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ABREVIATURAS

Amigdala MePD: Amigdala medial Posterodorsal
Arc: Nucleo Arcuato del Hipotdlamo

ER: Receptor de estrégeno

ER-a: Receptor de estrégeno alfa

ER-B: Receptor de estrégeno beta

ERE: Elemento de respuesta al estrégeno

LQ: Cociente de lordosis

mPOA: Area pre-6ptica media

NAcc: Nucleo Accumbens

PR: Receptor de progesterona

RIC: Rango intercuartil

USV: Vocalizaciones ultrasénicas

VMNuvI: Regidn ventrolateral del Nucleo Ventromedial del Hipotdlamo

VTA: Area Tegmental Ventral



MARCO GENERAL DE LA TESIS

La presente tesis de Maestria constituye el primer reporte en el marco de un proyecto de
investigacion que pretende evaluar las bases neuroenddcrinas que subyacen al desarrollo de la
motivacion sexual de la rata hembra a lo largo de la adolescencia (CSIC I+D 2020: Aumento de la
motivacion sexual de la rata hembra durante la adolescencia: incremento de la sensibilidad a estrégenos
como posible mecanismo responsable). A su vez, representa una continuacion de mi Trabajo final de
grado, que sugiere un aumento de la motivacién sexual de la rata hembra a lo largo de la adolescencia.
Tales resultados, asi como parte de los reportados en la presente tesis (Capitulo 1), forman parte de un
manuscrito recientemente publicado en la revista Developmental Psychobiology (Armas, Marin, Uriarte,
& Agrati, 2021).

A pesar de que la adolescencia consiste en una fase del desarrollo en la que ocurren numerosos
cambios cerebrales, enddécrinos y comportamentales, aquellos relativos a la conducta reproductiva
femenina han sido pobremente estudiados. Considerando que nuestra linea de investigacidén reporta por
primera vez variaciones en la motivacion sexual a lo largo de la adolescencia en la rata hembra ciclante,
resulta relevante estudiar la interaccion entre factores neurales y enddcrinos que puedan brindar una
explicacion a los mecanismos que subyacen a estos cambios. Sin embargo, la literatura cientifica sobre el
desarrollo de la motivacién sexual es escasa, y los efectos de esteroides gonadales sobre el sistema
nervioso durante la adolescencia son variados, por lo que los posibles mecanismos a estudiar son
multiples y diversos. Uniendo cabos entre la evidencia existente, la presente tesis explora la posibilidad
de que a lo largo de la adolescencia se desarrolle una respuesta comportamental diferencial a los
esteroides ovaricos modulada por la maduracion de determinados circuitos neurales como consecuencia
de la exposicién repetida a estrégenos que comienza en etapas tempranas de este periodo. Es relevante
enfatizar que en el presente trabajo se pone a prueba una de las multiples posibilidades y que, para lograr
una comprension completa del desarrollo de la motivacidén sexual en este periodo complejo, aun queda

un largo camino por recorrer.



RESUMEN

El comportamiento sexual de la rata hembra comienza a expresarse durante la adolescencia
media, pero resultados previos sugieren que la motivacién sexual no se encuentra madura en esta etapa.
Debido a que la expresion de este comportamiento es dependiente de la accidn del estrégeno actuando
sobre el receptor de estrogeno a (ER-a) en ciertas estructuras cerebrales, variaciones en la expresion de
este receptor podrian mediar la maduracidon de este comportamiento durante la adolescencia. A su vez,
se ha demostrado que los efectos conductuales de la administracién exdgena repetida de estrégeno se
sensibilizan con sucesivas exposiciones; y se ha propuesto que luego de la pubertad podria desarrollarse
una sensibilidad comportamental al estrégeno, pero los mecanismos se desconocen. En base a esta
evidencia, se propone que la motivacion sexual aumenta a lo largo de la adolescencia como consecuencia
de un proceso madurativo del circuito cerebral que la regula, el cual involucra un aumento en la expresion
de ER-q, y estd mediado por la exposicidn repetida a picos pre-ovulatorios de estrégenos que comienza
durante la adolescencia media.

Con el objetivo de determinar el curso de la motivaciéon sexual de hembras ciclantes desde la
adolescencia -media y tardia- a la etapa adulta, se compard su comportamiento en un modelo de
preferencia macho vs. hembra, ampliamente validado. Los resultados obtenidos refuerzan resultados
anteriores e indican que la motivacidn sexual no se encuentra completamente madura en la adolescencia
media, sino que aumenta de la adolescencia media a la tardia, cuando alcanza los niveles de la adultez.

En una segunda instancia, para caracterizar la expresion de ER-a a lo largo de la adolescencia en
regiones claves del circuito cerebral que regula el comportamiento sexual, se cuantific6 mediante
inmunohistoquimica el nimero de células ER-a* en el Area pre-6ptica media (mPOA), la porcién
ventrolateral del Nucleo Ventromedial del Hipotalamo (VMNuvI), el Nucleo Arcuato (Arc) y la Amigdala
Medial Posterodorsal (MePD) de hembras ciclantes en adolescencia media, adolescencia tardia y adultas
durante el periodo de actividad sexual. Como segunda aproximacion, la expresion de ER-a en mPOA y
VMNVvI se cuantificd mediante Western Blot. Se observd que la expresidon de ER-a en mPOA, pero no en
las demads regiones, disminuye entre la adolescencia tardia y la adultez y es intermedia en |la adolescencia
media, indicando que esta drea clave en la regulacion de la motivacién sexual se encuentra alin en proceso
de maduracidn durante la adolescencia.

Finalmente, para probar si una mayor exposicién a estréogenos durante la adolescencia media
aumenta la motivacién sexual y modula la expresion cerebral de ER-a, hembras ciclantes tratadas con

estradiol o aceite luego de la apertura vaginal (3 dosis diarias consecutivas de 2,5ug/rata) fueron probadas



en la adolescencia media en una prueba de preferencia macho-hembra y en una prueba de interaccion
sexual, y se cuantificaron los niveles de expresién de ER-a en mPOA mediante Western Blot. El
tratamiento con estradiol durante la adolescencia media aumenté la motivacion sexual, la atractividad y
el despliegue de comportamientos proceptivos, igualando lo observado en hembras en adolescencia
tardia. Sin embargo, este tratamiento no modificé la expresién de ER-a en mPOA.

En conclusion, la presente tesis muestra que la adolescencia de la rata hembra es un periodo de
maduracién de la motivacion sexual y del circuito cerebral que la regula. A su vez, los resultados obtenidos
sugieren que la exposicion a picos estrogénicos durante la adolescencia media juega un rol importante en
tal maduracién, posiblemente mediante una sensibilizacién comportamental al efecto de esteroides
gonadales que ocurre por un mecanismo independiente a variaciones en los niveles de expresion de ER-

a en mPOA.

PALABRAS CLAVE: motivacidn sexual, rata hembra, adolescencia, receptor de estrégeno alfa, estrégeno,
Area pre-6ptica media.



ABSTRACT

Sexual behavior in the female rat is first displayed during mid-adolescence, but according to
previous results from our lab sexual motivation is not yet fully mature at this developmental stage. Given
that the expression of sexual behavior depends on estrogen acting on estrogen receptor alpha (ER-a) in
certain brain structures, differences in the expression of this receptor could mediate the maturation of
this behavior throughout adolescence. Furthermore, it has been shown that the behavioral effects of a
repeated administration of estrogen sensibilize with successive exposures; and it has been proposed that
after puberty a behavioral sensitization to estrogen takes place, but the mechanisms that underly this are
unknown. Based on this evidence, we propose that sexual motivation increases throughout adolescence
as a consequence of the maturation of the neural circuits that regulate this behavior, which involves an
increase in ER-a expression and is mediated by the repeated exposure to pre-ovulatory estrogen peaks
that starts during mid-adolescence.

To determine the development of sexual motivation in naturally cycling female rats from
adolescence -mid and late- to adulthood, the behavior of these females in the male vs. female preference
test, a validated model for the assessment of sexual motivation, was compared. The results obtained
support previous studies and show that sexual motivation is not fully mature by mid-adolescence, but
rather that it increases from mid to late adolescence, when it reaches adult-like levels.

With the aim of characterizing the expression of ER-a throughout adolescence in key brain areas
that modulate the expression of sexual behavior, the number of ER-a* cells in the medial pre-optic Area
(mPOA), the ventrolateral division of the Ventromedial Nucleus of the Hypothalamus (VIVMN), the
Arcuate Nucleus (ARC), and the medial Posterodorsal Amygdala were quantified through
immunohistochemistry and compared between mid-adolescent, late adolescent and adult naturally
cycling females during the period of sexual activity. As a second approach, the expression of ER-a in the
mPOA and vIVMN was measured through Western Blot. Results show that ER-a expression in the mPOA,
but not in the other regions, decreases from late adolescence to adulthood and is intermediate in mid-
adolescence, indicating that this brain region, that plays a fundamental role in the regulation of sexual
motivation, undergoes a maturation process throughout adolescence.

Finally, to evaluate if a higher number of exposures to estrogen during mid-adolescence increases
sexual motivation and modulates ER-a expression, cycling females treated with estrogen or vehicle after
vaginal opening (3 doses of 2,5ug/rat) were tested during mid-adolescence in a male/female preference
test and a sexual interaction test, and ER-a expression in the mPOA was quantified through Western Blot.

The estrogenic treatment during mid-adolescence increased sexual motivation, attractivity and the



display of proceptive behavior, to match those observed during late adolescence. However, the treatment
did not modify the expression of ER-a in the mPOA.

All in all, this thesis shows that, during the adolescent period of the female rat, sexual motivation
and the neural circuit that regulate it are still in maturation. Furthermore, results obtained suggest that
the exposure to estrogenic peaks in mid-adolescence plays an important role in this maturation process,
possibly by causing a behavioral sensitization to the effects of gonadal hormones that occurs by a

mechanism that is independent to variations in ER-a expression in the mPOA.



ANTECEDENTES

Comportamiento sexual en la rata hembra

Desde el afio 1976 (Beach, 1976), el comportamiento sexual femenino se estudia mediante
analisis de diferentes componentes que reflejan la atractividad, proceptividad y receptividad de Ia
hembra. La atractividad se refleja en aquellos comportamientos por parte del macho que dan cuenta del
valor de incentivo sexual de una hembra, y que puede estar mediado por sefiales activas o pasivas de la
misma, mientras que la proceptividad refiere a comportamientos voluntarios de la hembra que reflejan
el valor de incentivo sexual del macho para ésta. Por ultimo, la receptividad hace referencia a los
comportamientos ejecutados por la hembra en respuesta a la estimulacién del macho que son suficientes
y necesarias para una cépula exitosa (Beach, 1976). En la rata, la interaccién sexual comienza con una
exploracién mutua mediante olfateo anogenital, seguida por el despliegue de comportamientos
proceptivos que ocurren de manera espontdnea antes y entre montas (Blaustein & Erskine, 2002) y
aumentan la probabilidad de la ejecucién del comportamiento sexual por parte del macho (Erskine, 1989).
Frente a la monta, una hembra sexualmente receptiva responde con una postura de lordosis (arqueo de
la espalda de forma cdncava que expone la regidn genital hacia el macho) que permite la intromision. Esta
secuencia se repite hasta que ocurre la eyaculacién, la cual es seguida por un periodo refractario de
ausencia de actividad sexual (Blaustein &
Erskine, 2002; Pfaus, Jones, Flanagan-Cato, &
Blaustein, 2015; Yang & Clemens, 1996). Progesterona

La rata hembra se encuentra / \
sexualmente activa en la fase de proestro / \
tardio-estro temprano del ciclo estral. Este 3 \ / \
ciclo tiene una duracion total de 4 a 5 dias y se \

divide en 4 etapas que difieren en su perfil \ / \
w4 N / -~ -

hormonal (Figura 1), reflejdndose en la

citologia vaginal y expresiéon comportamental METAESTRO | | DIESTRO PROESTRO ESTRO

Figura 1. Fluctuaciones de los niveles de estrégeno y
progesterona en plasma a lo largo del ciclo estral de la rata
ocurren picos pre-ovulatorios secuenciales de ~ hembra. Las diferentes fases del ciclo se representan en los
cuadros inferiores.
estrogeno y progesterona gonadales (Figura  Estrogeno: lineas punteadas, anaranjadas
Progesterona: lineas entrecortadas, verdes.
1), que son necesarios para el despliegue del  Esquema adaptado de Pfaus et al. (2015)

(Pfaus et al., 2015). Durante la fase de proestro



comportamiento sexual (Beach, Etkin, & Rasquin, 1942; Pfaff, 1970; Snoeren, 2018; Sodersten & Eneroth,
1981).

