentro de las estructuras concentradoras de estrogenos, como el area predptica medial
(mPOA), la base del nicleo de la stria terminalis (BSNT), nicleo ventromedial del
hipotdlamo (VHM) y la amigdala medial (AmM). Las ratas ovariectomizadas y bajo
tratamiento hormonal fueron sometidas a la EVC por 0,1,5,10,20,30,40 o hasta 50 veces
durante el curso de una hora. Una simple estimulacion fue necesaria para inducir FOS-
IR en la AmM y un poco en mPOA (Pfaus y col. 1993, 1994; Pfaus y Heeb, 1997).

Cambios generalizados en la actividad eléctrica del cerebro y cambios en la
frecuencia y patrén de disparo del hipotadlamo han sido registrados después de la
estimulacion vaginal y cervical en una gran variedad de especies (Veening y Coleen,
1998; Blake y Sawyer, 1972; Guevara Guzman y cols.,1997; Ramirez y cols., 1966;
Teresawa y Timiras, 1968). Los cambios en la actividad electroencefalografica después
de la EVC han sido registrados en el cerebro de la rata, Ramirez y col. (1967) han
mostrado que la actividad EEG de la corteza frontal y parietal presenta un estado de post
reaccion a la EVC caracterizado por un EEG similar al del suefio cuando la EVC se lleva
a cabo en el estro, el efecto perdura varios minutos después de la estimulacion,
sincronizando el EEG; en tanto que en las hembras en diestro bajo EVC predomina un
EEG desincronizado parecido al del estado de alerta (Ramirez y col., 1967).

Es muy conocido que la estimulacion vaginal en la tarde del diestro es incapaz de
originar cambios en la actividad multiunitaria como la observada después de la
estimulacion en la tarde del proestro, debido a que el cerebro no ha sido adecuadamente
expuesto al estrogeno (Blake y Sawyer, 1972) y que la EVC induce cambios en la
actividad unitaria en el hipotdlamo y tallo cerebral, en el ntcleo taldmico ventrobasal y
en ei nicleo del tracto solitario (Guevara Guzmén y col. 1997). A este respecto se ha
reportado también que la actividad unitaria del bulbo olfatorio en ratas en proestro-estro
manifiesta un incremento mucho mayor durante la EVC respecto al incremento
observado en las ratas en diestro {(Guevara Guzman y co0l.1997). Hay indicios de que las
hembras son sensibles al tipo de estimulacién copulatoria recibida y que los patrones de
esta estimulacién tienen consecuencias directas sobre el subsecuente comportamiento
reproductivo.

La actividad aferente de la EVC llega a la médula espinal por medio del nervio

pélvico e hipogastrico, los cuales inervan las estructuras del tracto reproductivo
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femenino, incluyendo la vagina, cervix y utero (Ganima y col.,2000; Berkley y col,,
1990; Ginzler y Komisaruk, 1991; Gomora y col.,1994), tal y como lo demuestran los
registros electrofisiologicos (Berkley y col. 1993b).

La expresion de la FOS-IR mas significativa en respuesta a la EVC se observé en
los segmentos Ls-S; en comparacion con los otros segmentos lumbares. Esta drea juega
un pabel muy importante como componente de los segmentos espinales que reciben los
estimulos sensoriales vaginocervicales y sggieren que la EVC activa vias
espinotalamicas y espinohipotdlamicas (Burnstein y col., 1990) que probablemente
median las respuestas neuroendocrinas y analgésicas ante la EVC (Crowley y col.1977).

La expresion de c-fos, producto de la EVC depende también de la etapa del ciclo

" estral y del tiempo de estimulacion, ya que conforme aumente la EVC aumentara la

expresion c-fos. La expresién mas significativa en la medula lumbosacra se presenta en
la etapa de estro y la respuesta menos significativa se presenta en proestro (Ganima y
col. 2000; Chinapen y col. 1992).

La receptividad de la rata hembra se incrementa con niontas con pocas
intromisiones o cuando a la hembra se le permite tener solo una intromision (Hardy y
DeBold, 1973). Por otra parte la receptividad disminuye por la excesiva estimulacion
resultado de las multiples intromisiones. Parece ser que la estimulacién vaginal facilita
la lordosis y a su vez promueve conductas de rechazo, por lo que se ha propuesto que-tal
vez la estimulacién vaginal tiene un componente facilitador, y otro aversivo que puede

prevenir [a receptividad (Rodriguez Sierra y col.1975).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha descrito que la estimulacién somatosensorial de origen cutaneo (desde ia
region perineal y flancos traseros) y de origen vagino-cerviéal juegan un papel
importante para la induccién Ae la lordosis, asi como en la induccion de los cambios
hormonales relacionados con la gestacion y en la manifestacion de las conductas
proceptivas posteriores a la EVC.

Se ha descrito que la EVC de la copula normal o artificial puede ejercer un efecto
que puede perdurar por mucho mas tiempo (horas o dias) que aquel producto de la
estimulacion misma. El que la EVC provogue facilitacion o inhibicion de la conducta
copulatoria depender4 de la intensidad o del patrén de estimulacion, asi como de la
latencia y duracion del efecto de dicha estimulacion. ‘

La amigdala es un complejo de diferentes nucleos que estd implicada en
numerosas funciones, sobre todo en aquellas relacionadas con motivacion, memoria y
procesamiento emocional de la informacién sensorial o del medio externo. Su influencia
sobre varios aspectos de la reproduccion es a través de sus efectos sobre la secrecion de
gonadotrofinas, secrecion de prolactina y conducta sexual. Se ha reportado que la
actividad neural en la AmM se incrementa durante y hasta por varios minutos o incluso
dias después de la EVC. Ademads su estimulacion eléctrica o quimica resulta en una
elevada incidencia de lordosis y de pseudogestacion en la rata. Entre las numerosas
aferencias y eferencias de la amigdala figura la corteza prefrontal, drea cortical que
juega a su vez un papel modulador importante sobre le procesamiento sensorial,
procesos de memoria y organizacidon secuencial relacionados con conducta sociales,
tales como la conducta sexual y maternal. .

