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RESUMEN

Las ultravocalizaciones (USV) son emisiones sonoras producidas por las ratas con una
frecuencia que sobrepasa el umbral de audicion humano. Se ha evidenciado que las USV de
50 kHz son emitidas en diversos tipos de interacciones sociales recompensantes como el
encuentro sexual. EI comportamiento sexual en la rata hembra es un comportamiento
altamente motivado. A pesar de que la motivacion sexual ha sido ampliamente estudiada en
ratas hembras adultas, son escasos los estudios acerca del desarrollo de la misma durante la
adolescencia, etapa en la cual el comportamiento sexual comienza a expresarse. Se ha
reportado que la expresion del comportamiento sexual aumenta progresivamente a lo largo de
la adolescencia, estabilizdndose al final de la misma, por lo que seria de esperar que la
motivacion sexual siga un patron ascendente desde el inicio de la adolescencia hasta la
adultez. En base a esta hipotesis, comparamos la emisién de USV 50kHz luego de una breve
interaccion sin contacto fisico con un macho (estimulo sexual) y con una hembra no receptiva
(estimulo social), entre hembras en adolescencia media y tardia y adultas. La emisién de USV
de 50 kHz frente al estimulo sexual fue mayor en comparacion al estimulo social para las
hembras en adolescencia tardia y adultas, pero no para las hembras en adolescencia media.
Por otro lado, la emisién de USV frente a un macho mostrd un patrén similar al de una U-
invertida de acuerdo a la edad, caracterizado por un aumento de la emision de USV desde la
adolescencia media a la tardia, seguido de una leve disminucion en la adultez. Sin embargo, la
emision de USV frente al estimulo social fue similar durante la adolescencia y disminuyo en
la adultez. Estos resultados sugieren que existe un aumento de la motivacion sexual de las
hembras a lo largo de la adolescencia y evidencian que existen cambios en los circuitos
neurales que regulan el comportamiento sexual durante este periodo, posiblemente producto

de un aumento en la sensibilidad hormonal.



ANTECEDENTES

Comportamiento sexual en la rata hembra como comportamiento motivado

El ciclo reproductivo de la rata hembra tiene una duracién de 4 a 5 dias y puede
dividirse en 4 etapas: proestro (en la noche de este dia la hembra se encuentra sexualmente
activa), estro (la hembra se encuentra sexualmente activa al inicio del mismo y ocurre la
ovulacion), metaestro y diestro (Caligioni, 2009). EI comportamiento sexual desplegado en
las etapas de proestro tardio y estro del ciclo estral ocurre como consecuencia del efecto
activacional de los esteroides ovaricos, picos pre-ovulatorios de estrégenos y progestagenos
(Beach, 1976).

El comportamiento sexual de las ratas hembras es un comportamiento altamente
motivado, lo cual se puede evidenciar a través de pruebas motivacionales especificas
(Ventura-Aquino & Paredes, 2017). Por ejemplo, en pruebas de preferencia se observa que
éstas eligen a un macho sexualmente activo frente a un macho castrado o a una hembra
(Agrati, Ferndndez-Guasti, & Ferreira, 2008; Clark, Kelton, Guarraci, & Clyons, 2004). A su
vez, la motivacién sexual de las hembras se refleja durante la interaccion sexual, a través de la
expresion de comportamientos proceptivos por parte de las mismas, los cuales promueven el
acercamiento y la monta del macho (Beach, 1976; Erskine, 1989; Pfaus, Smith, Byrne, &
Stephens, 2000).

Existen diversos modelos utilizados con la finalidad de estudiar la motivacion sexual
en la rata hembra, sin existir consenso en cuanto al método mas adecuado para evaluarla
(Ventura-Aquino & Paredes, 2017). Muchos de los modelos propuestos se basan en procesos
de aprendizaje asociados a la experiencia sexual (Ventura-Aquino & Paredes, 2017). Sin
embargo, el uso de los mismos conlleva el trabajo con hembras ovarectomizadas tratadas con
dosis suprafisiologicas de esteroides sexuales, perdiendo la riqueza de trabajar con hembras
ciclantes, cuya actividad sexual se asocia a cambios fisioldgicos naturales. A su vez, el hecho
de que la experiencia sexual induzca cambios endocrinos (incluyendo pseudo-gestacion) en
hembras ciclantes (Terkel, 1986), dificulta el uso de este tipo de modelo en animales intactos.
Por esta razon, al trabajar con hembras ciclantes resulta conveniente optar por modelos
incondicionados, sin entrenamiento previo. En relacion a tales modelos, las pruebas de
preferencia en las cuales los sujetos se ven, huelen y escuchan, sin permitir la interaccion
sexual, utilizan las conductas de aproximacion del sujeto hacia el cebo como indice de
motivacion sexual. En este tipo de pruebas la presencia del cebo y la interaccion con el mismo

puede condicionar el comportamiento del sujeto experimental.



McGinnis & Vakulenko (2003) propusieron que el numero de ultra-vocalizaciones
(USV) de 50 kHz emitido por las hembras luego de un breve contacto sin interacciéon fisica
con un macho, representa un indice de la motivacion sexual de las mismas. Segun los autores,
tales USV son mas frecuentes cuando las hembras se encuentran sexualmente activas y
cuando se las presenta frente a un macho tratado con testosterona en comparacion con un
macho castrado o hembras sexualmente receptivas u ovarectomizadas. Algunas teorias
proponen que, posiblemente, este tipo de USV funcionen de manera de atraer al macho y
regular la interaccion durante la copula (Matochik, Barfield, & Nyby, 1992).