El comportamiento sexual es un comportamiento motivado

Mas alld de la expresién de un patron comportamental especifico durante la cdpula, las hembras
realizan comportamientos voluntarios y flexibles en la busqueda activa de interaccién con un macho, que
reflejan la base motivacional de su comportamiento sexual. El valor de incentivo sexual (valor
motivacional) de un macho para un hembra ha sido ampliamente estudiado mediante el analisis del
despliegue de componentes proceptivos durante la interaccion sexual (Agrati, Fernandez-Guasti, Ferreio,
& Ferreira, 2011; Pfaus, Smith, Byrne, & Stephens, 2000; Sodersten, 1975). Sin embargo, debido al
caracter complejo de la motivacion sexual, la cual puede definirse como el mecanismo que activa, dirige
y causa persistencia en los comportamientos dirigidos hacia un incentivo sexual (Agmo, 2014), se ha
propuesto que para lograr una comprension completa, la misma debe estudiarse utilizando pruebas
motivacionales especificas, que no impliquen la ejecucidon del comportamiento sexual en si, y en mas de
una prueba, ya que diferentes modelos pueden reflejar diferentes aspectos del estado motivacional de
las hembras (Blaustein & Erskine, 2002). Asi, se evidencié el caracter altamente motivado del
comportamiento sexual en la rata hembra (Ventura-Aquino & Paredes, 2017) quien, cuando se encuentra
sexualmente activa, prefiere un estimulo sexual en una prueba de preferencia entre un macho y una
hembra (Agrati, Fernandez-Guasti, & Ferreira, 2008; Clark, Kelton, Guarraci, & Clyons, 2004) y aprieta
repetidamente una palanca (French, Fitzpatrick, & Law, 1972) o cruza una barrera electrificada para
acceder a un macho (McDonald & Meyerson, 1973).

A pesar de que los estudios de comportamiento y motivacion sexual se han enfocado
principalmente en hembras adultas ovariectomizadas con comportamiento sexual inducido por
tratamiento hormonal, en las hembras ciclantes el comportamiento sexual comienza a expresarse de
forma natural durante la adolescencia, cuando ocurre el primer ciclo estral (Hansen, 1977; Hashizume &

Ohashi, 1984; Meaney & Stewart, 1981).

Adolescencia

La adolescencia es un periodo de cambios
El primer ciclo estral en la rata hembra coincide con la apertura vaginal, la cual ocurre durante la

adolescencia, aproximadamente entre los 35 y los 37 dias de vida (Sodersten, 1975; Vandenbergh, 1976;
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Vetter-O’Hagen & Spear, 2012). La adolescencia puede definirse como el periodo de transicion asociado
a la pubertad donde ocurren un amplio conjunto de eventos mediante los cuales el individuo transita
desde la infancia a la adultez adquiriendo, por ejemplo, los comportamientos sociales y cognitivos propios
del individuo adulto. La pubertad, por otra parte, refiere a la maduracion del eje hipotalamo-hipdfisis-
gonadal por la cual ocurre la transicion desde un individuo no reproductivo a un individuo
reproductivamente competente (Holder & Blaustein, 2014; Sisk & Foster, 2004; Spear, 2000). A pesar de
gue no existen consensos con respecto a limites temporales absolutos que determinen el periodo de Ia
adolescencia en la rata hembra (Spear, 2000), una clasificacidon usualmente utilizada la ubica entre los 21
dias de vida (cuando ocurre el destete) y los dias 60 de vida (cuando comienza la adultez) (Holder &
Blaustein, 2014; Tirelli, Laviola, & Adriani, 2003). Este periodo presenta un patrén comportamental
caracteristico que incluye mayor exploracion social y conducta de juego (Agrati et al., 2018; Panksepp,
1981; Thor & Holloway, 1984), mayor emisién de ultravocalizaciones (USV) luego de interactuar con un
estimulo social (Armas et al., 2021), menor inhibicién conductual y mayor frecuencia de comportamientos
de busqueda y riesgo en comparacioén a la etapa adulta (Doremus-Fitzwater, Varlinskaya, & Spear, 2010;
Holder & Blaustein, 2014; Spear, 2000).

Este perfil conductual particular se relaciona con cambios propios del proceso de maduracién de
circuitos neurales implicados en el procesamiento cognitivo, emocional y motivacional (Schulz & Sisk,
2016; Sisk & Zehr, 2005; Spear, 2000). Por ejemplo, el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico de
recompensa se encuentra aln en proceso de maduracién durante la adolescencia (Andersen, Thompson,
Rutstein, Hostetter, & Teicher, 2000; Teicher, Andersen, & Hostetter, 1995), y se ha postulado que existe
una hipersensibilidad de este circuito hacia la recompensa (Simon & Moghaddam, 2015; Walker et al.,
2017) que parece variar a lo largo de la adolescencia, siendo mayor durante las etapas finales de la misma

(Friemel, Spanagel, & Schneider, 2010).

La adolescencia no es un periodo homogéneo

La adolescencia en la rata puede subdividirse en diferentes estadios, en funcién del grado de
maduracién o desarrollo del sistema nervioso y del eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal, denominados
adolescencia temprana (21 a 34 dias de vida), adolescencia media (34 a 46 dias de vida) y adolescencia
tardia (46 a 59 dias de vida) (Holder & Blaustein, 2014; Lynn & Brown, 2010; Tirelli et al., 2003). El
comportamiento de los individuos difiere en estas etapas de la adolescencia. En este sentido, durante la
adolescencia tardia existe mayor conducta exploratoria de ambientes nuevos (Lynn & Brown, 2010),

mientras que durante la adolescencia media las ratas exhiben mds conducta de juego (Panksepp, 1981)y
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exploracién social (Armas et al., 2021; Klein, Padow, & Romeo, 2010). Estos resultados, junto con otros
(Friemel et al.,, 2010; Varlinskaya & Spear, 2006), sugieren que la adolescencia no es un periodo
homogéneo. Esto es cierto, también, para estudios sobre el desarrollo del comportamiento sexual, dado

que la expresidn de este comportamiento parece variar a lo largo de la adolescencia.

Comportamiento y motivacion sexual durante la adolescencia

Dado que la mayor parte de los estudios sobre comportamiento y motivacién sexual se centran
en hembras adultas, conocemos poco acerca de las dinamicas de su desarrollo (Bell, 2018). Este
comportamiento es expresado por primera vez durante la adolescencia media, cuando ratas hembra
alojadas junto a machos comienzan a expresar earwiggling (conducta proceptiva) y lordosis en respuesta
a la monta (Meaney & Stewart, 1981). Tal despliegue del comportamiento sexual parece ser completo
desde el comienzo, dado que estudios previos evidencian que hembras en adolescencia media y tardia
naturalmente ciclantes son capaces de expresar el repertorio completo del comportamiento sexual adulto
durante la interaccidn con un macho, incluyendo tanto los componentes proceptivos como los receptivos
del mismo (Agrati et al., 2018; Armas et al., 2021).

En linea con estos hallazgos, utilizando pruebas comportamentales especificas de evaluacion de
la motivacidn sexual, se observd que hembras ciclantes en adolescencia tardia presentan una fuerte
preferencia por el macho en una prueba de preferencia macho/hembra, sin diferenciar su
comportamiento del de ratas adultas (Agrati et al., 2018). Por otra parte, utilizando una prueba de emision
de USV luego de una breve interaccion sin contacto directo con un estimulo social (hembra adulta no
receptiva) o un estimulo sexual (macho) (McGinnis & Vakulenko, 2003), obtuvimos resultados similares.
Hembras ciclantes en adolescencia tardia, cuando se encuentran sexualmente activas, emiten un mayor
numero de USV de 50kHz luego de interactuar con el estimulo sexual en comparacidn al estimulo social,
aligual que hembras adultas (Armas et al., 2021), lo cual sugiere un mayor valor de incentivo de un macho
en comparacion al de una hembra (McGinnis & Vakulenko, 2003). En conjunto, estos resultados indican

que hembras en adolescencia tardia y adultas no se diferencian en su motivacion sexual.

¢Madura la motivacion sexual a lo largo de la adolescencia?
A diferencia de hembras en adolescencia tardia y adultas, hembras ciclantes en adolescencia
media no emiten un mayor nimero de USV de 50 kHz luego de interactuar con un estimulo sexual en

comparacion a un estimulo social (Armas et al., 2021) lo cual sugiere una menor motivacién sexual en esta
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etapa del desarrollo en comparacion a etapas posteriores (Figura 2). Esta menor motivacion pareceria ser
especificamente sexual, dado que estas mismas hembras muestran mayor exploracién social y juego
cuando interactian con una rata hembra adulta (Armas et al., 2021), resultados en linea con estudios
previos que reportan que la interaccidén y la motivacion social estdn aumentadas en etapas tempranas de
la adolescencia (Douglas, Varlinskaya, & Spear, 2004; Klein et al., 2010; Panksepp, 1981).

De todas maneras, el hecho de que ratas en adolescencia media no difieran en el nimero de USV
que emiten luego de interactuar con un macho o una hembra podria deberse a una motivacién social
aumentada, y no una menor motivacion sexual. Por este motivo, es necesario utilizar pruebas
motivacionales adicionales que confirmen si la motivacién sexual es menor durante este periodo.
Resultaria interesante evaluar cémo es MOTIVACION SEXUAL

. Prueba de
el comportamiento de hembras en

adolescencia media en una prueba de
preferencia macho/hembra, ya que emisién de USV

A i H ADOLESCENCIA ADOLESCENCIA
esta prueba esta ampliamente validada y oA ADULTEZ

como modelo para evaluar motivaciéon

. s PND 34 PND 46 PND 60
sexual y fue previamente utilizada en . L o
Figura 2. Representacion grafica del desarrollo de la motivacién sexual

hembras en adolescencia tardia (Figura  durantela adolescenciay la adultez. Se representan los resultados
obtenidos mediante una prueba de preferencia de hembras en

2) (Agmo, Turi, Ellingsen, & Kaspersen, adolescencia tardia y adultas (Agrati et al., 2018) y utilizando una
prueba de emisidn de ultravocalizaciones en hembras en adolescencia

2004; Agrati et al., 2018; Clark et al.,  media, tardia y adultas (Armas et al., 2021).

2004).

Circuito neural de regulacion del comportamiento y la motivacion sexual

De manera similar a lo que ocurre con los estudios comportamentales, el circuito cerebral
encargado de regular la expresién del comportamiento sexual ha sido estudiado predominantemente en
individuos adultos, por lo que desconocemos las bases neuroenddcrinas que subyacen el desarrollo de
este comportamiento durante la adolescencia.

Definir las regiones, sus respectivas conexiones y las variables que modulan la actividad del
circuito cerebral que regula el comportamiento sexual en roedores no es una tarea facil, principalmente
debido a dos razones: 1) las regiones cerebrales involucradas en la regulacion del comportamiento sexual

también estan involucradas en otros comportamientos sociales (como el comportamiento maternal y la
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agresion), formando parte de lo que ha postulado

IM

como la “red del comportamiento social” (Newman,
1999); y 2) tales regiones estan estrechamente
interconectadas de forma reciproca entre si (Jennings
& de Lecea, 2020). Estos dos aspectos llevan a que el
establecimiento de una secuencia lineal de conexiones AAA\F,’S\’,\
y de las dindmicas de regulacién entre las regiones LHA ~ VMHv
cerebrales que modulan el comportamiento sexual sea
particularmente complejo (Snoeren, 2018).