Por otro lado se ha descrito que la sensibilidad a los estimulos sensoriales,
particularmente olfatorios y somatosensoriales, asi como la excitabilidad y actividad
eléctrica de diversas estructuras cerebrales en respuesta a la EVC varia a través del ciclo
estral.

Ya que se ha descrito que tanto la amigdala medial como la corteza prefrontal
participan en el procesamiento motivo-emocional y en la integracion sensorial durante la

interaccién copulatoria, en este estudio se pretende determinar si la actividad
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electroencefalografica (EEG) de estas estructuras presenta cambios caracteristicos
durante la EVC artificial y si este patrén EEG caracteristico es influenciado por la fase

del ciclo estral en que se encuentre la rata.

.
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HIPOTESIS

La estimulaciéon vaginocervical se asociara con una mayor proporcién de

frecuencias rdpidas en la CPF y en la AmM de las ratas en Proestro-Estro.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el patron electroencefalografico de la CPFm y de la AmM durante el
ciclo estral de la rata virgen y el efecto de la estimulacién vaginocervical sobre este

patron.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Caracterizar la actividad electroencefalografica de la CPFm y de la AmM de la
rata virgen en Proestro-Estro y en Diestro.
2.- Determinar si la  estimulacion vaginocervical afecta el patrén
electroencefalografico caracteristico de la CPFm y de la AmM en las ratas en
Proestro-Estro y Diestro.
3.- Determinar si el tiempo o intensidad de EVC se asocia con una activacion EEG

diferencial en la CPFm y/o en la AmM.
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MATERIALES Y METODO

Animales

Todas las ratas Wistar utilizadas en este trabajo fueron criadas en el bioterio del
Instituto de Neurociencias de la Universidad de Guadalajara para mayor control de
edad. Todos los animales fueron mantenidos bajo un ciclo invertido de luz-oscuridad
{(12hr luz y 12 hr oscuridad), a una temperatura de 24 + 2 °C, con agua y alimentacién

ad libitum, en cajas de acrilico transparente con una cama de aserrin.

Implante de electrodos

Se utilizaron 10 ratas hembra virgenes adultas de la cepa Wistar, las cuales al
alcanzar un peso de entre 250 — 300 g fueron-implantadas biléteralmente con electrodos
monopolares. Cada hembra fue anestesiada con pentobarbital sédico (35 mg/Kg, ip) para
ser implantada bilateralmente y a permanencia con electrodos monopolares en la
Corteza Prefrontal Medial (CPFm; 2.95 mm antero posterior respecto a bregma; 0.6 mm
lateral respecto a la linea media y 5.1 mm por debajo de la duramadre, con la barra
incidora colocada a —2.5 mm) y en la Amigdala Medial (AmM; 3.3 mm antero posterior
respecto a bregma; 3.2 mm lateral respecto a la linea media y 8.6 mm por debajo de la
duramadre, con la barra de incisivos colocada a —2.5- mm) segin las coordenadas
estereotdxicas del atlas de Paxinos y Watson (1997). Los electrodos utilizados se
elaboraron con alambre de acero inoxidable (200 um de diametro) aislado en toda su
longitud, a excepcion de la punta que tendrd descubierta la superficie de su seccidn
trasvérsal. Se colocaron ademas dos tomillos de acero inoxidable, uno en la parte mas
anterior del craneo que servird como electrodo de referencia y otro en la parte mas
posterior que sirvié como electrodo de tierra. Las salidas de los electrodos se soldaron a
un conector hembra miniatura que se fijaron al craneo con cemento dental.

Cada rata implantada fue mantenida en una caja individual de acrilico

transparente con una cama de aserrin durante todo el experimento.
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Registro de la actividad eléctrica cerebral

Después de un periodo de recuperacion postquirurgico de 8-10 dias, todas las
ratas fueron llevadas al cuarto de registro y se conectaron al poligrafo para su
adaptacion. El dia de registro, las sdlidas de todos lo electrodos fueron conectadas a los
dispositivos de entrada de un poligrafo Grass 7B, del cual las sefiales, una vez
amplificadas y filtradas, pasan a un convertidor analdgico digital que funciona como
interfase hacia una microcomputadora, en la cual se tienen programas computacionales
elaborados éx—profeso para la captura simultanea del EEG de las cCuatro estructuras
cerebrales. La captura en linea de las sefiales EEG se efectué mediante un programa
llamado Captusen (Guevara Pérez y col. 1997), en el que se cépturan a voluntad
segmentos de dos segundos de EEG. Los filiros para el registro se colocaron de 1-35 Hz

y la frecuencia de muestreo fue de 256 Hz.

Registro EEG durante la estimulacién vaginocervical

Los registros EEG durante la EVC se realizaron tinicamente en dos fases estrales
de la rata; en el Proestro-Estro (P-E) y en el Diestro (D), cuya determinacion se efectud
mediante la extraccién diaria y observacién microscdpica del frotis vaginal, y mediante
la exposicion de la hembra ante un macho sexualmente experto para detectar el estro
conductual. Los registros EEG se realizaron durante la tarde del proestro maiiana del
estro (P-E) y diestro (D) entre las 14:00 y 17:00 h, siguiendo el mismo procedimiento
para ambas etapas.