Ultravocalizaciones de 50 kHz en el contexto sexual

Barfield, Auerbach, Geyer, & Mcintosh (1979, p.479) expresaron que “la 'arena
sexual’, que una vez fue silenciosa, estd ahora viva con sonido”. L0S autores hacen referencia
a las USV, un tipo de vocalizaciones emitidas por las ratas (y otros animales) con una
frecuencia que sobrepasa el umbral de audicion del ser humano. En contraste con los sonidos
audibles, los cuales se generan por un mecanismo de oscilaciones de las cuerdas vocales
inducidas por el flujo de aire, las USV se generan por mecanismos tipo silbido debido al
pasaje de aire a través de la laringe, faringe, nariz y boca durante la espiracion (Riede, 2011).
La emision de USV por parte de ratas durante el encuentro sexual fue estudiada por primera
vez en el afio 1972 (Sales, 1972), y desde entonces existieron grandes avances en el area. Se
ha evidenciado que las hormonas gonadales tienen un efecto directo sobre la emision de USV;
los hallazgos de Matochik, White, & Barfield (1992) dieron cuenta que el nimero de USV
emitidas por un hembra frente a un macho era significativamente mayor durante la etapa de
proestro del ciclo estral (cuando ocurre un aumento en la concentracién de estrégenos y
progestagenos) en comparacion con las fases de estro, diestro y metaestro. Ademas de la
capacidad para emitir tales vocalizaciones de alta frecuencia, las ratas poseen mecanismos
para percibir las USV. Se ha evidenciado que existe en la rata una sensibilidad aumentada a
nivel coclear para frecuencias ultrasonicas, ademas de regiones corticales dedicadas al
procesamiento superior de tales estimulos (Knutson, Burgdorf, & Panksepp, 2002).

Las USV surgen frente a diferentes tipos de contextos sociales como el juego, la
agresion, la copula y el contacto con conspecificos (Knutson et al., 2002). Algunas de las
hipdtesis existentes sostienen que dichas emisiones sonoras cumplen funciones de
comunicacion mientras que otras destacan su importancia como expresion del estado
emocional subjetivo del animal (Knutson et al., 2002; Seffer, Schwarting, & Wohr, 2014). El
tipo de USV emitida cambia a lo largo del ciclo de vida de la rata. Mientras que en la infancia



predominan las emisiones con una frecuencia basal aproximada de 40kHz, tanto en ratas
adolescentes como en adultas se observan otros dos tipos principales: USV de 50kHz,
asociadas a interaccién social y a estados emocionales positivos; y USV de 22kHz, asociadas
a interacciones sociales aversivas y estados emocionales negativos (Burgdorf et al., 2008;
Knutson et al., 2002). Un claro ejemplo de las diferencias entre ambos tipos de emision surge
de la interaccion sexual. En la primera fase de la interaccion, donde se dan conductas
proceptivas por parte de la hembra y montas e intromisiones por parte del macho, ambos
individuos emiten vocalizaciones de 50kHz. Sin embargo, luego de la eyaculacion (etapa
refractaria del comportamiento sexual del macho), donde se observa poca o nula interaccion,
los machos emiten exclusivamente USV de frecuencia basal de 22kHz (Knutson et al., 2002).

Dentro de la categoria de USV de 50kHz, a su vez, se pueden distinguir dos sub-
categorias: USV del tipo flat (la frecuencia no varia o varia poco) y USV con frecuencia
modulada (FM). Segun Burgdorf et al. (2008), las USV del tipo FM se asocian a un
comportamiento motivacional positivo durante el juego y la actividad sexual,
correlaciondndose con un alto valor de recompensa hacia el sujeto que emite tales USV. Por
otro lado, se ha evidenciado que las USV de la subcategoria flat son emitidas con mayor
frecuencia que las FM durante comportamientos agresivos (Burgdorf et al., 2008) y durante
interacciones sociales no-recompensantes (Wohr, Houx, Schwarting, & Spruijt, 2008).

Las diferentes categorias de USV no solo difieren en cuanto a los contextos en los que
se emiten o en los estados emocionales a los que se asocian, sino que también se diferencian
en los circuitos neurales responsables de su emision. El circuito encargado de la emision de
USV de 22kHz es el circuito mesolimbico colinérgico ascendente, el cual consiste en
neuronas colinérgicas ubicadas en el Nucleo Tegmental Dorsolateral, las cuales proyectan
principalmente al Septum Lateral (SL) y al Area Predptica (POA) del hipotalamo anterior.
Por otro lado, el circuito encargado de la emisién de USV de 50kHz es el circuito
mesolimbico dopaminérgico ascendente. Este consta de neuronas dopaminérgicas ubicadas en
el Area Tegmental Ventral (VTA), que proyectan principalmente al Nicleo Accumbens
(NAcc), SL y parte de la corteza prefrontal (Brudzynski , 2013).

Ademas, resulta interesante la evidencia de que, ante la percepcion de los diferentes
tipos de USV, las regiones cerebrales que se activan también son dispares. Mientras que
frente al estimulo de USV de 50kHz se encuentra expresion de la proteina c-Fos (indicando
activacion neural) en areas cerebrales vinculadas a la motivacion (como el NAcc, corteza
motora y corteza prefrontal), la percepciéon de USV de 22kHz es seguida por la expresion de

la misma proteina en areas vinculadas con la aversién, como la amigdala (Sadananda, Wohr



& Schwarting, 2008).

Borner, Hjemdahl, Gétz, & Brown (2016), utilizando la metodologia propuesta por
McGinnis & Vakulenko (2003), hallaron que el nimero de USV de 50kHZ emitidas por las
hembras era mayor cuando se encontraban frente a un macho tratado con testosterona en
comparacion a cuando se encontraba frente a un macho castrado o una hembra. Ademas, los
autores observaron una mayor proporcion de USV de 50 kHz del tipo FM cuando el estimulo
era un macho en comparacion a cuando el estimulo era una hembra. En base a estos datos, se
entiende que al momento de estudiar la motivacion sexual a través de las USV emitidas frente
a un estimulo no solo resulta importante caracterizar su numero y frecuencia, sino también

tomar en cuenta la proporcion de las sub-categorias registradas.