En la Figura 3 se representan las principales

regiones cerebrales involucradas en la regulacién del

comportamiento sexual femenino en roedores. Entre

Figura 3. Representacion esquematica de las
regiones cerebrales involucradas en la regulaciéon
de la expresién del comportamiento sexual del
roedor y sus principales conexiones, vista dorsal.
principal de proyecciones del sistema olfativo  AOB:bulbo olfatorio accesorio; MOB: bulbo
olfatorio principal; BNST: Bed Nucleus de la Stria
accesorio, inerva mdultiples regiones cerebrales del  Terminalis; MeA: Amigdala medial; LHA:
hipotalamo lateral; VMHVI: region ventrolateral
circuito sexual (Figura 3) y estd implicada en el  del Nucleo Ventromedial del Hipotalamo; AVPV:
Nucleo Periventricular Anteroventral; mPOA:
procesamiento olfatorio de claves sexuales. Esta  fieq pre-Gptica media; VTA: Area Tegmental
Ventral; PAG: Sustancia gris periacueductal.
Esquema extraido de Jennings & DelLecea (2020)

éstas se encuentra la Amigdala Medial (MeA) en su

region posterodorsal (MePD). Esta regién es el destino

region cerebral se activa durante la cépula y frente a
la exposicion a feromonas del individuos del sexo
opuesto, y su inactivacién modifica la preferencia por un sitio condicionado por un estimulo sexual
(Garcia-Horsman, Agmo, & Paredes, 2008; Jennings & de Lecea, 2020).

Especialmente importante en la regulacion de la expresién del comportamiento sexual femenino,
tanto de los componentes proceptivos como receptivos, es la regidon ventrolateral del Nucleo
Ventromedial del Hipotdlamo (VMNVI) (Clark, Pfeifle, & Edwards, 1981; Spiteri et al., 2010). Esta region se
considera el nodo de salida de la respuesta receptiva del circuito hipotaldmico formado por el Nucleo
Arcuato (Arc), el Area pre-6ptica media (mPOA) y el VMNVI (Figura 4), porque tiene un rol fundamental
en la expresion de lordosis (Inoue et al., 2019; P. Micevych & Meisel, 2017; P. Micevych & Sinchak, 2018).
En este sentido, el VMNvI proyecta a centros inferiores que conducen a la activacién de las motoneuronas
espinales encargadas de la contraccién muscular responsable de la postura de lordosis (Pfaff, Kow, Loose,

& Flanagan-Cato, 2008).

14



El Area pre-dptica media

(mPOA), por otro lado, recibe multiples

Sexual motivation
aferencias y actia como centro de
procesamiento de informacion "
referente al estado hormonal, el
entorno olfativo y aspectos sensoriales
genitales (Jennings & de Lecea, 2020). MOR '

@ B-END/NPY-Y1

Esta drea es heterogénea en su NPY/ERu-mGRta |

@ casa Il O
. . 1\, TaRH <><>
poblacién neuronal y juega un doble rol ~ ¢°* \
O m\“ \/ A\
en la regulacion de la expresion del o SHRN P

comportamiento sexual. Por una parte,

Figura 4. Representacidn esquematica del circuito responsable de la
participa en la receptividad sexual regulacion de la expresion del comportamiento (sexual performance) y la
motivacidn (sexual motivation) sexual en la rata hembra.

ARH: Nucleo Arcuato; MPN: Area pre-dptica media; VTA: Area Tegmental

ventral; NAc: Nucleo Accumbens; VMH: Nucleo Ventromedial del

Hipotalamo.

actdan sobre receptores p-opioides de MOR: receptores p-opioides; B-END/NPY-Y1: Neuronas B-endorfina+, .
receptores de neuropeptido Y+; NPY/ERa-mGluR1: neuronas neuropeptido

neuronas que proyectan hacia el Y+, ER-a de membrana+; GABA: neuronas gabaérgicas; DA: Neuronas
dopaminérgicas.

VMNvI, regulando la expresién de  Esquema extraido de Micevych & Meisel (2017)

recibiendo  proyecciones de B-

endorfinas desde el ARC , las cuales

lordosis (Figura 4) (P. Micevych & Meisel, 2017). Por otra parte, se le asigna al mPOA un papel importante
en la regulacién de la motivacidn sexual, actuando como nodo entre el circuito hipotaldmico y el circuito
mesocorticolimbico de recompensa (P. Micevych & Meisel, 2017). En este sentido, el mPOA envia
proyecciones GABAergicas al Area Tegmental Ventral (VTA) (Tobiansky et al., 2013), la cuales modularian
la activacién de neuronas dopaminérgicas del VTA y, en consecuencia, la liberacion de dopamina en el
Nucleo Accumbens (NAcc) (P. Micevych & Meisel, 2017) (Figura 4).

La liberacidon de dopamina en el NAcc desde el VTA refleja el estado de motivacion sexual de la
hembra (Jennings & de Lecea, 2020): en anticipacion a la cépula la concentracién de dopamina en el NAcc
aumenta (Jenkins & Becker, 2003), mientras que la interferencia con la neurotransmisién dopaminérgica
altera el comportamiento en pruebas de preferencia (DiBenedictis, Olugbemi, Baum, & Cherry, 2014). De
forma interesante, la actividad del circuito mesocorticolimbico de recompensa varia a lo largo del ciclo
estral, de manera que la frecuencia de descarga de neuronas dopaminérgicas del VTA que proyectan al
NAcc es mayor cuando hembras ciclantes se encuentran sexualmente activas (Calipari et al., 2017; Zhang,
Yang, Yang, Jin, & Zhen, 2008). Esta evidencia indica que el circuito general de recompensa y aquel que

regula el comportamiento sexual femenino se encuentran estrechamente relacionados entre si, y estan
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coordinados con el estado reproductivo de la hembra. Las hormonas ovdricas, actuando sobre sus
receptores en el circuito hipotaldmico juegan un papel fundamental en esta coordinacién (Pfaus et al.,

2015; Snoeren, 2018).

Efecto activacional de los esteroides gonadales sobre el circuito sexual

La interaccién entre los sistemas endécrino y nervioso permite la coordinacion del despliegue del
comportamiento sexual con la ovulacidon, asegurando una cépula fértil. En este sentido, el
comportamiento sexual es inducido por los picos pre-ovulatorios de estrégeno y progesterona que actuan
sobre las diferentes regiones cerebrales involucradas en el comportamiento sexual, las cuales se
caracterizan por presentar altos niveles de expresidon de receptores de estréogeno (ER) y de progesterona
(PR) (Parsons, Rainbow, MacLusky, & McEwen, 1982; Rainbow, Parsons, MaclLusky, & McEwen, 1982;
Shughrue, Lane, & Merchenthaler, 1997). La accidn del estrégeno sobre sus receptores es necesaria para
inducir el comportamiento sexual tanto en hembras naturalmente ciclantes como en hembras
ovariectomizadas con comportamiento sexual inducido. Cuando el estréogeno se administra de forma
exogena en baja concentracion (o cuando se trata de picos de estrégeno enddgeno en hembras ciclantes),
se requiere la posterior accién de la progesterona para el completo despliegue del comportamiento
sexual, pero la receptividad puede ser inducida Unicamente con estrégeno administrado de forma
exogena en altas concentraciones (por revision acerca de diferentes tratamientos referirse a: Micevych &

Sinchak, 2013).

Se han caracterizado diferentes tipos de receptores de estrégeno

Se han caracterizado dos tipos principales de receptores nucleares de estréogeno: el receptor de
estrogeno a (ER-a) y el receptor de estrégeno B (ER-B) (McEwen & Alves, 1999). Estos son receptores
nucleares de tipo 1, los cuales frente a la unién al estradiol, actian como factores de transcripcién
mediante su unidn a secuencias gendmicas denominadas “elementos de respuesta de estrogeno” (ERE)
(Klinge, 2001). Este efecto se denomina efecto gendmico y se caracteriza por un retardo en su comienzo
y por su perduracion en el tiempo (McEwen, 2019). Uno de los efectos genédmicos relevantes de ER-a en
la regulacion del comportamiento sexual es el de promover la expresidon de PR (Harris, Katzenellenbogen,

& Katzenellenbogen, 2002; Sa, Pereira, Malikov, & Madeira, 2013), necesaria para que la progesterona
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sea efectiva en la induccidén de este comportamiento (Shaila K. Mani, Reyna, Jian, Mulac-Jericevic, &
Conneely, 2006; Parsons, Maclusky, Krey, Pfaff, & McEwen, 1980).

De todas manera, de forma reciente, se ha propuesto que la regulacién del comportamiento
sexual por parte del estrogeno también se lleva a cabo mediante efectos no-gendmicos basados en
modificaciones en la sefializacién intracelular (P. Micevych & Sinchak, 2013, 2018), los cuales comienzan
rapidamente y tienen corta duracion (McEwen, 2019). Estos efectos ocurren mediante receptores
asociados a la membrana celular. Aunque se han descrito diversos receptores de estréogeno de membrana
(ER-X, receptor de estrégeno acoplado a proteina G (GPER) y el receptor de estrégeno de membrana
activado por STX (Gg-mER) (P. Micevych & Sinchak, 2013, 2018)), los receptores cldsicos, ER-a y ER-B,
también pueden actuar como receptores de membrana mediante su asociacién con receptores de
membrana cldsicos, como receptores metabotrdpicos de glutamato o el factor de crecimiento insulinico
(P. Micevych & Dewing, 2011). La unién del estrégeno sobre los receptores de membrana causa la
activacion de mecanismos rapidos de sefializacién intracelular y cascadas de fosforilacion de otras

proteinas y factores de transcripcion (Levin, 2018).

Importancia de la expresion cerebral de ER-a para el comportamiento y la motivacion sexual

La existencia de multiples ER, cada uno con diferentes isoformas, dificulta el estudio de los efectos
del estrégeno sobre el comportamiento sexual. A pesar de que diferentes tipos de ER parecen jugar algun
papel en la regulacidon de este comportamiento (Dominguez & Micevych, 2010; Long et al., 2017; P.
Micevych, Mermelstein, & Sinchak, 2017; Tominna, Chokr, Feri, Chuon, & Sinchak, 2019), ER-a juega un
rol fundamental en su despliegue, asi como también en la motivacion asociada al mismo (Pfaus et al.,
2015). Por una parte, estudios utilizando agonistas especificos mostraron que el tratamiento con
agonistas de ER-a previo al tratamiento con progesterona induce la expresion de componentes tanto
proceptivos como receptivos del comportamiento sexual en la rata hembra, efecto que se reduce si se
utilizan agonistas de ER-a. y ER- B en conjunto, y que no ocurre si se utilizan Unicamente agonistas de ER-
B (Mazzucco, Walker, Pawluski, Lieblich, & Galea, 2008).

Por otra parte, estudios utilizando la técnica de knockdown de ER-a, donde se reduce
significativamente la expresién del receptor de forma localizada, permitieron dilucidar la importancia de
la expresién de este receptor en las diferentes areas que conforman el circuito de regulacién del
comportamiento sexual. De esta manera, cuando se reduce la expresiéon de ER-a en mPOA o VMN,
hembras ovariectomizadas tratadas con estrégeno y progesterona disminuyen el despliegue de

componentes proceptivos y receptivos del comportamiento sexual (Musatov, Chen, Pfaff, Kaplitt, &
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Ogawa, 2006; Spiteri et al., 2010), asi como su atractividad (evaluada mediante el nimero de montas
recibidas por parte del macho) (Snoeren et al., 2015). Ademas, el knockdown de ER-a en estas regiones
resulta en una disminucion de la motivacion sexual evaluada en una prueba de preferencia entre un
macho intacto y uno castrado (Spiteri et al., 2010; Spiteri, Ogawa, Musatov, Pfaff, & Agmo, 2012). Sin
embargo, cuando se reduce la expresion de ER-a en la Amigdala MePD no se observan cambios en el
comportamiento sexual ni en el comportamiento en una prueba de preferencia (Snoeren et al., 2015;
Spiteri et al., 2010). Estos estudios en conjunto sugieren un rol fundamental de la expresidon de ER-a en

mPOA y VMN en el comportamiento y la motivacidn sexual.