Una vez determinada la etapa del ciclo estral de interés, se sometid a la rata a un
periodo de al menos media hora para adaptarse al cuarto de registro, el cual es
sonoamortiguado, semioscuro y se mantiene a4 una temperatura ambiente. Después de
ese periodo se coloco é la rata sobre una mesa, se conectaron las salidas de sus
electrodos al poligrafo. Luego de unos 2-3 minutos, se inici6 la captura de sefiales del
EEG en una conducta basal de vigilia quieto, sujetando suavemente a la rata durante el
tiempo necesario para registrar 30 segmentos de EEG.

La EVC se realizdé mediante un aparato estimulador, el cual consiste en una

jeringa de vidrio de I ml con resortes en su interior, con el émbolo redondeado, pulido y
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lubricado con aceite de maiz. Para ello, se sujeté suavemente a la hembra (de la misma
manera que para el registro basal) y se introdujo el extremo redondeado del émbolo en la
vagina, aplicandose una presion de 300g sobre la pared del cervix (Figura 7 a,b). Tal
EVC se mantuvo hasta que se lograron capturar 30 segmentos de EEG de 2 segundos

cada uno.

Figura 7b. Aparato de estimulacién vaginocervical (jeringa de vidrio de 1ml).

Analisis electroencefalografico

Se incluyeron los 30 segmentos de 2 s del EEG de cada estructura por cada sujeto
y situacién conductual. Después de una revisién previa en la cual se eliminaron todos
aquellos segmentos de EEG que tuvieran artefactos por ruido o movimiento, mediante

un programa elaborado ex-profeso, se aplicé la Transformada Rapida de Fourier para

" calcular la potencia total entre 4-21 Hz de modo que se obtuvo la potencia absoluta (PA)

y la potencia relativa (PR) de las bandas de 4-7, 8-12 y 13-21 Hz. Estos valores son
pardmetros de medicién complementarios: la PA es una estimacion de la magnitud de

componentes de la sefial (amplitud al cuadrado del 4rea bajo la curva de las ondas que
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constituyen cada banda de frecuencia), en tanto que la PR es la proporcion de potencia
con que contribuye cada banda al espectro total de potencia del EEG. Se calcul6 también
la correlacion inter- ¢ intrahemisférica de las estructuras mencionadas mediante el
coeficiente de correlacién producto-momento de Pearson.

Con el fin de determinar si el tiempo de EVC (y tal vez intensidad) afecta a la
actividad electroencefalografica de tales estructuras, en un analisis posterior se efectud
por separado el analisis de los 30 primeros segmentos de EEG de 1 s y los 30 posteriores

segmentos de EEG de 1 s.

Histologia

La localizacion de la punta de electrodos en las estructuras cerebrales de interés
se verificO mediante la técnica descrita por Guzman-Flores y col (1958). Para ello se
administré una dosis letal de pentobarbital y los animales fueron perfundidos por via
intracardiaca con una solucién de formalina al 10%. Veinticuatro horas mas tarde se
extrajeron los cerebros y permanecieron al menos por 40 hr en la misma solucién.

Posteriormente se incluyeron en parafina y se hicieron cortes coronales de 25 um
de grosor en un microtomo. Los cortes se colocaron en portaobjetos y se tifieron con

violeta de cresilo para posteriormente obtener fotografias amplificadas.

Analisis estadistico

El analisis estadistico fue limitado a las bandas de entre 4-21 Hz, ya que es
probable que las frecuencias bajas estén contaminadas por artefactos.Se aplico el analisis
de correlaciéon (Producto-momento de Pearson) para conocer el grado de semejanza que
presentaron las sefiales EEG de la CPFm y AmM izquierda y derecha en cada situacion
conductual, asi como la correlacién intrahemisferica de dichas estructuras. Para
determinar las diferencias entre condiciones, los valores de PA y PR de las diferentes
bandas en cada estructura fueron sometidas a un ANOVA de dos factores para medidas
repetidas. Para propdsitos estadisticos los valores de PA se convirtieron a logaritmos.
Los valores dé correlacion fueron transformados a valores Z de Fisher. Para determinar
las diferencias entre pares de medias, se utilizé la prueba t de Student, y las diferencias

se consideraron significativas cuando se alcanzé un valor de p< 0.05 a dos colas.
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METODO

10 ratas hambra virgenes Wistar
250-300gr peso

impiante bilateral en CPFm y AmM

Recuperacidn postquinirgica 8-10 dias

Determinacién de la fase del ciclo estral (diarip}
*Proestro-Estro ‘Diestro

*‘Registro EEG durante:
a) Vigilia-quieto (Basatl) . b) Estimulacion vaginocervical (EVC)

l

Analisis histoldgico def implante de eléctrodos

Andlisis det EEG: Transformada répida de Fourier
Bandas: 4-7, 8-12, 13-21 Hz
PR CORRELACION

30



RESULTADOS

Histolégicos

En la CPFm los electrodos estuvieron localizados entre 3.7 y 3.2 mm anterior a
bregma (entre la region prelimbica e infralimbica). En la AmM la punta de los
electrodos se ubico entre 5.8 y 6.04 mm posterior a bregma. En la mayoria de los casos
la ubicacion de los electrodos fue simétrica y sélo se consideraron aquellos sujetos en

los que no se detectaron sefiales de ubicacion erronea.

Conductuales

Durante la EVC se encontré que las ratas en P-E mostraron una conducta de
lordosis mas evidente durante los 60 s de EVC, sin embargo, a partir de los 26 a 30's, la
rata empez6 a manifestar conductas indicadoras de incomodidad o aversion a la EVC,
las cuales fueron representadas por ligeros movimientos de la cabeza, de los dientes y
vibrisas, asi como por mostrar una mayor tensioén corporal y emision de vocalizaciones.
Por otro lado, las ratas en D mostraron una conducta de lordosis menos pronunciada
durante todo el periodo de EVC y ademas, las conductas indicadoras de incomodidad

aparecieron mas pronto.