Adolescencia en la rata y comportamiento sexual

La motivacién sexual se estudia usualmente en hembras adultas, sin embargo, las ratas
comienzan a expresar comportamiento sexual durante la adolescencia, luego de la apertura
vaginal (la cual sucede generalmente entre los dias 35 y 37 de vida) (Hashizume & Ohashi,
1984). Se le llama adolescencia al periodo de desarrollo asociado a la pubertad, la cual
consiste en una etapa de transicion donde el individuo pasa de ser un juvenil no reproductivo
a un adulto reproductivamente competente (Holder & Blaustein, 2014). En la rata, la
adolescencia se suele definir desde el dia 35 al dia 60 post-natal (Brenhouse & Andersen,
2011) o desde el dia 21al dia 60 post-natal (Tirelli, Laviola, & Adriani, 2003), segln si se
considera que inicia con el destete o con la apertura vaginal, respectivamente (Figura 1). Los
principales cambios que ocurren en esta etapa consisten, por un lado, en la maduracion del eje
hipotalamo-hipofisis-gonadal que permite la generacion de gametos y, por otro, en la
maduracion comportamental que da lugar al repertorio de conductas de un individuo adulto
reproductivamente maduro. Ambos procesos se encuentran vinculados a través de
asociaciones complejas entre el sistema nervioso y las hormonas gonadales (Sisk & Foster,
2004), es decir que, en parte, se deben a cambios organizacionales que ejercen las hormonas
en el cerebro dentro de la ventana temporal determinada por la adolescencia (Schulz,
Molenda-Figueira, & Sisk, 2009).

Desde el punto de vista comportamental, se ha evidenciado que la adolescencia se
caracteriza por una gran exploracion social, una menor inhibicion conductual y una mayor
frecuencia de comportamientos de busqueda y riesgo con respecto a la etapa adulta (Adriani,
Chiarotti, & Laviola, 1998; Doremus-Fitzwater, Varlinskaya, & Spear, 2010; Holder &
Blaustein, 2014; Spear, 2000; Steinberg, 2005). Actualmente, se cree que parte de estas



diferencias se deben, no tanto al efecto directo de las hormonas puberales, sino a los cambios
propios del desarrollo que ocurren en el cerebro del adolescente (Spear, 2000).
Particularmente, se ha evidenciado que los circuitos neurales que controlan los procesos
motivacionales, como el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (Balfour, Yu, & Coolen,
2004), no se encuentran completamente desarrollados en la adolescencia, por lo que el
procesamiento de la recompensa difiere entre adolescentes y adultos en multiples regiones
cerebrales (Simon & Moghaddam, 2015). Algunas de las diferencias observadas consisten en
un aumento en la activacion de la corteza orbitofrontal frente a estimulos con valor de
incentivo (Sturman & Moghaddam, 2011) y a un pico de concentracién de receptores
dopaminérgicos en la region prelimbica de la corteza prefrontal medial (Andersen, Thompson,
Rutstein, Hostetter, & Teicher, 2000).
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Figura 1. Tiempo y eventos del desarrollo puberal y adolescencia en roedores hembras y machos.
Extraido de Holder & Blaustein (2014).

En funcion del desarrollo neural y los cambios comportamentales observados a lo
largo de la adolescencia en la rata, algunos autores sub-dividen este periodo en 3 etapas
(Figura 1): adolescencia temprana (animales pre-puberes del dia 21 al dia 34 post-natal),
adolescencia media (animales peri-adolescentes del dia 34 al dia 46 post-natal) y adolescencia
tardia (animales del dia 46 al dia 59 post-natal) (Holder & Blaustein, 2014; Tirelli et al.,
2003). Cabe destacar que es en la adolescencia media cuando ocurre la apertura vaginal en las
hembras y las mismas comienzan a expresar comportamiento sexual.

Si bien no existen estudios especificos abordando la motivacién sexual de las hembras

durante la adolescencia, Sodersten (1975) reportdé que la capacidad de un tratamiento



hormonal de inducir la respuesta de lordosis en ratas adolescentes ovarectomizadas antes de la
pubertad, mejora conforme aumenta la edad de las hembras. A su vez, se evidencié que la
expresion de los comportamientos proceptivos, modulados por el estado motivacional de las
hembras, aumenta en el correr de la adolescencia en ratas ovarectomizadas previo a la
pubertad expuestas a ciclicidad de esteroides sexuales a traves de un tratamiento hormonal
(Hlinak, 1986). En este sentido, los autores plantean que la induccion de conductas
proceptivas por un tratamiento hormonal es maxima y se estabiliza a los 54 dias de vida
(Hlinak, 1986), es decir, cerca de la culminacion de la etapa de adolescencia tardia y
comienzo de la adultez. En nuestro laboratorio observamos que la motivacion sexual de
hembras ciclantes durante la adolescencia tardia en una prueba de preferencia sexual no
difiere de la de hembras adultas (Agrati et al., 2018), si bien no exploramos la preferencia de
hembras en adolescencia media. Estos resultados en conjunto sugieren que la expresion del
comportamiento sexual no estd completamente desarrollada durante la adolescencia media.
Sin embargo, desconocemos como es la expresion de la motivacion sexual durante este

periodo y como es la dindmica de maduracion de la misma hacia la adultez.

HIPOTESIS

A partir de los antecedentes mencionados, que indican que el comportamiento sexual
de las ratas hembras madura a lo largo de la adolescencia y que, segun el modelo desarrollado
por McGinnis & Vakulenko (2003), la emision de USV de 50kHz (particularmente del tipo
FM), en respuesta a un contacto breve con un macho sefalizaria el estado motivacional sexual
de las hembras, se propone la siguiente hip6tesis de trabajo:

Las ratas hembras presentan menor motivacion sexual durante la adolescencia media
que durante la adolescencia tardia y la adultez. Esto queda reflejado a través una menor
emision de USV de 50kHz, y en particular del tipo FM, por parte de hembras en adolescencia

media luego del contacto con un macho.



OBJETIVOS

Objetivo General
Comparar la emision de USV en respuesta a un macho, como indice de motivacion sexual, de

ratas hembras ciclantes durante la adolescencia y la adultez.