El estrégeno actua en mPOA modulando la liberacion de dopamina en NAcc

Como fue mencionado previamente, el mPOA se ha postulado como un nodo de vinculo entre el
circuito hipotalamico y el circuito de recompensa mesocorticolimbico, modulando la liberacién de
dopamina en el NAcc mediante proyecciones GABAergicas al VTA (Tobiansky et al., 2013). Estas neuronas
que envian proyecciones del mPOA al VTA expresan ER- @, y se ha postulado un posible rol regulador del
estrégeno, actuando mediante este receptor en mPOA, sobre la liberacidn de dopamina en el NAcc (Yoest,
Quigley, & Becker, 2018). A favor de esta idea, microinyecciones de estradiol en mPOA aumentan la
liberacién de dopamina en el NAcc inducida por cocaina (Tobiansky et al., 2016). Ademas, estudios en
ratones hembra dieron cuenta que la estimulacion optogenética de una subpoblacién de neuronas ER-a*
de mPOA que proyectan a VTA aumenta la liberacion de dopamina en el NAcc y la preferencia por un
macho frente a una hembra castrada, siendo ambos efectos mayores si la hembra fue previamente
tratada con estradiol (McHenry et al., 2017).

A pesar de que la importancia de los estrégenos actuando a través de su unién a ER-a en
diferentes regiones del circuito cerebral que modula el comportamiento y la motivacién sexual ha sido
probada en adultas, desconocemos cémo es la expresién de este receptor y como el circuito neural
responde a esta hormona durante la adolescencia, cuando naturalmente comienzan las exposiciones

ciclicas a la misma.
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Sensibilizacion comportamental a estrégenos

Las hembras adultas y adolescentes, en particular en adolescencia media, difieren en la cantidad de
exposiciones a picos preovulatorios de estrégenos que experimentaron previamente. En este sentido,
cuando hembras adultas ovariectomizadas son expuestas a niveles fisioldgicos de estradiol de forma
repetida en intervalos de 4 dias, aumentan sucesivamente el despliegue de componentes proceptivos y
receptivos del comportamiento sexual, asi como su atractividad (Jones, Farrell, Gardner Gregory, & Pfaus,
2013; Jones & Pfaus, 2014). Este fendmeno se conoce como sensibilizacién comportamental a estrégeno,
y se define como la potenciacion de las respuestas sexuales inducidas por la exposicion repetitiva a la
misma dosis hormonal. Los mecanismos que subyacen este efecto no son claros (Jones, Gardner Gregory,

& Pfaus, 2015; Jones, Germé, et al., 2015).

La exposicion a estrégeno modula la expresion de ER-a

Los mecanismos a través de los cuales la exposicién repetida a estréogeno conduce a una
sensibilizacidn de su efecto en el comportamiento sexual pueden ser multiples, dado que este esteroide
sexual causa efectos variados, tanto agudos como prolongados, sobre las estructuras que regulan este
comportamiento (Flanagan-Cato, 2000; Jennings & de Lecea, 2020; P. Micevych & Meisel, 2017). Dada la
importancia de ER-a en la regulacién del comportamiento sexual, es posible que el mecanismo que
subyace a esta sensibilizacién comportamental implique cambios en la expresidn de este receptor. En este
sentido, se ha postulado que los estrégenos modulan la expresion de ER-a en regiones cerebrales del
circuito que regula el comportamiento sexual. Asi, la cantidad de ARNm de ER en mPOA, VMN y ARC
(Shughrue, Bushnell, & Dorsa, 1992), y la expresion de ER en mPOA (Zhou, Shughrue, & Dorsa, 1995),
fluctian de manera region-especifica a lo largo del ciclo estral, y frente a un tratamiento con estradiol la
expresion de ER-a varia tanto en mPOA (Zhou et al., 1995) como en VMN (Devidze, Mong, Jasnow, Kow,
& Pfaff, 2005; Lauber, Mobbs, Muramatsu, & Pfaff, 1991).

Sin embargo, estos estudios difieren en la direccion del cambio (aumento/disminucidn) de la
expresiéon de ER-a inducido por el estrégeno. Esto se debe, por una parte, a que los estudios que abordan
la temdtica presentan importantes diferencias metodoldgicas en el tipo, la duracién y el momento en que
ocurre la exposicion a estradiol; y, por otra parte, a que la regulacién de la expresidn de este receptor por
parte del estrégeno parece ser dependiente tanto de la regién cerebral como del tipo celular (Blaustein
& Erskine, 2002; Pfaus et al., 2015). A pesar de que los mecanismos mediante los cuales el estrégeno

modularia la expresién de ER-a no estan del todo claros, es posible que ER-a regule su propia expresion
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actuando como factor de transcripcion sobre los sitios ERE en la regidon promotora del gen que lo codifica
(Castles, Oesterreich, Hansen, & Fuqua, 1997). A su vez, es posible que la exposicidon a estrégenos
modifique las marcas epigenéticas en esta regiéon promotora, lo cual también podria resultar en cambios
en la expresion del receptor (Champagne et al., 2006; Matsuda, 2014; Pefla, Neugut, & Champagne, 2013;
Schwarz, Nugent, & McCarthy, 2010).

Bases neuroendocrinas del comportamiento sexual durante la adolescencia

Posible sensibilizacion comportamental al estrégeno a lo largo de la adolescencia

La exposicién a hormonas gonadales durante la adolescencia causa una re-organizacion del
circuito neural que regula el comportamiento sexual, que modula el efecto activacional de las hormonas
ovaricas en etapa adulta (Bell, 2018; Sisk & Zehr, 2005). En este sentido, el mismo tratamiento con
estradiol y progesterona no es igualmente eficaz en la induccion del comportamiento sexual en ratas pre-
puberes o ovariectomizadas previo a la pubertad, como lo es en pos-puberes o ovariectomizadas luego
de la pubertad (Hlindk, 1985; Meerts, Anderson, Farry-Thorn, Johnson, & Taxier, 2017). A su vez,
Sodersten (1975) evidencié que, frente a la misma dosis de estrégeno, hembras ovariectomizadas de
forma pre-puber muestran una menor respuesta comportamental en comparacion a aquellas
ovariectomizadas luego de la pubertad, y planted que podria existir, con la edad, un aumento en la
sensibilidad a los efectos del estrégeno sobre el comportamiento sexual.

Dado que en la adolescencia media, a partir de la aparicion del primer ciclo estral, comienza una
exposicidn repetida natural a picos enddgenos pre-ovulatorios de estrégenos, es posible que, luego de
sucesivos ciclos, esta exposicion genere una sensibilizaciéon comportamental, al igual que ocurre en
adultas ovariectomizadas con un tratamiento exdgeno (Jones et al., 2013; Jones & Pfaus, 2014). En este
sentido, Hlinak (1986) reporta que en hembras ovariectomizadas de forma pre-puber el efecto en el
comportamiento sexual de un tratamiento repetido con estrégeno y progesterona aumenta entre la 4%
y la 6" exposicién. En esta linea, es posible que la menor motivacién sexual de hembras en adolescencia
media, sugerida por resultados previos (Armas et al., 2021), se asocie a un menor numero de exposiciones
previas a estrogeno (entre 1y 2 ciclos estrales) de éstas en comparacion a hembras en adolescencia tardia

(quienes experimentaron entre 4 y 5 ciclos estrales).
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Expresion cerebral de ER-a a lo largo de la adolescencia

Esta exposicidn repetida a picos enddgenos de estrégenos, que comienza en la adolescencia
media, podria modular la expresidn cerebral de ER-a. Sin embargo, al momento, desconocemos cémo
son los niveles de expresion de este receptor durante la adolescencia en las dreas cerebrales implicadas
en la regulacién del comportamiento sexual. De todas maneras, de los resultados de Ceccarelli, Della Seta,
Fiorenzani, Farabollini, & Aloisi (2007) se puede interpretar que la expresion de ER-a en el NAccy VMN es
menor durante la adolescencia media en comparacion a la adultez de ratas hembra ciclantes tratadas con
aceite.

Las génadas no son el Unico sitio de produccion de estrégeno y progesterona, sino que estas
hormonas son producidas también en el cerebro, en un proceso que pareceria estar, a su vez, regulado
por esteroides ovaricos (Cornil, 2018). Especificamente, se ha propuesto que el estrégeno modula la
sintesis de neuroprogesterona en un proceso que depende de ER-a (Paul Micevych & Sinchak, 2008). De
forma interesante, los resultados de Mohr, Wong, Tomm, Soma, & Micevych (2019) indican que, en
respuesta a estrégenos, la produccién de neuroprogesterona en astrocitos del hipotdlamo es mayor en
adultas que en ratas en adolescencia media, sugiriendo que las funciones de ER-a varian a lo largo de esta
etapa del desarrollo. Dado que, como se menciond previamente, una reduccién de la expresién de este
receptor en mPOA y VMNVvI se relaciona con una motivacion sexual disminuida en ratas adultas (Snoeren
et al., 2015; Spiteri et al., 2012), una menor expresion de ER-a en alguna de estas dreas durante la
adolescencia media podria explicar una menor motivacién sexual durante esta etapa. De todas maneras,
se desconoce (1) cdmo es esta expresion a lo largo de la adolescencia y, por ende, si cambios en esta
expresion se asocian a cambios en la motivacidn sexual que parecen ocurrir durante este periodo, y (2) si
esta expresién es modulada por la exposicidn repetida a estréogenos que comienza durante la adolescencia

media.
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PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA E HIPOTESIS

Estudios previos sugieren que la motivacién sexual no se encuentra completamente madura en
la adolescencia media, sino que aumenta entre este periodo y la adolescencia tardia, cuando alcanza los
niveles de la adultez (Armas et al., 2021). Sin embargo, se requiere el uso de otras pruebas especificas de
evaluacion de la motivacién sexual para validar esta afirmacion.

En ratas adultas, la expresién del comportamiento y la motivacion sexual es dependiente, por lo
menos en parte, de la accidon del estrégeno actuando sobre su receptor ER-a en regiones cerebrales claves
del circuito que regula este comportamiento, como mPOA y VMN (Musatov et al., 2006; Snoeren et al.,
2015; Spiteri et al., 2010, 2012). Por este motivo, variaciones en la expresidn de la motivacién sexual a lo
largo de la adolescencia podrian deberse a cambios en la expresién de este receptor. Sin embargo,
desconocemos como es la expresidn cerebral de ER-a a lo largo de la adolescencia en hembras ciclantes
en proestro tardio, periodo de actividad sexual.

Estudios en hembras ovariectomizadas previo a la pubertad sugieren que el efecto
comportamental de un tratamiento hormonal exdgeno aumenta con sucesivas exposiciones (Hlinak,
1986), y se ha postulado que con la edad podria desarrollarse un aumento en la sensibilidad
comportamental a estrogenos (Sodersten, 1975). En hembras adultas, la exposicidén repetida a niveles
fisiologicos de estrogenos genera una sensibilizacion de la expresion del comportamiento sexual (Jones
etal., 2013; Jones & Pfaus, 2014), y se ha evidenciado que la exposicidn a estrégenos modula la expresiéon
de ER-a en el circuito que regula la motivacion y el comportamiento sexual (Devidze et al., 2005; Lauber
et al., 1991; Zhou et al., 1995). Es posible suponer, entonces, que la exposicion repetida a los picos pre-
ovulatorios de estrégeno que ocurre a partir de la pubertad en hembras naturalmente ciclantes sensibilice
el circuito neural sexual, impactando en la expresién de la motivacidn sexual. Si este fuera el caso, la
menor motivacion sexual de las hembras en adolescencia media podria deberse a una menor exposicién
a estrogenos.

En base a estos antecedentes, se propone que la motivacion sexual de la rata hembra ciclante
aumenta a lo largo de la adolescencia como consecuencia de un proceso madurativo del circuito
cerebral que regula este comportamiento, que involucra un aumento en la expresion de ER-a. Esta
maduracion estd mediada por la exposicion repetida a picos pre-ovulatorios de estrégenos que

comienza durante la adolescencia media, con la ocurrencia del primer ciclo estral.
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Sobre esta base se plantean las siguientes hipdtesis de trabajo:

La expresidn de la motivacidon sexual de la rata hembra aumenta a lo largo de la adolescencia.