" Cambios EEG en relacién al ciclo estral

Corteza prefrontal medial

La actividad EEG de la CPFm presentd un patrén caracteristico durante el estado’
basal de vigilia-quieto. En términos generales, las ratas que estaban en P-E presentaron
una mayor PR de las frecuencias lentas (t=2.65, p=0.02 para la banda de 4-7 Hz) y una
menor PR de las frecuencias rapidas (t=-2.30, p=0.03 para la banda de 8-12 Hz y t=-
2.49, p=0.03 para la banda de 13-2]1 Hz) en la CPFm derecha respecto a las ratas que’
estaban en D. En la CPFm izquierda los valores de PR fueron muy similares aunque no

alcanzaron a ser significativas las diferencias (Figura 8).
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Estado Basal P-E vs D
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Fig. 8.- Media y error standard (n=10) de la PR de las tres bandas de frecuencia en la carteza prefrontal medial
zquierda (4) y derecha (B) de las ratas en Proestro-Estro (EB) y Diestro (DB) durante el estado basal
* p<0.05respectoa EB

El patrén EEG caracteristico del estado basal de las ratas en P-E fue diferente de
aquel mostrado durante la estimulacion vaginocervical (EVC), de manera que durante tal
estimuiacién en la CPFm derecha disminuyé la PR de la banda de 4-7 Hz (t=2.61,
p=0.02) y aumento la PR de las frecuencias rapidas de 8-12 (t=-0.98, p=0.05) y 13-21
Hz (t=-3.72, p=0.004) respecto al estado vigilia-quieto sin estimulacion. El mismo
patrén EEG fue encontrado en la CPFm izquierda para la banda de 4-7 Hz (t=3.99,
p=0.003); para la banda de 8-12 Hz (t=-2.03, p=0.05) y para la banda de 13-21 Hz (t=-
4.75, p=0.001) (Figura 9).
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Estado basal vs EVC en P-E
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Fig.9.- Media y error standard (n=10) de la PR de las tres bandas de frecuencia en la corteza prefrontal medial izquierda (A)
y derecha(B) de las ratas en Proestro-Estro durante el estado basal (EB)y durante la estimulacidn vaginocervical (EEVC)
* p<0.05respectoaEB  ** p<0.0lrespectoa EB

En contraste, cuando las ratas estuvieron en la fase de diestro, el patron EEG
caracteristico del estado basal en la CPFm izquierda y derecha no present diferencias
significativas en ninguna de las bandas de frecuencia respecto a la condicién de EVC

(Figura 10).

Estado Basal vs EVC en D
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Fig.10.-Media y error standard (n=10) de la PR de las tres bandas de frecuencia en la corteza prefrontal medial
tzquierda (A) y derecha(B) de las ratas en D durante el estado basal (DB) y durante 1a estimulacion vaginocervical
(DEVC).
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Al comparar la actividad EEG de la CPFm de ambos hemisferios durante la EVC
se hace evidente que tanto en la fase estral de P-E como en el D, la PR de las tres bandas

fue muy similar.

Amigdala medial

El patron EEG de la amigdala medial durante el estado basal presenté cambios
caracteristicos en relacion al ciclo estral. Las ratas en P-E mostraron una mayor PR de
las frecuencias lentas de 4-7 Hz (t=2.60, p=0.04) y una menor PR de las frecuencias
répidas de 8-12 (t=-2.18, p=0.03) y 13-21 Hz (t=-2.04, p=0.04) en la amigdala medial
izquierda respecto a las ratas que estaban en D. Los valores de PR obtenidos en la
amigdala medial derecha son similares aunque las diferencias no alcanzaron a ser

significativas (Figura 11).

Estado basal P-E vs D
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Fig.11.- Media y error standard (n=10) de la PR de las tres bandas de frecuencia en la amipdala medial izquierda (A)
y derecha (B) de las ratas en Proestro-Estro (EB) y Diestro (DB) durante €l estado basal
* p<0.05 respecto a EB
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Durante la EVC la actividad EEG de AmM de las ratas en P-E se caracteriz por
una disminucién en la PR de las lfrecuencias lentas de 4-7 Hz (t=4.54, p=0.001) y una
mayor PR de las frecuencias réapidas de 8-12 (t=-2.72, p=0.04) y 13-21 Hz (t=-5.35,
p=0.0004) respecto al estado basal, alcanzando la significancia estadistica en la AmM
izquierda; a diferencia de la AmM derecha que solo present6 un incremento de la PR en
la banda de frecuencias rapidas (13-21 Hz) durante la EVC respecto al estado basal (t=-

2.50, p=0.04) (Figura 12).

Estado hasal vs EVC en V-8
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Fig.12.- Media y ervor standard (n=10) de la PR de las tres bandas de frecuencia en la amigdala medial izquierda (A)
y derecha (B) de las ratas en Proestro-Estro durante el estado basal y durante la estimulacién vaginocervical.
*  p<0.05 respectoa EB  ** p<0.05 respecto a EB

No se encontraron diferencias significativas en la AmM izquierda ni derecha de
las ratas en D durante el estado basal vigilia-quieto respecto a la estimulacion
vaginocervical. Al igual que en la CPFm, la AmM tampoco present6 cambios EEG en

relacion al ciclo estral durante la EVC (Figura 13).
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Fig.13.- Media y ervor standard (n=10) de la PR de las tres bandas de frecuencia en ha amigdala medial izquierda (A)
y derecha (B) de las ralas en Proestro-Estro (EEVC) y Diestro (DEVC) durante 1a estimulacién vaginocervicat

Como en promedio se capturaron 60 segmentos de EEG de Is durante la
estimulacién vaginocervical en cada fase de interes del ciclo estral, se decidié dividir la
condicién de EVC en dos fases: una fase inicial en la que se incluyeron los primeros 30
segmentos de 1s y una fase final que incluyé los posteriores 30 segmentos de Is de
EVC. Esta division se efectud tomando en consideracién que aproximadamente entre los
13-15 segmentos de 2s cada uno, la rata empezé a manifestar conductas indicadoras de
molestia por la EVC (movimientos de vibrisas y dientes, mayor tensién corporal
tratando de liberarse).