Objetivos Especificos
I.  Comparar el nimero de USV de 50 kHz emitidas por hembras en adolescencia
media, en adolescencia tardia y adultas luego de una interaccion sin contacto
fisico con un estimulo sexual, macho, o con un estimulo social, hembra no-
receptiva.
[l.  Comparar la proporcion de USV de 50kHz FM emitidas por las hembras en
adolescencia media, en adolescencia tardia y adultas luego de ambos tipos de

interacciones.
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METODOLOGIA

Estrategia Experimental

Con el fin de evaluar la maduracion de la motivacion sexual a lo largo de la
adolescencia en la hembra, comparamos el nimero y el tipo de USV emitidas en respuesta a
un macho por hembras ciclantes sexualmente activas durante la adolescencia media, la
adolescencia tardia y la adultez. Debido a que la emision de USV frente a un con-especifico
puede variar a lo largo del desarrollo, comparamos la respuesta frente al macho de los tres
grupos de hembras con la respuesta a la misma interaccion con una hembra no-receptiva

sexualmente, con el objetivo de diferenciar la respuesta sexual de la social.

Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) alojadas en el Laboratorio de
Experimentacion Animal (LEA) de la Facultad de Ciencias con un ciclo de luz-oscuridad
12/12 hrs (luces encendidas 03:30 hrs) y temperatura controlada (21+1°C).

Las hembras se dividieron en tres grupos de acuerdo a su edad: de 39-43dias (grupo de
adolescencia media), 49-53 dias (grupo de adolescencia tardia) y entre 90-115dias (grupo de
adultas). Los machos cebos utilizados fueron machos sexualmente activos (que realizaban una
eyaculacion en menos de 15 minutos) de 3-4 meses y 5-6 meses de edad para las pruebas con
hembras adolescentes y adultas, respectivamente, con el fin de reducir las diferencias de
tamafo entre las hembras y los cebos. Con el mismo objetivo, las hembras utilizadas como
cebo fueron hembras primiparas no-receptivas de distintas edades, procurando disminuir la
diferencia de tamafio entre el cebo y la hembra estudiada.

El protocolo de experimentacion fue aprobado por el CEUA de la Facultad de
Ciencias (nimero de protocolo: 240011 -000941-17) bajo la normativa de la ley 18.611

acerca del uso de animales para investigacion cientifica.

Seguimiento del ciclo ovéarico y obtencion de los grupos experimentales

Se utilizaron hembras virgenes, ciclantes y sexualmente activas (en la fase de proestro
tardio), a las cuales se les siguid el ciclo estral de acuerdo a McLean, Valenzuela, Fai, &
Bennett (2012) para determinar su posible actividad sexual. Con este objetivo, se registro la
edad de apertura vaginal en las hembras adolescentes por observacion desde el dia 33 de vida
de acuerdo a Caligioni (2009). Luego, se realizaron frotis vaginales matutinos con frecuencia

diaria y posterior observacion al microscopio para determinar la fase del ciclo en la cual se
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encontraban (Figura 2) (Caligioni, 2009; Goldman, Murr, & Cooper, 2007; Montes & Luque,
1988). Al grupo de hembras adultas se les siguié el ciclo desde el dia 85 con el mismo
procedimiento que fue descrito para el grupo adolescente y solo se utilizaron hembras que

presentaron dos ciclos estrales regulares.

Figura 2. Representacion de frotis vaginales en diferentes etapas del ciclo estral de la rata. A-C:
Proestro. Se observan agrupaciones de células nucleadas con forma redondeada. D-E: Estro. Se
observan células queratinizadas con forma de aguja (D) o redondeadas con bordes irregulares (E). F:
Metaestro. Se observa una mezcla de células queratinizadas, células redondeadas y pocas células
pequefias tipo leucocitos. G-H: Diestro. Se observan mayormente células pequefas tipo leucocitos
junto con células nucleadas con forma redondeada. Extraido de Goldman, Murr, & Cooper (2007).

Prueba para el registro de USV en respuesta a un estimulo social

El modelo experimental se basa en el validado por McGinnis & Vakulenko (2003).
Consiste en una arena rectangular de acrilico (38 x 38 x 40 cm) dividida al medio por una
malla metélica deslizable que separa al sujeto experimental (hembra sexualmente activa) del
cebo (macho sexualmente activo o hembra no-receptiva). Esta division permite una

interaccion auditiva, olfativa, visual y tactil moderada entre ambos individuos (Figura 3).
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Figura 3. Modelo utilizado para el registro de USV. A) Interaccidn entre hembra sexualmente activa
en adolescencia media (derecha) y macho (izquierda) a través de una malla metélica. B) Registro de
USV de hembra posterior a la retirada del estimulo y la malla metélica. C) Equipamiento utilizado
para el registro de USV (micro6fono, transformador y computadora con software de registro).

Se coloca al cebo (macho sexualmente activo o hembra no-receptiva) en su
compartimiento correspondiente sobre viruta limpia durante 2 minutos. A continuacion, se
coloca al sujeto experimental en el compartimiento adyacente y se los deja interactuar a través
de la malla. Luego de 5 minutos de interaccion, se retira al cebo junto con la malla fuera del
cuarto de experimentacion y se registran durante 5 minutos el namero y tipo de las USV
emitidas por el sujeto experimental (micréfono UltraSoundGate y software de registro Avisoft

Bioacustics) (Figura 3).