La expresion de ER-a en las regiones cerebrales claves del circuito que regula el comportamiento
y la motivacidn sexual aumenta a lo largo de la adolescencia.

Una mayor exposicion a estréogenos durante la adolescencia media aumenta la expresién de
motivacién sexual a niveles comparables a los de la adolescencia tardia, y aumenta la expresion
de ER-a en regiones cerebrales claves del circuito que regula el comportamiento y la motivacién

sexual.

Considerando estas hipodtesis, se proponen los siguientes objetivos:

1)

2)

3)

Determinar si la expresion de la motivacion sexual en una prueba de preferencia macho/hembra
de hembras virgenes ciclantes sexualmente activas difiere entre la adolescencia media, la
adolescencia tardia y la adultez.

Determinar si la expresidon de ER-a en dreas cerebrales involucradas en el control de la motivaciéon
y el comportamiento sexual difiere entre la adolescencia media, adolescencia tardia y adultez.
Determinar si la mayor exposicidn a niveles elevados de estrégenos durante la adolescencia media
aumenta la expresidn de la motivacién sexual y la expresion cerebral de la proteina ER-a a niveles

comparables a los de la adolescencia tardia.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL

Debido a que la ausencia de diferencias en la emision de USV por parte de hembras en
adolescencia media ante un macho y una hembra sugiere una menor motivacion sexual durante este
periodo (Armas et al., 2021), en el presente estudio se validé esta afirmacién comparando el
comportamiento de hembras virgenes ciclantes sexualmente activas en adolescencia media, adolescencia
tardia y adultas en una prueba de evaluacién de la motivacidn sexual ampliamente validada: la prueba de
preferencia macho/hembra (Agmo et al., 2004; Agrati et al., 2018; Clark et al., 2004) (Capitulo 1). Los
grupos etarios fueron seleccionados segun una clasificacidon frecuentemente utilizada (Tirelli et al., 2003),
y de manera de igualar los grupos comparados previamente en la prueba de emision de USV (Armas et
al., 2021). El modelo de preferencia macho/hembra, al igual que la prueba de emisién de USV luego de
una interaccion social/sexual, es una prueba motivacional no condicionada, que no requiere
entrenamiento previo. Esta caracteristica resulta de extrema importancia estratégica cuando se pretende
estudiar este comportamiento en una ventana temporal corta de la vida de un individuo.

Con el objetivo de evaluar si la expresién de ER-a en areas clave del circuito sexual difiere a lo
largo de la adolescencia (Capitulo 2), se compard el nimero de células que expresan el receptor (ER-a)
en cerebros de hembras en adolescencia media, tardia y adultas. El nimero de células ER-a* fue
cuantificando mediante inmunohistoquimica realizada sobre cortes correspondientes a coordenadas
anteroposteriores especificas en las siguientes regiones: mPOA, VMNvIl, Amigdala MePD y Arc. Estas
fueron seleccionadas debido a su importancia en la regulacion del comportamiento y la motivacion sexual
(Jennings & de Lecea, 2020; P. Micevych & Meisel, 2017; Pfaus et al., 2015). Debido a que la técnica de
inmunohistoquimica no permite una cuantificacion directa y global de la expresién proteica en la regién
de interés, como segunda aproximacién se comparé la expresion de ER-a en micro disecciones del mPOA
y VMNuvI entre los tres grupos etarios, cuantificada mediante Western Blot. Estas dreas fueron sub-
seleccionadas debido a la importancia de la expresidon de ER-a en las mismas para la expresion de la
motivacién sexual de la rata hembra adulta (Musatov et al., 2006; Snoeren et al., 2015; Spiteri et al., 2010,
2012). En ambas aproximaciones se utilizaron cerebros de hembras virgenes ciclantes en proestro tardio,
extraidos luego de confirmada su receptividad sexual.

Finalmente, con el objetivo de evaluar los efectos de una mayor exposicidn a estrégenos sobre la
expresion de la motivacién sexual durante la adolescencia media (Capitulo 3), se compard el
comportamiento en la prueba de preferencia macho/hembra y en una prueba de interaccién sexual, de

hembras virgenes en adolescencia media previamente tratadas con estradiol con el de hembras en
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adolescencia media y tardia tratadas con aceite, cuando se encontraban sexualmente activas en fase de
proestro tardio del ciclo estral. Apuntando a aproximar el nimero de exposiciones a estrégenos de
hembras en adolescencia media a aquel experimentado naturalmente por hembras en adolescencia
tardia, y considerando que hembras en adolescencia tardia experimentaron aproximadamente 3 ciclos
estrales mds que hembras en adolescencia media, comenzando el dia de la apertura vaginal las hembras
fueron tratadas con dosis diarias de estradiol (o aceite) durante 3 dias. Se utilizé una concentracion de
2,5ug/rata, ya que se ha evidenciado que tiene efectos fisioldgicos en hembras pre-puberes (Sodersten,
1975) y que concentraciones similares (2,0ug/rata) elevan los niveles de estrégeno en plasma de ratas
adultas a los mismos que el pico estrogénico propio del ciclo estral (Geary & Asarian, 1999; P. Micevych,
Eckersell, Holland, & Smith, 1996). Adicionalmente, con el objetivo de evaluar el efecto de la mayor
exposicidn a estrogenos sobre la expresién cerebral de ER-a, se comparé entre las mismas hembras la
expresion del receptor -cuantificada mediante Western Blot- (Capitulo 3) en aquellas regiones cerebrales
donde se observaron cambios mas relevantes de expresiéon de ER-a durante el desarrollo (segun

resultados obtenidos en el Capitulo 2).

METODOLOGIA EXPERIMENTAL GENERAL

Animales

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

Las hembras experimentales fueron utilizadas durante la adolescencia media (39-43 dias),
adolescencia tardia (49-53 dias) o adultez (90-115 dias) y los animales estimulo fueron utilizados durante
la adultez (aproximadamente 90 dias). Animales adolescentes y adultos fueron alojados en cajas de 5 0 4
animales, respectivamente. Los machos utilizados como estimulo sexual fueron machos sexualmente
activos, entrenados para eyacular en menos de 15 minutos, mientras que las hembras utilizadas como
estimulo social en la prueba de preferencia fueron hembras ciclantes, no-receptivas.

Los protocolos de experimentaciéon fueron aprobados por la CEUA de la Facultad de Ciencias
(nimero de expediente: 240011-000564-20) bajo la normativa de la Ley Nacional N°18.611 acerca del uso

de animales para la investigacion cientifica
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Monitoreo del ciclo estral y determinacion de apertura vaginal

Se utilizaron hembras virgenes
naturalmente ciclantes en fase de
proestro tardio del ciclo estral, periodo
de maxima expresién de actividad sexual
(Beach, 1976). En hembras adolescentes
se realizé un monitoreo de la apertura
vaginal a partir del dia 33 de vida
(Caligioni, 2009). A partir de este dia, 0 a
partir del dia 80-90 de vida en adultas, el
monitoreo del ciclo estral se realizd

diariamente mediante exudados

vaginales matutinos (Goldman, Murr, &  Figura 5. Imégenes representativas del perfil celular obtenido mediante
exudados vaginales segun la fase del ciclo estral. a-c. Fase de proestro;
Cooper, 2007; Marcondes, Bianchi, &  agrupaciones de numerosas células redondeadas. d-e. Fase de estro;
numerosas células queratinizadas con bordes irregulares, muchas veces
dobladas con apariencia de aguja. f. Fase de metaestro; células
redondeadas, células queratinizadas y leucocitos. g-h. Fase de diestro;
presencia predominante de células leucocitarias con posible presencia

proestro en la mafiana (Figura 5) fueron ~ menor de otros tipos celulares.
Figura extraida de Goldman, Murr & Cooper (2007).

Tanno, 2002). Solamente aquellas

hembras que mostraron un exudado de

consideradas para el estudio. En caso de
hembras adultas, solamente aquellas que mostraran al menos 2 ciclos estrales regulares de 4-5 dias de
duracién fueron utilizadas, pero este criterio no se aplicé a hembras adolescentes debido a que

generalmente durante esta etapa los ciclos estrales ain no son estrictamente regulares (Sodersten, 1975).

Prueba de receptividad sexual

Las hembras que mostraron un exudado matinal de proestro fueron probadas brevemente
(menos de 2 minutos) con un macho, 2-3 horas luego de apagadas las luces. Solamente aquellas hembras
gue respondieron a la monta con una postura de lordosis fueron consideradas sexualmente activas y
utilizadas como hembras experimentales. El mismo procedimiento se utilizé para corroborar la no-
receptividad sexual de las hembras utilizadas como estimulo social. De esta manera, solamente fueron
utilizadas como estimulo aquellas hembras que mostraron conducta de rechazo hacia el macho (patada
al macho con los miembros posteriores) y no adoptaron postura de lordosis frente a un intento de monta

0 una monta.
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Pruebas comportamentales
Todas las pruebas comportamentales fueron realizadas durante el periodo de oscuridad,
comenzando 2-3 horas luego de apagadas las luces, de manera de asegurar la maxima actividad sexual de

las hembras (Kuehn & Beach, 1963).

Prueba de preferencia macho/hembra

La prueba de preferencia macho/hembra (Agrati et al., 2018) se realiza en un laberinto de acrilico
con forma de Y con un compartimiento (25cm ancho x 30cm largo x 18cm alto) al final de cada uno de los
tres brazos (10cm ancho x 30cm largo x 10cm alto). Un compartimiento es ocupado por un macho
sexualmente activo (estimulo sexual), otro por una hembra sexualmente no-receptiva (estimulo social),
mientras que el tercer compartimiento se mantiene vacio (compartimiento neutro) (Figura 6). Cada
compartimiento se divide al medio por una pared de acrilico que contiene agujeros (la hembra
experimental puede acceder a la mitad interior del compartimiento, mientras que el estimulo se
encuentra en la mitad exterior del mismo), de manera que la hembra experimental puede ver, oler y
escuchar a los estimulos. Dentro de cada grupo, los estimulos fueron asignados a sus compartimientos de
manera contrabalanceada. Entre cada prueba, el modelo fue lavado con etanol 50% y secado.

Si bien usualmente la prueba de preferencia se realiza con una hembra sexualmente receptiva
como estimulo social (Agrati et al., 2018; Clark et al., 2004), en el presente estudio se utilizaron hembras
no-receptivas con el fin de separar HEMBRA MACHO
completamente el componente social del

sexual, considerando que el estado hormonal de

las hembras ciclantes cuando se encuentran
sexualmente activas puede actuar como clave

sexual (McGinnis & Vakulenko, 2003). A su vez,

.

Hembra
experimental

debido a que en el modelo de emisidn de USV
luego de una interaccién sexual o social
utilizamos hembras no-sexualmente activas
como estimulo (Armas et al, 2021),
consideramos importante utilizar el mismo tipo SIN ESTIMULO

de estimulos para reforzar la validez de los . ) .
Figura 6. Esquema representativo de modelo utilizado para la

resultados obtenidos. prueba de preferencia macho/hembra.
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Al comenzar la prueba, se colocd a la hembra experimental en el centro del laberinto y se le
permitié explorar el mismo durante un periodo de habituacién de 15 minutos. Luego, los estimulos fueron
colocados en sus compartimientos correspondientes. Durante 20 minutos se registraron las siguientes
variables (segln Agrati et al. (2018)): el tiempo total que la hembra experimental permanecié dentro de
cada comportamiento, el nimero de entradas a cada brazo y compartimiento (en casos donde la
movilidad difirié entre grupos se reemplazé esta variable por el porcentaje de entradas a un
compartimiento relativo a la totalidad de entradas a los 3 compartimientos), el nimero de olfateos a la
pared divisora de cada compartimiento y el niUmero de intentos por acceder a cada estimulo (los cuales
se definen como el acto de arafiar o morder la pared divisora del compartimiento). Por otra parte, la
movilidad dentro del modelo fue cuantificada sumando el nimero total de entradas a los brazos y el
numero total de entradas a los compartimientos.