Al comparar las fases iniciales y finales durante la EVC se encontré que s6lo en
la AmM, tanto izquierda como derecha de las ratas en P-E, la actividad EEG fue
diferente durante la EVC inicial respecto a la EVC posterior. Esto es, durante los
primeros 30 segmentos de EVC la AmM izquierda presenté una mayor PR de la banda
lenta de 4-7 Hz (t=4.16, p=0.003) y una menor PR de la banda rapida de 8-12 Hz (t=-
5.29, p=0.0007) respecto a la PR de las mismas bandas observada durante los 30
segmentos finales de EVC. En la AmM derecha se presento una mayor PR de la banda
lenta de 4-7 Hz (t=2.8, p=0.02) y una menor PR de la banda rapida de 8-12 Hz (f=—2.79,
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p=0.02) de los 30 segmentos iniciales respecto a los segmentos finales de EVC

alcanzando diferencias significativas (Figura 14).

Fase inicial vs Fase final durante EVC en P-E
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Fig 14.- Media y error standard (n=10) de la PR de las tres bandas de frecuencia en la amigdala medial izquierda (A)
y derecha (B) de las ratas en Proestro-Estro durante la primera mitad y segunda mitad de estimulacién vaginocervical -
*  p<0.05 respecto a primera mitad de EVC
** p<0.05 respecto a primera mitad de EVC

S6lo en la correlacion interamigdalina (r) (entre AmM izquierda y derecha) se
encontraron diferencias entre las dos fases del ciclo estral durante los primeros y
segundos mitad de EVC. Durante los primeros 30 s las ratas en P-E presentaron una
mayor correlacién de la banda de 8-12 Hz (t= -2.99, p=0.01) respecto a una menor °
correlacion observada durante los primeros 30 s de EVC en las ratas en D. Similarmente,
la correlacién interamigdalina de la banda de 13-21 Hz fue significativamente mayor
durante los 30 segundos posteriores de EVC en las ratas en P-E (t=2.40, p=0.03)
respecto a la menor correlacién observada durante los 30 segundos posteriores de EVC

en las ratas en D (Figura 15).
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I’ interamigdalina durante EVC en P-E vs D
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Fig. 15.- Media y error standard (n=10) dz la comrelacidn interamigdalina (r) de las ratas en Proestro-Estro y Diestro durante
la primera mitad (4) y segunda mitad (B) de estimulacién vaginocervical ‘

** p<0.01 respectoa primera mitad de EEVC

*  p<0.05 respecto a segunda mitad de DEVC
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DISCUSION

Los resultados del presente trabajo coinciden con estudios previos, donde se ha
descrito que la funcionalidad de diferentes estructuras cerebrales cambia en relacion a
los diferentes niveles Hormonales que caracterizan al ciclo estral de la raté (Kawakami y
Sawyer, 1959; Ramirez y col., 1997; Alcaraz y col., 1969, Cartas-Heredia y col. 1978;
Guevara-Guzmén y col. 1996, 1997; Contreras y col. 2000; Morgan y Pfaff, 2002). A su
vez, coincide con una gran variedad de estudios en los que se reporta que diferentes
estimulos sensoriales (auditivos, visuales, olfatorios o somatosensoriales) afectaran de
diferente manera la funcionalidad cerebral (Takenouchi y col. 1999; Jodo y col. 2000;
Braun y Poeggel, 2001; Mirenowicz y Schultz, 1994, 1996; Schultz, 1986, 1994) y que a
su vez, estos cambios asociados con la estimulacidn sensorial son también afectados por
el ciclo estral.

Aunque varios de los trabajos mencionados evaluaron los cambios funcionales en
relacion a la EVC en estructuras como la corteza cerebral (Ramirez y col. 1967), el
bulbo olfatorio (Guevara-Guzmén y col. 1996, 1997), el area predptica medial y el
hipotalamo (Haskins 1983), el complejo taldmico vomeronasal (Berkley 1990, 1993) y
el nucleo del tracto solitario (Hubsher, 1994; Pfaff, 1973) entre otras; por otra parte, muy
pocos estudios se habian enfocado ha estudiar Ja funcionalidad simulténea de la
amigdala y de la corteza prefrontal en relacién al ciclo estral y ante la estimulacion
vaginocervical, y menos ain tratando de analizar la correlacion funcional entre ambas
estructuras. La relevancia de este trabajo radica en la utilizacion de la técnica
electroencefalografica, para determinar el funcionamiento de estas estructuras .
especificamente durante la EVC; a difrencia de los métodos de activacion c-fos, en
donde el registro de la actividad cerebral es posterior al estimulo somatosensorial.