Anélisis de las USV

El anélisis de las USV emitidas se llevo a cabo con el software Avisoft-SASLab Pro
(desarrollado por Avisoft Bioacoustics) en base a estudios previos (Wohr et al., 2008). Las
USV fueron caracterizadas utilizando la clasificacion de Brudzynski (2013) y se determind el
nimero de USV de 50 kHz y 22 kHz emitidas por las hembras, asi como la proporcion de
USV de 50 kHz de tipo flat y FM (de acuerdo a Figura 4).
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Figura 4. Clasificacion de las USV segln su frecuencia. Las vocalizaciones clasificadas en el grupo
de 22 kHz presentan una frecuencia entre 20 y 30 kHz, generalmente son del tipo monétonas (su
frecuencia no se ve alterada en la totalidad de su duracién) y de larga duracion (entre 300 y 5000 ms).
Las vocalizaciones clasificadas en el grupo de 50kHz presentan valores de frecuencia entre 35y 80
kHz, generalmente son de corta duracidn (entre 10 y 150 ms) y pueden presentarse de forma monétona
(flat) o con frecuencia modulada (FM) (clasificacion segln Brudzynski (2013)).

Protocolo experimental
Se habitu6 a los sujetos al modelo de experimentacién por un tiempo de 10 minutos
durante los 5 dias consecutivos previos a alcanzar la edad requerida en base a el trabajo de
Knutson, Burgdorf, & Panksepp (1998) en donde se demostrd que la habituacion aumenta la
emision de USV en individuos juveniles. Se siguid el ciclo estral de acuerdo al protocolo
previamente mencionado y el dia en que las hembras se encontraban en la fase de proestro y
dentro del rango etario apropiado para el grupo experimental (adolescencia media, tardia o
adultez), fueron probadas brevemente con un macho a las 18 hrs para confirmar su actividad
sexual (expresion de conductas proceptivas —hops&darts- durante la interaccion y lordosis en
respuesta a la monta). Esta prueba se llevo a cabo debido a que, a diferencia de lo observado
para hembras adultas, en adolescentes un frotis vaginal de proestro no necesariamente se
correlaciona con un estado de actividad sexual.
Si las hembras se encontraban sexualmente activas, fueron probadas entre las 18:30 y
20:00 hrs en la prueba de emision de USV con un macho sexualmente activo o con una

hembra adulta desconocida no-receptiva sexualmente. Esta ventana temporal fue seleccionada
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para asegurar la maxima actividad sexual de las hembras (Hardy, 1972; Kuehn & Beach,
1963).

De esta forma, se conformaron los siguientes grupos experimentales:

1. Adolescentes medias con hembra no-receptiva (n=8) (41+1 dia de edad)

2. Adolescentes medias con macho (n=10) (42+1 dias de edad)

3. Adolescentes tardias con hembra no-receptiva (n=8) (51+1 dias de edad)

4. Adolescentes tardias con macho (n=9) (51+2 dias de edad)

5. Adultas con hembra no-receptiva (n=9) (104+22 dias de edad)
6. Adultas con macho (n=12) (113+27 dias de edad)

Anélisis estadistico

Debido a que la mayoria de los datos comportamentales no se ajustan a una
distribucion normal, los datos se expresan como medianas (rango semi-intercuartiles, RSIQS)
y se analizaron mediante pruebas no-paramétricas (Siegel, 1956). Las comparaciones entre los
grupos de diferentes edades se realizaron mediante el andlisis de varianzas de Kruskal Wallis
seguido de la prueba U de Mann Whitney, mientras que las comparaciones entre respuesta a
macho y a hembra no-receptiva dentro de un mismo grupo etario se realizaron mediante la

prueba U de Mann Whitney.

RESULTADQOS

USV en respuesta a la interaccion con un macho o una hembra

Las hembras adultas emitieron un nimero mayor de vocalizaciones de 50 kHz frente a
un macho que frente a una hembra no-receptiva (Figura 5, U 12=20, p=0,015, prueba U de
Mann Whitney). Tal diferencia también fue hallada durante la adolescencia tardia entre el
grupo expuesto a un macho en comparacion al grupo expuesto a una hembra no-receptiva
(Figura 5, Uig9)=11, p=0,015). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el
numero de USV de 50 kHz emitidas entre el grupo de adolescencia media frente a un macho y
el de adolescencia media frente a una hembra no-receptiva (Figura 5, Ug, 10=30, p=0,408).

Al analizar el numero de USV de 50 kHz emitidas frente a un macho por los distintos
grupos de hembras, se observa que el mismo varia siguiendo un patron similar al de una U

invertida de acuerdo a la edad (H=7,58, p=0,023, analisis de varianzas de Kruskal Wallis).
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En este sentido, constatamos un aumento significativo entre los grupos de adolescencia media
y adolescencia tardia (Figura 5, U, 10=13, p=0,008), y un leve descenso no significativo
entre la adolescencia tardia y la adultez (Figura 5, U9, 12=32, p=0,129).

Por otro lado, frente a una hembra no-receptiva, se observd un descenso entre la
adolescencia y la adultez (H(»=6,05, p=0,049); detectandose una reduccion significativa en el
numero de USV de 50 kHz emitidas por el grupo de adultas en comparacion tanto al grupo de
adolescencia media como al grupo de adolescencia tardia (Figura 5, vs. adolescencia media:
U, 5=14,5, p=0,036 y vs. adolescencia tardia: Ug g=14,5, p=0,036).
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Figura 5. Numero total de USV de 50 kHz emitidas frente a una hembra no-receptiva (barras blancas)
o frente a un macho (barras grises) por hembras durante la adolescencia media, la adolescencia tardia y
la etapa adulta. Datos expresados en medianas (RSIQs), * p< 0,05 hembra vs. macho dentro de cada
grupo etario; T p< 0,05 vs. adultas comparacion entre respuesta a hembras y 1 p<0,05 vs. adol tardia
comparacion entre respuestas a machos, prueba U de Mann-Whitney.

Muy pocas hembras emitieron un bajo nimero vocalizaciones de 22 kHz durante las
pruebas, tanto frente a macho como frente a hembra no-receptiva en los tres grupos etarios,

observandose una mediana (RSIQs) de 0,0 (0,0) en todas las condiciones analizadas.
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Numero y proporcion de USV de 50 kHz de FM

En cuanto a la comparacion del niumero de USV de 50 kHz de tipo FM emitidas entre
los grupos, se observa el mismo patron encontrado para la totalidad de USV de 50 kHz. Asi,
las hembras adultas y en adolescencia tardia emitieron un nimero mayor de USV de 50 kHz
de tipo FM frente un macho en comparacion con una hembra (Tabla 1, adultas: U, 12=22,5,
p=0,023 y adolescencia tardia Ug §=9,5 p=0,008), a diferencia de las hembras en
adolescencia media (Tabla 1, Ug, 10=30, p=0,408).