A cada hembra experimental se le asigné preferencia por un estimulo cuando permanecié en el
compartimiento del estimulo mas del 50% del tiempo total que permanecié dentro de cualquiera de los
3 compartimientos, siendo este tiempo 25% mayor al tiempo que pasd en cualquiera de los dos
compartimientos restantes (Agrati et al., 2016, 2018; Pereira & Ferreira, 2006). Para cada grupo, se
expreso la distribucién de preferencia como la proporcién de hembras que prefirieron el compartimiento
del macho, de la hembra no-receptiva, el compartimiento neutro o que no exhibieron ninguna

preferencia.

Prueba de comportamiento sexual

El comportamiento sexual fue evaluado en una arena
redonda de acrilico (90 cm de diametro) (Figura 7). Al
comenzar, la hembra experimental fue colocada sola en el
modelo durante un periodo de habituacién de 2 minutos.

Luego, se introdujo un macho sexualmente activo y se registré

la interaccién sexual durante 8 minutos.

Segun Agrati et al. (2018) se registraron los siguientes

& s ( ) & g Figura 7. Esquema representativo de modelo
componentes del comportamiento sexual de la hembra:  utilizado para prueba de comportamiento
sexual

numero de lordosis en respuesta a la monta, olfateos
anogenitales, hops & darts (saltos y/o corridas de corta distancia cerca del estimulo, generalmente
acompafiadas de una postura rigida), posturas de presentacion (postura en forma arqueada que se

mantiene de manera rigida por un corto periodo de tiempo) y solicitudes (breve aproximacion al estimulo
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seguido de una corrida de larga distancia que finaliza con una postura de presentacion). El nimero total
de conductas proceptivas fue considerado como la suma de hops & darts, posturas de presentacién y
solicitudes. Se determind también la latencia a la expresion de la primer conducta proceptiva. Como indice
de receptividad sexual de la hembra se calculé el cociente de lordosis como el numero de lordosis en
respuesta a la monta del macho sobre el nimero de montas totales (incluyendo montas con y sin
intromisidn, y eyaculaciones).

El comportamiento del macho también fue analizado, registrandose la ocurrencia de montas (con
o sin intromision, indistintamente) y eyaculaciones. Se midieron, ademas, las latencias a la primer monta
y a la primer eyaculacidn.

En el comportamiento sexual de la rata, la eyaculacién del macho es seguida por un periodo de
inactividad sexual conocido como periodo posteyaculatorio refractario, el cual ocurre tanto en machos
como en hembras (Barfield, Wilson, & McDonald, 1975; Yang & Clemens, 1996). Por esta razon, el analisis
total del comportamiento sexual en casos donde la latencia de eyaculacidon del macho difiere entre
grupos, incluye periodos temporales de actividad sexual de diferente duracién. Con el objetivo de
controlar esta variable, cuando la latencia de eyaculacién difirié entre grupos se analizé también el
comportamiento sexual expresado Unicamente durante la primer serie eyaculatoria (desde el comienzo
de la prueba hasta la primer eyaculacion o hasta el final de la prueba en caso de que no ocurriera
eyaculacion) normalizado por la latencia de eyaculacion, y se reportd el nimero de comportamientos

ocurridos por minuto (Olster & Blaustein, 1988; Pfaus et al., 2000).

Tratamiento hormonal

Las hembras fueron sometidas a un tratamiento diario matutino con aceite (0,1ml s.c.) o estradiol
(2,5pug de 17-B estradiol en 0,1ml de aceite / rata s.c., Sigma) durante 3 dias consecutivos (de acuerdo con
(Sodersten, 1975)), comenzando el dia de apertura vaginal (Capitulo 3). La correcta administracion del
tratamiento con estradiol fue verificada mediante exudados vaginales, con la corroboracion de un perfil

de fase de estro del ciclo estral (ver Figuras 1y 5) (Goldman et al., 2007).

Inmunohistoquimica
Obtencion de muestras

Los cerebros de hembras en adolescencia media, adolescencia tardia y adultas (Capitulo 2) fueron
obtenidos segln Pose et al. (2019). Brevemente, las hembras fueron anestesiadas con tiopental sédico

(80mg/kg; i.p.) y perfundidas de forma transcardiaca con buffer fosfato salino (PBS) heparinizado, seguido
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de paraformaldehido 4% (Sigma-Aldrich Co., St Louis, Mo, USA) en PBS. Los cerebros fueron removidos y
post-fijados en formaldehido 4% durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, fueron crioprotegidos en
solucion de sacarosa 15% (24 hrs), seguido de solucién sacarosa 30% (48-72 hrs) en PBS. Luego de la
crioproteccion, las muestras fueron congeladas mediante congelacién rapida en isopentano y
almacenadas a -80°C hasta su procesamiento. Los cerebros fueron seccionados en un criostato mediante
cortes coronales de 40um de espesor, y las regiones con las areas de interés fueron colectadas y
almacenadas a -20°C en solucion antifreeze (1% PVP-10, 30% sacarosa, 30% etilenglicol en PBS). Se
seleccionaron, para el analisis de cada regidn cerebral de interés, secciones coronales correspondientes a
coordenadas anteroposteriores especificas. Para cada animal, cada regidn fue analizada en un Unico corte.

Todos los cerebros fueron obtenidos 2-3 horas luego de apagada la luz, en hembras en proestro

tardio a las cuales se les verificé previamente la actividad sexual.

Inmunohistoquimica

Los cortes fueron procesados mediante inmunohistoquimica siguiendo un protocolo del tipo free-
floating. Luego de 5 lavados en buffer de Tris 0,05M (soluciéon TB), los cortes fueron incubados en
concentraciones crecientes de peréxido de hidrégeno con el objetivo de inactivar las peroxidasas
endogenas: 0,5% y 1,0% disuelto en TB, durante 30 minutos cada uno. Luego de 5 lavados (2 en TB, 1 en
0,09% NaCl en TB (solucion TBS) y 2 en 0,05% Triton disuelto en TBS (solucidn TBST)), los cortes fueron
incubados en solucion de bloqueo durante 60 minutos (3% BSA y 5% suero de cabra, disuelto en TBST).
Luego del blogueo, los cortes fueron lavados (3 en TBS, 2 en TBST) e incubados en anticuerpo primario
policlonal generado en conejo y dirigido contra la regién c-terminal del ER-a humano (06-935, Millipore,
Upstate, NY, USA) disuelto 1:5.000 en TBST con 3% BSA 'y 1% suero de cabra durante 36 horas a 4°C. Luego
de 5 lavados (4 con TBS y 1 con TBST), los cortes fueron incubados con anticuerpo secundario (anticuerpo
IgG generado en cabra, anti-conejo (BA-1000) biotinizado Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
disuelto 1:500 en TBST con 1% suero de cabra durante 2 horas, lavados 5 veces en e incubados en
complejo avidina-biotina (kit ABC, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) durante 2 horas. Terminada
la incubaciodn, los cortes fueron lavados 5 veces en TBS y revelados con 3-3’diaminobenzoato y niquel
(DAB substrate kit SK-4100, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Los cortes fueron lavados (3 en
TBS, 3 en TB), montados sobre portaobjetos de vidrio cubiertos con poli-I-lisina (0,01% en agua destilada;
P8920 Sigma-Aldrich, MI, USA), y secados a temperatura ambiente overnight. Al dia siguiente, los cortes
montados fueron deshidratados en concentraciones crecientes de etanol (50%, 70%, 80%, 90% y 100%) y

luego en xilol, y finalmente cubiertos con un cubreobjetos con Medio de Montaje Permount.
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Todos los pasos fueron realizados a temperatura ambiente con agitacion (100 rpm), excepto
aquellos donde se indica lo contrario. Los grupos experimentales fueron procesados en conjunto,
acompafiados por una muestra utilizada como control negativo (sometidas al mismo protocolo, pero sin

incubacién con anticuerpo primario) de manera de controlar posible inmunoreactividad inespecifica.

Seleccion de regiones de interés y cuantificacion de células ER-a positivas

Las siguientes areas fueron seleccionadas para el andlisis de expresién de ER-a mediante
inmunohistoquimica (Figura 8): el Area pre-6ptica media (mPOA) analizada en una regién anterior
(Bregma: -0,24mm) y otra posterior (Bregma: -0,84mm); el Nucleo Arcuato (Arc) y la regidon ventrolateral

a b

Figure 40 |

| Interaural 8.16 mm mPOA Bregma -0.84 mm |

Interaural 8.76 mm mPOA Bregma -0.24 mm
$ K"\»\ : Figure 51 i ﬁ\’\’\ | Figure 56 »

" L1 nos > Amigdalé
Interaural 6.84 mm ar VMNVI Bregma -2.16 mm Interaural 6.24 mm VMNVI MePD Bregma -2.76 mm

Figura 8. Esquemas representativos de las regiones de interés establecidas para el conteo del nimero de células ER-a*
mediante inmunohistoquimica, para cada region cerebral analizada.

a. mPOA anterior (violeta); b. mPOA posterior (rojo); c. ARC (amarillo) y VMNvI anterior (azul); d. Amigdala MePD (verde) y
VMNVI posterior (celeste).

Las imagenes de fondo fueron extraidas de Paxinos & Watson (2007). Las burbujas muestran ejemplos de fotografias (10x)
pertenecientes a cada region de interés, dentro de las que se cuantificé el nimero de células ER-a*.

del Nucleo Ventromedial del Hipotalamo (VMNvI) en su regioén anterior (Bregma: -2,16mm) y VMNvI en

su region posterior (Bregma: -2,76mm); y la Amigdala Medial Posterodorsal (AmyMPD) (Bregma: -
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2,76mm). Estas regiones fueron identificadas utilizando un Altas estereotaxico del cerebro de rata
(Paxinos & Watson, 2007).

Los cortes fueron visualizados en un microscopio Eclipse 80i 241 (Nikon, Tokio, Japdn) con un
objetivo de aumento 10x. Las imagenes de las regiones de interés fueron fotografiadas con una camara
DS-5Mc-U2 digital (Nikon) mediante el software NIS Element (Nikon).

Utilizando el software Image)J (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA)
(http://imagej.nih.gov/ij), las imagenes fueron convertidas a 8-bits y, utilizando el RO/ Manager, se
establecid, para cada region cerebral, una region de interés (ROI) (Figura 8) que se mantuvo constante
entre individuos en sus coordenadas medio lateral y dorsoventral y en su tamafio (mPOA ROI:0,2mm?;
VMNvI ROI: 0,03mm?; Arc ROI: 0,03mm?; AmyMPD ROI: 0,2mm?). Dentro de esta region, el umbral fue
ajustado utilizando la funcién Image -> Adjust -> Autothereshold-> opcion: Li (Li & Tam, 1998) y se
cuantificd de forma unilateral y al azar el nimero de células ER-a inmunoreactivas utilizando la funcion
Analyze -> Analyze particles / size: 2,3 um? (o 10 pixels) - infinity; circularity 0-1 . El nimero de particulas
contabilizadas utilizando estos criterios fue considerado como el nimero de células ER-a* y utilizado para

comparar los grupos mediante analisis estadistico.

Cuantificacion de niveles de proteina ER-a mediante Western Blot
Obtencion de muestras

Las hembras fueron sacrificadas mediante sobredosis de tiopental sddico (100mg/kg, i.p.) y sus
cerebros fueron extraidos y las regiones de interés fueron rdpidamente disecadas mediante la técnica de
micropunch. Para ello, manualmente se realizaron dos cortes coronales para la obtencidn de secciones de
1mm de espesor con coordenadas anteroposteriores aproximadas: Bregma 0,12mm a -0,88mm
(conteniendo mPOA), y Bregma -2,12mm a -3,12mm (contendiendo VMNVI). Las regiones de interés
(mPOA y VMNVI) fueron localizadas utilizando un Atlas de cerebro de rata (Paxinos & Watson, 2007);
(Figura 9) y fueron disecadas de forma bilateral mediante cortes circulares utilizando un punch de biopsia
de 1mm de didametro (Miltex Biopsy Punch; Ted Pella, Redding, CA, USA). Las muestras fueron congeladas
rapidamente en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C. La Figura 10 muestra un ejemplo de un cerebro

luego de realizada la extraccidon del mPOA y VMNvI segun el protocolo descrito.
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Todos las muestras fueron obtenidas 2-3 horas luego de apagada la luz, luego de confirmada la

actividad sexual de las hembras.