En este trabajo, la actividad en el EEG de la CPFm y de la AmM presentd un
patrén caracteristico durante el estado basal de vigilia-quieto. En términos generales, las
ratas que estaban en P-E presentaron una mayor PR de las frecuencias lentas y una
menor PR de las frecuencias rapidas (8-2 Hz y 13-21 Hz) respecto a las ratas que
estaban en D. Varios estudios han descrito una actividad rapida de bajo voltaje en

relacién a una mayor activacién conductual y/o neuronal en asociacién a los altos
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niveles de estrégenos caracteristicos de la fase de P-E en la rata (Kawakami y Sawyer,
1959; Alcaraz y col. 1969; Cartas-Heredia y col. 1978; Guevara-Guzman y col. 1996,
1997; Ramirez y col. 1997; Contreras y col. 2000; Morgan y Pfaff, 2002). Es probable
que la mayor activacion del EEG durante el estado basal mostrado en las ratas en D se
asocie con el mayor grado de ansiedad y activacion que muestran las ratas en esta etapa
del ciclo estral. Esta sugerencia podria ser apoyada por los estudios de Fernandez-Guasti
y Picazo (1990 y 1992) mostraron que las ratas en P-E presentan menores niveles de
ansiedad en pruebas de enterramiento (para evitar un choque eléctrico, la rata cubre con
aserrin el dispositivo) que las ratas en D.

El patron electroencefalografico caracteristico del estado basal de vigilia-quieto
cambid significativamente ante la estimulacidn vaginocervical pero sélo en las ratas en
P-E, de manera que durante tal estimulacion en la CPFm y en la AmM disminuyé laPR
de la banda de 4-7 Hz y aument6 la PR de las frecuencias rapidas de 8-12 y 13-21 Hz
respecto al estado basal de vigilia-quieto sin estimulacién. No obstante, al comparar el
EEG del estado basal de las ratas en D respecto a la EVC, esta diferencia no fue
evidente. Los presentes resultados nos permiten sugerir que la funcionalidad de estas
estructuras es mucho mas sensible a la EVC durante la fase de P-E que durante la fase de
D, sugerencia que puede ser apoyada substancialmente por los estudios de Guevara-
Guzman y col. (1997) quienes mostraron una mayor activacion c-fos y mayor tasa de
disparo neuronal en el bulbo olfatorio durante la EVC, activacién que fue mucho mas
evidente en las ratas en estro respecto a las que estaban en diestro. Ademas, Ganima y
col. (2000) reportraron una mayor activacion c-fos en los segmentos lumbares en
respuesta a la EVC en ratas en estro, y a su vez Blake y Sawyer (1972) encuentran una
mayor actividad multineuronal hipotaldmica en las ratas en estro respecto a las que
estaban en diestro.

En su conjunto, estos resultados muestran que la EVC se asocia con una mayor
activacién del EEG, tanto de la CPFm como en la AmM, solo en las ratas en P-E. Es
probable que la mayor proporcion de frecuencias rapidas observada durante la EVC de
las ratas en P-E durante la EVC refleje de alguna manera el procesamiento de la
informacién somatosensorial proveniente desde las regiones perineales, de la vagina y

del cervix, como ha sido demostrado por Rowe y Erskine (1993). Tales autores han
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detectado una mayor activacion c-fos en el drea predptica medial y en la AmM en
respuesta a la estimulacién cervical inducida por la intromisiéon durante la cépula
normal, activacién que ocurrid especificamente en respuesta a la estimulacion
genitosensorial asociada con la informacién que viaja a través del nervio pélvico. El
hecho de que esta activacién no se presentd en las ratas con seccién del nervio pélvico,
demostrd que gran parte de la activacion cerebral durante la EVC resulta de la
estimulacion de la piel perineal, pared vaginal y ttero, estimulacién que es llevada a
través del nervio pélvico hasta la médula espinal y de ahi al cerebro a través de la via
espinohipotalamica relativamente directa. Ademas, las hembras que reciben EVC
experimentalmente muestran cambios conductuales similares a aquellos observados
después del apareamiento, como incremento de la conducta de rechazo y magnitud de la
lordosis disminuida (coficiente de lordosis) (Pfaus y col. 2000).

En los estudios de activacion c-fos producto de la EVC, se ha detectado la
activacidn, aunque menor, de otras estructuras tales como la corteza prefrontal, el nicleo
de la base de la stria terminalis, el nicleo ventral premamilar y el area tegmental ventral
(Coopersmith y col., 1996). Aunque el papel preciso de estas regiones en la conducta
sexual femenina se desconoce, la expresion de c-fos observada en ellas sugiere su
posible participacién moduladora en la interaccion sexual, como pudiera ser la
integracion motivo-emocional o la identificacién de estimulos incentivos (olfatorios,
auditivos y visuales tanto del macho como del ambiente) relacionados con la conducta
sexual (Pfaus y Hebb, 1997). La activacién c-fos en la corteza prefrontal en ratas hembra
parece ocurrir cuando ellas copulan activamente en cdmaras de dos niveles, controlando
las conductas ejecutivas del macho; ellas muestran altos niveles de solicitacion y
conductas proceptivas ante estas condiciones (es decir una mayor motivacién) pero no’
cuando ellas reciben la EVC o estimulacion de los flancos, lo cual apoyaria la sugerencia
de la participacion prefrontal en los aspectos motivo-emociales de la interaccion sexual
femenina.

Uno de los aspectos que més llamo nuestra atencion, fue el hecho de que al
comparar el EEG de las ratas en P-E y con las ratas en D durante la EVC, no se
encontraron diferencias entre ambas fases estrales. Como existen reportes de que el

tiempo y la intensidad de EVC pueden ejercer efectos tanto facilitadores como
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inhibidores sobre la conducta Vsexual posterior, nos preguntamos si tal vez existieran
diferencias caracteristicas en el EEG si se dividia el tiempo de EVC que aplicamos (60
segmentos) en dos mitades; considerando que a menor tiempo de EVC, y tal vez a
menor intensidad, el estimulo induciria efectos positivos (placenteros?) en la hembra,
mientras que ante un mayor tiempo de EVC, tal estimulo adquiere efectos aversivos o de
rechazo.