Al considerar el nimero de USV de 50 kHz del tipo FM emitidas frente a un macho,
se observa un patrén en U invertida mas pronunciado al obtenido con el nimero total de
vocalizaciones (Tabla 1, H=9,57, p=0,008), caracterizado por un aumento de las USV tipo
FM en el grupo de adolescencia tardia con respecto al grupo de adolescencia media (U,
10=10, p=0,003) y un descenso al comparar el grupo de adolescencia tardia con el grupo de
adultas (Tabla 1, U, 12=26, p=0,049). De forma interesante, la emision de vocalizaciones
tipo flat frente a un macho no vario entre los grupos de hembras (Tabla 1, Hp)=3,17,
p=0,204).

Por otra parte, frente a una hembra no-receptiva, las USV de 50kHz del tipo FM
mostraron una tendencia a la disminucion entre la adolescencia y la adultez (H)=5,94,
p=0,051; Tabla 1; FM: adultas vs. adolescencia media: Ug, =15, p=0,046, y adultas vs.
adolescencia tardia: Ug, 9=14, p=0,04). Sin embargo, bajo esta misma condicion, no se
obtuvieron diferencias significativas entre los grupos etarios en el nimero de USV del tipo
flat (H2)=5,57, p=0,062).

Tabla 1. Numero de vocalizaciones de 50 kHz del tipo FM vy flat

FM Flat
Hembra Macho Hembra Macho
Adol. media 66,5 (28,9)1 33,0 (39,5) T 39,0 (16,6) 25,0 (24,6)
Adol. tardia 50,5 (35,8) i 206,0 (60,0) * 35,0 (13,9) 109,0 (48,0)
Adultas 6,0 (10,0) 103,0 (62,1) * 2,0 (5,0) 27,5 (48,8)*

Datos expresados en medianas (RSIQs), * p < 0,05 macho vs. hembra, Tp < 0,05 vs. Adol. Tardia
comparacion entre respuesta FM a macho, I p < 0,05 vs. adultas comparacion entre respuesta FM
frente a hembra, prueba U de Mann-Whitney.
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En cuanto a la proporcion de USV del tipo FM, cabe destacar que en todos los grupos
se observo una mayor emision de USV de 50 kHz del tipo FM que del tipo flat, lo cual se
refleja en un valor mayor a 0,5 de la proporcion de USV de 50kHz FM con respecto a la
totalidad de USV de 50kHz para todos los grupos (Figura 6). No se encontraron diferencias
significativas en la proporcion de USV de 50 kHz de tipo FM frente a un macho y frente a una
hembra no-receptiva dentro de ninguno de los tres grupos etarios (Figura 6, adolescencia
media: U 10=26, p=0,574; adolescencia tardia Ugg=21, p=0,167 y adultas U 12=48,
p=1,000). Asimismo, la proporcién de USV de 50 kHz del tipo FM no difirié entre los grupos
frente al estimulo de la hembra (H»=0,23, p=0,892) ni frente al estimulo del macho
(H2)=3,86, p=0,145).
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Figura 6. Proporcion de USV del tipo FM (en relacion a la totalidad de USV de 50 kHz) emitidas por
hembras en adolescencia media, tardia y adultez frente a una hembra no-receptiva (barras blancas) y a
un macho (barras grises). Datos expresados en medianas (RSIQs); P=NS, anélisis de varianza de
Kruskal Wallis. La linea punteada horizontal indica un indice igual a 0,5.
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DISCUSION

Validacion del modelo

Basados en el andlisis de las USV emitidas por hembras sexualmente activas frente a
un macho, McGinnis & Vakulenko (2003) proponen al modelo utilizado en el presente
estudio como una prueba para la evaluacion de la motivacion sexual de las ratas hembras. La
mayor emision de USV frente a un macho en comparacion a una hembra por parte de ratas
ciclantes adultas sexualmente activas hallada en este trabajo concuerda con lo observado por
los autores, reafirmando la validez del modelo.

A pesar de que el numero de USV del tipo FM emitidas por hembras adultas fue
mayor frente a un macho en comparacion con una hembra, no se encontraron diferencias en la
proporcion de tales USV en relacion a las del tipo flat frente al estimulo social y sexual. Este
hecho se opone a hallazgos previos que evidenciaron que la proporcion de USV del tipo FM
emitidas por hembras fue mayor frente a un macho que frente a una hembra (Borner et al.,
2016).Tal discrepancia podria deberse tanto a diferencias en la cepa de las ratas evaluadas, asi
como a diferencias en el procedimiento llevado a cabo. De todos modos, es importante
destacar que en todos los casos, las USV del tipo FM fueron emitidas con mayor frecuencia
en comparacion a las flat, y su emision fue mayor frente a un macho que a una hembra,
sugiriendo un papel mas relevante de las USV del tipo FM en este tipo de comunicacion
social.