1 mm

1 mm

O v s ) Bregma -3.12 g e e
O Bregma -0,88 O =g

Bregma 0,12 Bregma -2,12

mPOA VMNVI

Figura 9. Representacion esquematica de las regiones cerebrales disecadas mediante la técnica de micropunch.

Se representan 3 niveles anteroposteriores incluidas en las secciones cerebrales de 1mm de espesor obtenidas mediante cortes
coronales, conteniendo (a) el Area pre-dptica media y (b) la regién ventrolateral del Ntcleo Ventromedial del Hipotalamo. Las
regiones de interés fueron disecadas desde estas secciones utilizando un micropuncher de 1mm de diametro (circulos rojos). c. Se
obtuvieron secciones cerebrales cilindricas (1mm de didmetro x Imm de altura) conteniendo las regiones de interés.

Esquemas extraidos de Paxinos & Watson (2007).

SDS-PAGE y Western Blot

Las muestras cerebrales fueron
lisadas con ayuda de un homogeneizador
en 70ul de solucién de homogenizacién

(Urea Cracking Buffer (urea 5mM,

Na;HPO;,10mM, SDS 1%) suplementado
con 1% PMSF, 1% cocktail inhibidor de

Figura 10. Fotografias representativas de cortes cerebrales luego de

proteasas (Sigma) y 1% B-mercaptoetanol), realizada la extraccién de mPOA (recuadro rosado-izquierda) y VMNvI
(recuadro celeste-derecha) mediante micropunch.
e incubadas 30 minutos a temperatura Las fotografias corresponden a las secciones realizadas mediante

. . cortes coronales y las regiones de tejido faltante corresponden a las
ambiente. Las muestras homogeneizadas regiones de interés, extraidas mediante micropunch para la

. cuantificacion de ER-a mediante Western Blot.
fueron luego centrifugadas a 1.127 xg a

temperatura ambiente durante 10 minutos. El sobrenadante fue almacenado a -20°C y su concentracion
proteica se midié mediante fluorimetria utilizando un Fluorémetro Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

Para la separacion de proteinas mediante SDS-PAGE, el volumen de muestra conteniendo 40ug
de proteina combinado en una proporcidn 4:1 con loading buffer (50% glicerol, 5% SDS, Tris-Cl 0,225M
pH6,8, 0,02% azul de bromofenol y 0,25M DTT), fue incubado a 100°C durante 5 minutos y cargado en un
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gel de poliacrilamida (gel de stacking: acrilamida 3,75%, Tris pH 6,8 0,126M, SDS 1%, APS 1% y Temed
0,1%; gel separador: acrilamida 12%, tris pH 8,8 0,375M, SDS 1%, APS 1%, Temed 0,05%). Dos geles (cada
uno conteniendo muestras de tres individuos de cada grupo experimental) fueron corridos en simultaneo
durante 75 minutos a una intensidad de corriente de 50mA. En cada gel, un carril fue cargado con un
marcador de peso molecular (Page Ruler Plus, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) utilizado
como referencia. Finalizada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad, cat.# 162-0115) mediante electroblotting a 4°C, utilizando un blotter himedo
(Amersham, Buckinghamshire, UK) a una diferencia de potencial de 100V durante 105 minutos.

Las membranas fueron luego lavadas con buffer de Tris Salino (TBS: Tris 0,02M y NaCl 0,5M,
pH7,5) y tefiidas con solucidon Ponceau S durante 5 minutos para cuantificacion de proteina (ver mas
abajo). Luego de ser escaneadas, las membranas fueron lavadas en TBS (2 lavados) e incubadas durante
1 hora en solucién de bloqueo (5% leche descremada disuelta en TBS). Luego de 3 lavados en buffer de
Tris Salino con Tween (TBST: 0,05% Tween en TBS) las membranas fueron incubadas overnight a 4°C con
anticuerpo primario generado en conejo, policlonal dirigido contra la regién c-terminal de ER-a humano
(06-935, Millipore, Upstate, NY, USA) disuelto 1:500 en TBST con 3% BSA. Al dia siguiente, luego de 3
lavados en TBST, las membranas fueron incubadas durante 1 hora con anticuerpo secundario generado
en cabra anti-conejo conjugado a peroxidasa (Sigma-Aldrich Co., St Louis, Mo, USA) disuelto 1:5.000 en
TBST con 3% BSA. Finalizada la incubacién, las membranas fueron lavadas 4 veces con TBST e incubadas
durante 5 minutos con solucién de revelado basado en quimioluminiscencia (Novex ECL Chemiluminiscent
Substrate Reagent Kit, Invitrogen, MA, USA).

Con excepcidén de aquellos pasos donde se indica lo contrario, todos los lavados e incubaciones

fueron realizados a temperatura ambiente y con agitacién (100rpm).

Evaluacion cuantitativa de la expresion de ER-a

Las membranas fueron reveladas con kit de quimioluminiscencia que revela la actividad
peroxidasa (Novex™ ECL Chemiluminescent Substrate Reagent Kit) y fotografiadas mediante G:BOX F3 y
el software GeneSys (Syngene, MD, USA).

Las imagenes fueron analizadas mediante un analisis densiométrico utilizando el software Image)
(National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Se midid la cantidad de ER-a en cada carril (un individuo
/ carril) cuantificando la densidad dptica a la altura de la banda perteneciente a un peso molecular
aproximado de 66kDa (Figuras 16 y 22). En caso de que las bandas de cada carril no se encontraran

alineadas horizontalmente, las imagenes fueron rotadas utilizando la funcién Image -> Transform ->
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Rotate. Se seleccionaron luego todas las bandas de interés utilizando la funcién Analyze -> Gel -> Select
first lane sobre un rectangulo horizontal que incluyé todas las bandas de interés. Utilizando la funcidn
Analyze -> Gels -> Plot Lanes se obtuvo un grafico representando la densidad dptica del rectangulo global,
del cual se obtuvo la densidad éptica correspondiente a cada banda utilizando la Wand tool. Fueron
comparadas unicamente aquellas muestras incluidas en un mismo experimento de Western Blot. Con el
objetivo de normalizar la cuantificaciéon de ER-a de acuerdo con la cantidad de proteina total cargada en
cada carril, se calculé la densidad éptica relativa como el cociente entre la densidad dptica de la marca de

ER-a y la densidad éptica de la marca obtenida mediante la tincidon con Ponceau S (Figura 11).

Normalizacion con soluciéon Ponceau S

Con el objetivo de controlar la cantidad 3

74

total de proteina de cada muestra transferida a la

55

membrana de nitrocelulosa, las mismas fueron

tefiidas con solucién Ponceau S (0,5% Ponceau S B
en 1% &cido acético) de acuerdo con Kurian,  gigyra 11. Tincién con Ponceau s,
Ejemplo de membrana tefiida con Ponceau S. El recuadro

gris sefiala la regidn utilizada para el andlisis de evaluacidn
de cantidad total de proteina.

Forbes-Lorman, & Auger (2007), y fotografiadas
utilizando un scanner (Epson, Suwa, Japon). Se
cuantificod la densidad dptica a la altura correspondiente a un peso molecular aproximado de 45 kDa
(Figura 11) utilizando el software ImageJ (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) y el mismo
protocolo descrito para la medida de expresion de ER-a (ver apartado anterior).

La solucién Ponceau S se une inespecificamente a proteinas y las tine mostrando bandas mas
intensas a alturas correspondientes a pesos moleculares de proteinas muy abundantes (Kurian et al.,
2007; Sander, Wallace, Plouse, Tiwari, & Gomes, 2019). Recientemente se ha recomendado esta técnica
para la normalizacién de Western Blot (Brooks & Lindsey, 2018) dado a que presenta ciertas ventajas por
sobre utilizacion de genes housekeeping (Brooks & Lindsey, 2018; R. Li & Shen, 2013). De particular interés
para el objetivo del presente estudio es la menor variacidn bioldgica proporcionada por la normalizacién
de proteinas mediante Ponceau S, gracias al amplio rango de proteinas marcadas mediante la técnica.
Esto permite evitar la interferencia de posibles diferencias en la expresién de proteinas housekeeping en
individuos de diferente edad y/o tratamiento hormonal, lo cual resulta importante, considerando que
diferencias en la expresion de genes frecuentemente utilizados como housekeeping (GADPH, B-actina, B-

tubulina, entre otros) frente a diferentes condiciones experimentales, estadio del desarrollo o sexo del
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animal han sido reportados previamente (Das, Banerjee, & Shapiro, 2013; Ferguson et al., 2005; Perrot-

Sinal, Davis, & McCarthy, 2001).
Andlisis estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el software PAST (Hammer, Harper, & Ryan, 2001).

En cada capitulo se detallan las pruebas estadisticas utilizadas en funcién de las hipdtesis a contrastar.
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CAPITULO 1: MOTIVACION SEXUAL A LO LARGO DE LA ADOLESCENCIA Y LA ADULTEZ

Objetivo especifico
Determinar si la expresion de la motivacion sexual en una prueba de preferencia macho/hembra
de hembras virgenes ciclantes sexualmente activas difiere entre la adolescencia media, la adolescencia

tardia y la adultez.

Protocolo experimental

El dia que mostraron un exudado vaginal matinal de proestro y luego de corroborada su
receptividad sexual (2-3 hrs luego de apagadas las luces), hembras en adolescencia media, adolescencia
tardia y adultas (n=9/grupo) fueron probadas en la prueba de preferencia macho/hembra entre un macho
sexualmente activo (estimulo sexual) y una hembra sexualmente no receptiva (estimulo social). Las

variables comportamentales previamente descritas fueron comparadas entre los grupos.

Andlisis estadistico

Los datos comportamentales de la prueba de preferencia no se ajustaron a una distribucion
normal (test de Shapiro-Wilk) ni presentaron homogeneidad de varianzas (test de Levene), por lo que se
analizaron mediante pruebas estadisticas no paramétricas y se representan como mediana (cuartil 1 —
cuartil 3) o mediana (rango intercuartil) (RIC). Las comparaciones entre grupos independientes (entre
edades) se realizaron mediante la prueba de andlisis de varianzas de Kruskal-Wallis seguida de la prueba
U de Mann-Whitney. La comparacion de datos dependientes dentro de cada grupo etario se realizé
mediante un ANOVA de Friedman seguido de una prueba de muestras pareadas de Wilcoxon (Siegel &
Castellan, 1988). Las comparaciones de la distribucién de las preferencias entre grupos se realizaron
mediante tablas de contingencia 3x3 (al comparar la preferencia por el macho, la hembra o la ausencia
de preferencia entre los 3 grupos etarios) seguido de la prueba 2x2 Exacta de Fisher (al comparar la

preferencia por el macho y la no preferencia por el macho entre 2 grupos etarios) (Mehta & Patel, 1983).
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Resultados

Las hembras en adolescencia tardia y adultas mostraron una mayor proporcién de visitas (adol.
tardia: T9=1.0, p=0,02; adultas: T5=0,0, p <0,01, prueba de muestras pareadas de Wilcoxon; tabla 1) y
permanecieron mayor cantidad de tiempo (adol. tardia: T9=0,0, p<0,01; adultas: T(9-0,0, p<0,01; Figura.
12a) en el compartimiento del macho comparado al compartimiento de la hembra. Ademas, ambos
grupos realizaron un mayor nimero de intentos por acceder al estimulo (adol. tardia: T(=0,0, p<0,01;
adultas: T(9=0,0, p<0,01; Figura 12b) y olfateos (adol. tardia: T(9=1,0, p=0,01; adultas: T5=1,0, p=0,01;
Figura 12c) en el compartimiento del macho, comparado al compartimiento de la hembra. A pesar de que
las hembras en adolescencia media también permanecieron mas tiempo en el compartimiento del macho
comparado con el compartimiento de la hembra (T(9=6,0, p=0,05; Figura 12a), no mostraron diferencias
entre estos compartimientos en el porcentaje de entradas (T(9=14,0, p=0,58; tabla 1), el nimero de
intentos por acceder al estimulo (T9)=8,5, p=0,18; Figura 12b) ni el nimero de olfateos (T=10,0, p=0,14;

Figura 12c).