Hay indicios de que las hembras son sensibles al tipo de estimulacion copulatoria
recibida y que el patrén de esta estimulacion tiene consecuencias directas sobre el
funcionamiento reproductivo. Los trabajos clasicos de McClintock y col. (1978, 1982)
han mostrado que bajo condiciones seminaturales las ratas hembra en estro conductual
se aproximan y se retiran de los machos a voluntad, de tal manera que su conducta
regula o “marca el paso” del patron temporal de estimulacion copulatoria que ellas
reciben. Similarmente, estos patrones de conducta son observados expérimentalmente
cuando a las hembras se les da la oportunidad de evitar el contacto con el macho durante
una sesion de apareamiento, al tener acceso solo ellas a una caja neutral. Bajo estas
condiciones de apareamiento autorregulado por la hembra, es mayor la probabilidad de
que ellas se retiren mas veces y permanezcan mas tiempo lejos de los machos, conforme
el tiempo e intensidad de la estimulacion copulatoria se incrementa; es decir, conforme
reciben un mayor numero de intromisiones y eyaculaciones. Esto resulta en un
alargamiento de los intervalos entre intromisiones consecutivas mucho mayor que aquel
que ocurre en condiciones de apareamiento no regulado por la hembra. Estas
interacciones tienen consecuencias para la funcién reproductiva, debido a que la
estimulacién por la cépula autorregulada disminuye el nimero de intromisiones
necesarias para inducir pseudogestacion (Erskine y col.1989); maximiza el tamafio de la
camada (Coopersmith y Erskine, 1994) y también es mds efectiva que la estimulacion
por apareamiento no regulado en abreviar la duracién de las conductas pr'oceptivas de la
hembra (Erskine y col. 1989). _

Coopersmith y col. (1996) estudiaron los efectos de diferentes duraciones e
intensidades de la EVC sobre la conducta sexual, y la posterior longitud del ciclo estral
de las ratas hembra. Ellos encontraron que las ratas hembra con su ciclo estral normal,

durante la fase de P-E, y que pudieron o no autorregular Ja interaccién copulatoria con
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machos sexualmente expertos, recibiendo en total 30 intromisiones, durante las primeras
15 intromisiones reguladas o no autorreguladas las ratas siguieron mostrando
normalmente 1as respuestas de lordosis y de aceptacion del macho; en tanto que durante
las 15 intromisiones posteriores se observaron decrementos en la responsividad sexual.
En otras palabras, las ratas que pudieron regular la temporalidad de la copula
presentaron mayores intervalos de interintromisién y una proceptividad disminuida
(mayores conductas de rechazo) en la segunda mitad de la prueba.

Estos datos sugieren que los cambios en la respuesta sexual de la hembra ocurren
a través del ciclo estral y que la naturaleza de estos cambios es diferencialmente
dependiente del tipo y cantidad de estimulacion recibida durante el apareamiento.

En base a estos antecedentes fue que decidimos dividir los 60 segmentos de
EEG capturados durante la EVC en dos mitades de 30 segmentos y analizar si existian
diferencias en el funcionamiento de la CPPm y de la AmM en relacidn a la fase del ciclo
estral en que se encontrara la rata.

Sélo en la AmM derecha e izquierda de las ratas en P-E se encontraron
diferencias en la actividad EEG entte la primera y segunda mitad de la EVC. Durante los
primeros 30 segmentos de EVC se present6 una mayor PR de la banda de 4-7 Hz y una
menor PR de la banda de 8-12 Hz respecto a los 30 segmentos de EVC posteriores. La
banda de 4-7 Hz corresponde al ritmo denominado Theta tipo II hipocdmpico descrito
por Vanderwolf (1988, 1990,1992) el cual se ha relacionado principalmente con la
inmovilidad durante un estado de alerta o de atencion del animal,. en tanto que la banda
de 8-12 Hz corresponde al ritmo theta tibo I hipocampico que se ha asociado con la
ejecucion de conductas voluntarias, tales como el caminar, correr, nadar, manipular
objetos o realizar movimientos de cabeza. Se ha mostrado que la actividad theta
hipocdmpica es frecuentemente registrada en corteza y en otras estructuras subcorticales
por un mecanismo de conduccién en volumen (Bland y Whishaw, 1976).

Asi, es probable que la mayor proporcién de frecuencias lentas en la AmM
durante el periado inicial de EVC se asocie con el estado de inmovilidad y una mayor
atencion a los estimulos que manifiesta la rata hembra en esta condicién, con el
procesamiento de la informacién somatosensorial generada por la EVC, o a ambos

procesos. En tanto que el incremento de la PR de la banda de 8-12 Hz que ocurrié
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especificamente en la segunda mitad de la EVC es probable que se asocie con la
ejecucion de ligeros movimientos de cabeza, vibrisas y del cuerpo que fueron evidentes
solo en esta segunda mitad de EVC. Aunque no se realizé un analisis sistematico de
estas conductas, si fue muy evidente que a partir de los 24-30 segmentos de EVC larata
empezaba a manifestar estos movimientos indicadores de la incomodidad después del
mayor tiempo de estimulacion.

Ya que solo en las ratas en P-E ocurrio esta funcionalidad diferencial de la AmM
entre la primera mitad y segunda mitad de EVC, es posible sugerir que la actividad
neuronal de la amigdala es mas sensible para la deteccion o procegamiento delaEVC, y
que esta mayor sensibilidad amigdalina es dependiente de que se mantengan elevados
los niveles de estrogenos y progesterona.