Segun Burgdorf et al. (2008), las USV del tipo FM se relacionan con un
comportamiento motivado positivo durante la actividad sexual, mientras que las USV de la
subcategoria flat son emitidas con mayor frecuencia que las FM durante comportamientos
agresivos. Ademas, Wohr, Houx, Schwarting, & Spruijt (2008) encontraron que las USV del
tipo flat son emitidas frecuentemente durante interacciones sociales no-recompensantes. Si
bien se desconoce el rol de los diferentes tipos de USV en la comunicacion entre los
individuos, las USV del tipo flat podrian servir como llamadas de coordinacién social, sin
tener necesariamente un valor heddnico (Brudzynski, 2013). El hecho de que, a pesar de que
las USV del tipo FM fueron emitidas por las adultas en mayor numero que las del tipo flat, la
diferencia entre ellas no fuera significativa, podria estar evidenciando un papel mas
importante de las USV de tipo flat en la interaccion sexual de lo que se ha propuesto hasta el
momento. Queda entonces en evidencia la necesidad de profundizar el estudio de la emision
de USV, tanto del tipo FM como del tipo flat de manera de determinar con mayor precision

qué rol cumplen en la comunicacion durante la interaccién sexual.
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Emision de USV de 50 kHz en respuesta a un macho desde la adolescencia hasta la
adultez

En contraposicion a lo hallado para el grupo de adultas, la ausencia de diferencias en
la emision de USV frente al estimulo sexual y al social en las hembras en adolescencia media,
sugiere que en esta etapa del desarrollo la motivacion sexual propia de la etapa adulta no se
encuentra completamente desarrollada. Por otro lado, las hembras en adolescencia tardia
mostraron emision de USV similar a la del grupo de adultas, con un patron de respuesta a
macho y a hembra diferencial al hallado para la etapa anterior de adolescencia media.

Este incremento en la emisién de USV de 50 kHz en respuesta a un macho entre la
adolescencia media y tardia concuerda con estudios anteriores que hallaron que la expresion
de componentes del comportamiento sexual asociados a aspectos motivacionales del mismo,
como los hops & darts y las posturas de presentacion de las ratas hembras, en respuesta a un
tratamiento hormonal, comienza a desarrollarse progresivamente desde el dia de apertura
vaginal, estabilizandose en niveles comparables a los exhibidos por hembras adultas al dia 54
post natal (etapa de adolescencia tardia) (Hlinak,1986). Estos resultados en conjunto sugieren
que el desarrollo de la motivacién sexual posee un patron ascendente alcanzando su maximo,
y estabilizandose, durante la adolescencia tardia. Ademas, pruebas de preferencia llevadas a
cabo en nuestro laboratorio han evidenciaron que la preferencia hacia un macho frente a una
hembra receptiva no difiere entre las etapas de adolescencia tardia y adultez (Agrati et al.,
2018). Seria interesante ampliar tal estudio de manera de determinar la preferencia de
hembras en adolescencia media frente a un macho y una hembra receptiva.

Por otra parte, si bien los grupos de adolescencia tardia y adultez emitieron mas USV
frente al macho que ante la hembra no-receptiva, las hembras en adolescencia tardia emitieron
el mayor niumero de USV de 50 kHz del tipo FM, reflejado en un patron de U-invertida en la
emision de este tipo de USV a lo largo de los tres grupos etarios. La disminucién en la
emision de USV desde la adolescencia tardia a la adultez en respuesta a un macho podria
sugerir una motivacion sexual aumentada propia de la etapa final de la adolescencia. Sin
embargo, el andlisis de la emision de USV frente al estimulo social abre otra posibilidad, ya
que ambos grupos de hembras adolescentes exhibieron un nimero de USV de 50kHz en
general, y FM en particular, similar, y mayor al emitido por el grupo de hembras adultas. Este
resultado sugiere que posiblemente exista una diferencia en el patron de comunicacion social
entre las hembras adolescentes y adultas. De esta forma, las diferencias en la emision de USV
frente a un macho entre los grupos de adolescencia tardia y adultez pueden no necesariamente

deberse a fluctuaciones en el valor de incentivo otorgado al estimulo sexual, lo cual se ajusta
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a los hallazgos previos que evidencian una preferencia similar entre hembras sexualmente
activas de ambos grupos etarios por un macho frente a una hembra receptiva (Agrati et al.,
2018). Se propone continuar con el estudio de la motivacion sexual de ratas en adolescencia
tardia y adultez de manera de dilucidar las causas que subyacen las diferencias observadas.

Respecto al sustrato neural de las diferencias halladas en la respuesta al macho de
acuerdo a la edad de las hembras, éstas podrian asociarse tanto al estado de maduracion de los
circuitos neurales que modulan la motivacion sexual, asi como a una sensibilidad diferencial
de los mismos a la accién de los esteroides sexuales. Trabajando con ratas hembras
ovariectomizadas y tratadas con hormonas esteroideas de forma exdgena, Sddersten (1975)
propuso que existe un aumento en la sensibilidad hacia las hormonas gonadales producto de la
reiterada exposicion ciclica a las mismas durante la adolescencia. En base a esta teoria, las
ratas adultas y en adolescencia tardia presentarian una mayor sensibilidad a los picos de
estrégenos y progestagenos producidos en la fase de proestro del ciclo estral, en comparacion
a las ratas en adolescencia media.

El estrogeno es esencial en la induccion de la conducta sexual de la hembra, actuando
principalmente a través de la union a receptores nucleares, en regiones cerebrales como el
nucleo ventromedial del hipotdlamo (VMN) y el POA, ambas fundamentales para el
despliegue de la conducta sexual en ratas hembras (Snoeren et al., 2015). Snoeren et al.
(2015) dieron cuenta que una disminucion en la concentracion del receptor de estrdgeno
(ER)a en el VMN y POA producia una disminucién de la conducta sexual de las hembras,
evidenciada por un descenso en las conductas proceptivas y la frecuencia de lordosis.
Considerando la teoria de Sddersten (1975), que postula un aumento de sensibilidad a
esteroides a lo largo de la adolescencia, es posible que la exposicion repetida a estrégenos
aumente la densidad de receptores estrogénicos con el desarrollo en areas cerebrales
vinculadas con el comportamiento sexual. Apoyando esta hipdtesis, Ceccarelli, Della Seta,
Fiorenzani, Farabollini, & Aloisi (2007) hallaron que, en hembras virgenes, existe un aumento
significativo en el nimero de ERa en el VMN entre el dia 37 (adolescencia media) y el dia 90
de vida (adultez). Ademas, los autores dieron cuenta que la exposicion a estrogenos en la
pubertad temprana produce un aumento en los ERa en é&reas cerebrales clave para el
comportamiento reproductivo tanto a corto como a largo plazo.

Extrapolando tales antecedentes a nuestro estudio, se podria hipotetizar que las
hembras en adolescencia tardia y adultas poseen una motivacion sexual aumentada con

respecto a las hembras en adolescencia media debido a que la mayor exposicion a ciclos
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estrales (propia de la edad) causé un aumento en la concentracion de ERa en regiones
hipotaldmicas como VMN y POA, aumentando asi su sensibilidad al estrogeno.

Por otra parte, es posible, a su vez, que la maduracién del comportamiento sexual no
se asocie a un aumento de la sensibilidad hormonal per se, sino a un aumento de la
concentracion de esteroides sexuales (gonadales y/o neuroesteroides) en el cerebro producto
de la reiterada exposicion a hormonas gonadales como consecuencia de varios ciclos estrales.

Resulta relevante sefialar que la motivacion sexual no solo es promovida por el efecto
de los estrdgenos y progestagenos a nivel hipotalamico, sino que tales hormonas, a su vez,
ejercen efectos sobre el sistema dopaminérgico mesolimbico de la hembra, a pesar de que tal
relacion no se encuentra aun completamente dilucidada (Yoest, Cummings, & Becker, 2014).
Dicho sistema consiste principalmente en neuronas generadoras de dopamina (DA), ubicadas
en el VTA que proyectan, atravesando el hipotadlamo lateral, hacia el NAcc y la corteza
prefrontal (Berridge & Robinson, 1998; Knutson et al., 2002). El estrégeno en ratas hembras
modula la actividad dopaminérgica del sistema mesocorticolimbico a través de cambios
gendmicos y no-gendmicos (Thompson & Moss, 1994), encontrandose éstas mas sensibles a
agonistas dopaminérgicos durante la fase de proestro/estro de su ciclo estral (Pfaus et al.,
1995), momento en el cual se encuentran sexualmente activas.

Durante el desarrollo desde la infancia a la adultez, el circuito mesocorticolimbico
sufre cambios. Por ejemplo, se ha evidenciado que la concentracién de receptores
dopaminérgicos D1 tanto en el estriado dorsal como en el NAcc es mayor durante la
adolescencia (con pico en la adolescencia media) en comparacion tanto a etapas anteriores o
posteriores (Brenhouse, Sonntag, & Andersen, 2008; Teicher, Andersen, & Hostetter, 1995).
En linea con tales resultados, se ha propuesto que durante la adolescencia media existiria una
mayor sensibilidad a estimulos naturalmente recompensantes o drogas (Doremus-Fitzwater et
al., 2010). Nuestros resultados, los cuales sugieren que las hembras en adolescencia media
tienen menor motivacion sexual en comparacidn a etapas posteriores, se contraponen a esta
idea en lo que concierne al comportamiento sexual. Este hecho da lugar a la posibilidad de
que las variaciones en el valor de incentivo otorgado al macho que se observan a lo largo del
desarrollo se relacionen no tanto a cambios madurativos del circuito neural encargado de la
recompensa, sino a diferencias en los efectos de los esteroides gonadales tanto a nivel
hipotalamico como mesolimbico.

Se suele considerar a la adolescencia como un periodo uniforme, diferenciado de la
infancia y la adultez, pero relativamente homogéneo en el periodo que abarca. Los hallazgos

del presente estudio apoyan la idea de que la adolescencia, a pesar de su corta duracién, debe
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ser considerada como un periodo heterogéneo. El desarrollo, en todos sus aspectos, tiene un
caracter gradual, por lo que es de esperarse que, dentro del periodo de la adolescencia, se
encuentren patrones comportamentales diferenciales. El patrén dispar de emision de USV
hallado para los tres grupos etarios en ambas condiciones sugiere que las ratas en
adolescencia media presentan una motivacién sexual claramente distinta a aquellas en
adolescencia tardia, mientras que estas ultimas difieren también de ratas adultas en lo que
respecta a su respuesta social hacia una hembra. La adolescencia se presenta como un periodo
de grandes cambios que ocurren en una ventana temporal no tan extensa, por lo que su estudio
fragmentado no solo es importante, sino esencial, para la comprension de la dinamica del

desarrollo.

Sin duda resulta necesario ahondar en el estudio de la dindmica de la motivacion
sexual en el desarrollo tanto desde un punto de vista comportamental, de manera de obtener
resultados que describan los cambios que se observan en las diferentes etapas del ciclo de
vida, como desde un punto de vista neuronal, que permita comprender los mecanismos que

subyacen a tales cambios.

PERSPECTIVAS

A partir de los resultados hallados y procurando expandir el conocimiento acerca del
desarrollo de la motivacion sexual en ratas hembras, pretendemos en un futuro profundizar
este trabajo a través de:

- el empleo de un modelo de preferencia sexual con estimulos incondicionados: macho

y hembra no receptiva, para ratificar la existencia de diferencias en la motivacién
sexual de hembras en la adolescencia media, tardia y adultez;

- la determinacion del posible cambio en la expresion de receptores ERa entre la
adolescencia media, adolescencia tardia y adultez en regiones cerebrales relacionadas
con la motivacion y el comportamiento sexual de hembras como POA, VMN vy
sistema dopaminérgico mesolimbico. EI mismo podria llevarse a cabo a través de una
cuantificacion del ARNm que codifica para el receptor en diferentes regiones de los
cerebros obtenidos de ratas de los 3 grupos etarios en fase de proestro tardio.

- explorar el posible cambio en la concentracion de esteroides sexuales en el cerebro de

hembras pertenecientes a los 3 grupos etarios en fase de proestro tardio.
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El presente trabajo fue realizado en el marco del proyectoFCE_1 2017 1 136603:
“Aspectos motivacionales del comportamiento sexual de ratas hembras durante la

adolescencia y sus bases neurales” a cargo de Daniella Agrati.
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