Los resultados de correlacion interamigdalina (AmM izquierda vs AmM derecha)
también mostraron una importante diferenciacion funcional entre las fases estrales.
Durante la pfimera mitad de EVC, las ratas en P-E presentaron una mayor correlacion
interamigdalina de la banda de 8-12 Hz respecto a la primera mitad de EVC en las ratas
en D. Similarmente, durante la segunda mitad de EVC las ratas en P-E presentaron una
mayor correlacion interamigdalina de la banda de 13-21 Hz respecto a la segunda mitad
de EVC en las ratas en D. Varios estudios han mostrado que durante la ocurrencia de
estados placenteros, como la ingesﬁc’)n de leche en gatos, la lactancia en mujeres y ratas
(Cervantes y Ruelas 1985; Cervantes y col. 1992; Lincoln y col. 1980) o el intervalo
posteyaculatorio y acicalamiento en ratas (Kurtz y Adler, 1973) ocurre una prevalencia
cortical de frecuencias ritmicas de 8-12 Hz. Por otro lado, una mayor proporcién de
frecuencias rapidas, indicadoras de una mayor activacién neuronal, se han asociado con
estados de alerta o de ansiedad (Bouyer y cols., 1981; Murthy y Fetz, 1992). Asi, es
probable que la mayor proporcion de frecuencias de 8-12 Hz durante la primera mitad de
EVC se asocie con un posible estado placentero que a ese tiempo e intensidad de EVC
todavia no le es incomodo a la rata, mientras que la presencia de frecuencias rapidas
durante la segunda mitad de EVC probablemente se asocia con el estado ansioso o de
incomodidad que le provoca el mayor tiempo de EVC al que ha estado expuesta lé rata.

Durante la conducta sexual femenina la participacién de la amigdala se ha

realizado fundamentalmente mediante la identificacidn de ¢-fos. En estos estudios se ha
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observado que la amigdala corticomedial exhibe una alta actividad después de que la
hembra ha estado en contacto sexual. Parte del control neural que ejerce la amigdala,
depende de interacciones con la via olfatoria, pero también de la interaccion con vias
aferentes que provieﬁen del tracto genital, via el nervio pélvico, y que responden a
estimulaciones de la pared vaginal y de la piel. Los estudios de lesion de la amigdala en
hembras han mostrado que se disminuye su capacidad ovulatoria (afectando la
ciclicidad), lo cual pone de manifiesto su participacion en la modulacién del ciclo estral
de la hembra a través de sus efectos sobre la secrecion de gonadotrofinas y prolactina.
La actividad neuronal caracteristica de esta estructura aumenta durante y hasta por
varios minutos o dias después de la estimulacion vaginocervical, ya sea inducida por la
intromisiéon por parte del macho o por manipulacién experimental. Ademads, se ha
descrito que la estimulacion eléctrica o quimica de la amigdala resultan en una elevada
incidencia de la pseudogestacion, lo cual muestra que la amigdala medial puede
responder ante la estimulacién cervical y alterar el patrén de secrecidén de prolactina. Ya
que la EVC puede inducir estados de pseudogestacién en cualquier etapa del ciclo estral
(Everett, 1964), se ha sugerido que en la AmM la informacion sensorial recibida pudiera
ser retenida por varios dias antes de la expresion del primer pulso de prolactina,
fundamentando €l proceso neural de la pseudogestaci(')h.

Los presentes resultados muestran que al realizar las comparaciones de EVC
entre fases estrales sin dividir el tiempo de EVC en dos mitades sélo se obtienen
diferencias EEG en la CPFm y AmM de las ratas en P-E durante la EVC respecto al
estado basal de vigilia-quieto pero no durante la EVC entre fases estrales. Mientras que
al hacer la division del tiempo de EVC, considerando que en la primera mitad tal
estimulacién todavia no le es aversiva (placentera?) a la rata, ya se encuentran
diferencias importantes entre fases estrales pero solo en la AmM. Por tanto, es probable
que la actividad EEG de la amigdala sea tan sensible a la EVC que es capaz de discernir
la cualidad placentera o aversiva de la EVC aplicada, lo cual ha sido demostrado por
otros estudios conductuales.

Es probable que estos cambios EEG amigdalinos pudieran reflejar los procesos
de integracion sensorial y/o procesos de retencion a largo plazo de la EVC que resultaria

en la ocurrencia de la pseudogestacion en la rata. Otra de las posibles explicaciones para
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la activacion diferencial de la AmM en respuesta al tiempo de EVC es que pudieran
reflejar el procesamiento emocional y/o motivacional de tal estimulo sexual, como ha

sido mostrado en varios estudios (Kondo y Sakuma, 2001).

46



CONCLUSIONES

La actividad EEG basal de la CPFm y AmM presenta cambios en relacion al
ciclo estral, durante el P-E hay una menor proporcién de frecuencias lentas y una niayor
proporcién de frecuencias répidés respecto al D.

La EVC provoca cambios en la actividad EEG de la CPFm y de la AmM
respecto al estado basal solo en las ratas que estan en la fase de P-E.

La actividad EEG de la amigdala medial es mds sensible al tiempo (o intensidad)
de EVC pero solo en las ratas en P-E.

La diferencias entre fases estrales durante la EVC slo se observé al dividir el
tiempo de EVC en’ dos mitades. ]-)urante la primera mitad de EVC las ratas en P-E
presentaron una mayor correlacion interamigdalina de la banda de 8-12 Hz mientras que ‘
en la segunda mitad se incrementd la correlacion interamigdalina de la banda de 13-21
Hz respecto a las ratas en D. Esta funcionalidad diferencial podria asociarse con la

cualidad placentera o aversiva de la EVC
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