Tabla 1. Comportamiento en prueba de preferencia macho/hembra

Porcentaje de entradas a compartimiento .
Locomocion

Macho Hembra Neutro
Adol. media 39,7% 35,0% 18,5% 124,0
) (34,9-55,1) (30,4-44,4) (15,9-22,7) >b (90,0-137,0)
Adol. tardia 50,9% 38,8% 13,7% 152,0
’ (40,8-53,3)® (36,2-39,6) (9,4-18,0) b (150,0-155,0)*
Adulta 44,4% 35,6% 19,4% 117,0
(41,7-52,0) (32,0-38,5) (15,6-20,0) @bb (98,0-126,0)

Datos expresados como mediana (cuartil 1 — cuartil 3).

2p<0.05,22 p<0.01 vs. hembra, y ® p<0,05, b p<0,01 vs. macho, comparacion entre grupos, prueba de muestras pareadas de
Wilcoxon;

*p<0.05 vs. adulta en locomocion, prueba U de Mann-Whitney.

n=9/grupo.

El tiempo total dentro del compartimiento del macho (H(z=6,6, p=0,04, prueba de analisis de
varianzas de Kruskal-Wallis) e intentos por acceder a este estimulo (H=10,5, p<0,01) difirié entre grupos.
En este sentido, las hembras en adolescencia media permanecieron menor cantidad de tiempo en el
compartimiento del macho en comparacién a adultas (U;s,9=14,0, p=0,02, prueba U de Mann-Whitney,
Figura 12a), y realizaron un menor nimero de intentos por acceder al macho en comparacién a
adolescentes tardias y adultas (vs. adol. tardia: U9=17,0, p=0,04; vs adultas: U;s=6,5, p<0,01; Figura
12b). En linea con estos resultados, la distribucién de preferencias (macho, hembra o sin preferencia)

difiri6 entre grupos (distribucién de preferencia: p=0,01, tablas de contingencia 3x3), siendo
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significativamente menor la proporcidon de hembras que prefirieron al macho en el grupo de adolescencia

media (5/9) que en el grupo de adultas (9/9) (distribucion de preferencia: p=0,04, prueba Exacta de Fisher;

Figura 13).
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Figura 12. Comportamiento en prueba de preferencia de hembras en adolescencia media, adolescencia
tardia y adultas.

a. Tiempo total en compartimiento del macho (estimulo sexual, barras azules), hembra (estimulo social,
barras naranjas) o neutro (compartimiento vacio, barras grises). b. Nimero de intentos por acceder al
compartimiento del macho (estimulo sexual, barras azules) o hembra (estimulo social, barras naranjas). c.
Numero de olfateos a la pared interna del compartimiento del macho (estimulo sexual, barras azules) o
hembra (estimulo social, barras naranjas).

Los datos se expresan como medianas (RIC) y cada punto representa un individuo.

ap<0,05, 22p<0,01 vs. hembray b p<0,05, bt p<0,01 vs. macho dentro de un mismo grupo, prueba de
muestras pareadas de Wilcoxon.

* p<0,05, ** p<0,01 diferencia entre grupos con el mismo estimulo, prueba U de Mann-Whitney.

n=9 / grupo.
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El porcentaje de entradas (H;2=1,42,
p=0,49; tabla 1) y el tiempo total (H;2=1,44,
p=0,49; Figura 12a) en el compartimiento de
la hembra, asi como el nimero de intentos
por acceder a la hembra (Hz=2,22, p=0,33;
Figura 12b) y de olfateos (H2=3,31, p=0,19;
Figura 12c) no difirieron entre los grupos.

A pesar de que la locomocién fue
mayor en adolescencia tardia en
comparacién a adultas (U,9=15,0, p=0,03;
tabla 1) y tendid a ser mayor que en
adolescencia media (U(99=19,0, p=0,06;
tabla 1), esto no se vio reflejado en el
tiempo  total que las hembras
permanecieron dentro de los
compartimientos, el cual no difirié entre los

grupos (Hz=4,39, p=0,11).

Resultados principales y conclusion
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Figura 13. Distribucidn de preferencias

Porcentaje de hembras en adolescencia media, adolescencia tardia y
adultas con preferencia por el macho (porcion celeste), hembra
(porcidon naranja) o sin preferencia (porcidn gris).

* p<0,05 vs. adulta, prueba de Fisher.

n=9 / grupo.

Si bien en los 3 grupos etarios se observé un mayor tiempo de permanencia de las hembras en el

compartimiento del macho, el comportamiento de las hembras en adolescencia media difirié del de

aquellas en adolescencia tardia y adultas. El menor tiempo de permanencia en el compartimiento del

macho con relacidn a las hembras adultas y el menor nimero de intentos por acceder a este estimulo

sexual en comparacién con ambas edades, indican que las hembras en adolescencia media presentan una

menor motivacion sexual.
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CAPITULO 2: EXPRESION CEREBRAL DE ER-a A LO LARGO DE LA ADOLESCENCIA Y EN LA ADULTEZ

Objetivo especifico

Determinar si la expresidon de ER-a en dreas cerebrales involucradas en el control de la motivacién
y el comportamiento sexual difiere entre la adolescencia media, adolescencia tardia y adultez.

Como se explicité previamente, este objetivo se abordé utilizando dos aproximaciones
experimentales. Por una parte se determiné el nimero de células ER-a inmunoreactivas en coordenadas
especificas de las dreas de interés mediante inmunohistoquimica, y por otra parte se cuantificaron los
niveles de expresion de la proteina ER-a en mPOA y VMNvI mediante de Western Blot. Ambos protocolos

experimentales se detallan a continuacién.

Protocolo experimental |

Los cerebros de hembras en adolescencia media, adolescencia tardia y adultas (n=6 / grupo) que
exhibieron un exudado vaginal matinal de proestro fueron extraidos 2-3 horas luego de apagadas las luces,
una vez corroborada su receptividad sexual. El procedimiento de obtencién de muestras se realizé en el
marco de otro proyecto, por lo que en la presente tesis no se realizd este procedimiento, sino que se
accedié a material almacenado. Los cerebros fueron luego procesados mediante la técnica
inmunohistoquimica para la deteccion de la proteina ER-a, como fue descrito (ver Métodos). Se cuantificd
y comparo el nimero de células ER-a inmunoreactivas entre grupos en las siguientes dreas: mPOA en su
region anterior (Bregma: -0,24mm; n=6/grupo) y posterior (Bregma: -0,84mm; adol. media: n=5; adol.
tardia: n=6; adultas: n=4), VMNvl en su region anterior (Bregma: -2,16mm; n=6/grupo) y posterior
(Bregma: -2,76mm; n=6/grupo), Arc (Bregma: -2,16mm; adol. media: n=5; adol. tardia: n=6; adultas: n=6)
y AmyMPD (Bregma: -2,76mm; n=6/grupo).

Debido a dafio en el tejido, abarcando alguna regidn de interés e imposibilitando la cuantificacidn,
de la totalidad de cerebros procesados (n=6/grupo) los cerebros de las siguientes hembras fueron
descartados del andlisis estadistico para cada una de las siguientes regiones cerebrales: mPOA posterior:

1 adol. media y 2 adultas; Arc: 1 adol. media.

Protocolo experimental Il
Los cerebros de hembras en adolescencia media, adolescencia tardia y adultas (n=6 / grupo) que
exhibieron un exudado vaginal matinal de proestro fueron extraidos 2-3 horas luego de apagadas las luces

y luego de corroborada su receptividad sexual, y las muestras cerebrales obtenidas mediante micropunch
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fueron procesadas para Western Blot siguiendo el protocolo previamente descrito (ver Métodos).
Mediante Western Blot se cuantificd y compard la expresidon de ER-a total en el mPOA (adol. media: n=5;
adol. tardia: n=6; adultas: n=6) y VMNuvI (adol. media: n=4; adol. tardia: n=6; adultas: n=6) entre grupos.
Debido a defectos en la corrida de proteinas mediante SDS-PAGE, las cuales imposibilitaron Ia
medida densiométrica de ER-a, de |a totalidad de muestras obtenidas (n=6/grupo) y procesadas mediante
Western Blot, las muestras pertenecientes al mPOA de una hembra del grupo de adolescencia media, y al
VMNvI de dos hembras en adolescencia media no fueron cuantificadas y, por ende, no fueron incluidas

en el analisis estadistico.

Andlisis estadistico

El nimero de células ER-a inmunoreactivas y el valor densiométrico relativo de expresion de
proteina obtenido mediante Western Blot son expresados como media * error estandar. La distribucion
normal y la homogeneidad de varianzas de los datos fueron confirmadas mediante el test de normalidad
de Shapiro-Wilk y el test de Levene de homogeneidad de varianzas, respectivamente, y los datos fueron
comparados entre los grupos etarios utilizando la prueba de ANOVA de una via, seguido de una prueba

post-hoc de Tukey (Ruxton & Beauchamp, 2008).

Resultados
Cuantificacion del numero de células ER-a positivas mediante inmunohistoquimica

La figura 14 muestra la distribucidn tipica de la marca de ER-a obtenida en las regiones de interés.

o BTN

VMNv

yosterior

yARC

Figura 14. Microfotografias (aumento 4x) representativas de la distribucion tipica de células ER-a positivas obtenidas mediante
inmunohistoquimica de cortes cerebrales conteniendo las regiones de interés.

Coordenadas eje anteroposterior: Area pre-6ptica media anterior (MPOA anterior): Bregma: -0,24mm; mPOA posterior: Bregma: -
0,84mm; Nucleo Arcuato (ARC): Bregma: -2,16mm; region ventrolateral del Nucleo Ventromedial del Hipotalamo anterior (VMNVI
anterior): Bregma: -2,16 mm; VMNVI posterior: Bregma: -2,76mm; y Amigdala Medial Posterodorsal (AmyMPD): Bregma: -
2,76mm.

anterior posterio
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Como se muestra en la Figura 15, no se encontraron diferencias significativas en el nimero de
células ER-a* en las regiones analizadas entre hembras en adolescencia media, adolescencia tardia y
adultas (VMNvI anterior: Fp, 15=1,33, p=0,29; VMNVI posterior: F(, 15=1,44; p=0,27; Arc posterior: F,
14=0,33, p=0,72; AmyMPD: F(;,15=1,68, p=0,22;mPOA anterior: F(, 15=0,65, p=0,54; mPOA posterior: F,
12=1,42, p=0,28; prueba de ANOVA de una via).

a b c
VMNUvI anterior VMNvVI posterior Amigdala MePD
150 200+ 1000+
K 3 s
E 5 5 800 I
150 —_1
7] (72} (2]}
100+ 1
£ T 8 | L = £l L L
k] —— ‘8 100 K]
3 3 8 w00
o 504 o ]
S ™ S
g g 504 [
£ 200+
S S =
z b4 z

0

T T T T T T T T T
Adol media Adol tardia  Adulta Adol media Adol tardia Adulta Adol media Adol tardia  Adulta

d . e . f
mPOA anterior mPOA posterior ARC
800+ 800 150
+ + +
5 s 3
: o] T ;
600 T 1 600
—— -

2 T [ - 81004 T —
=2 2 2
' 400+ '8 400+ 5]
[} ] [}
b= ° kel
° o o 504
S S S
g 200+ g 200 [

£
=1 =1 3
4 P4 4

0 T T T o T T T 0 T T T
Adol media Adol tardia  Adulta Adol media Adol tardia  Adulta Adol media Adol tardia  Adulta

Figura 15. Numero de células ER-a* en diferentes regiones cerebrales implicadas en el control del comportamiento y la
motivacidn sexual de hembras en adolescencia media, adolescencia tardia y adultas.

Las células fueron cuantificadas dentro de la ROI perteneciente a: la region ventrolateral del Nucleo Ventromedial del
Hipotalamo (VMNVI) anterior (a, n=6/grupo), VMNVI posterior (b, n=6/grupo), Amigdala Medial Posterodorsal (MePD) (c,
n=6/grupo), Area pre-éptica media (mPOA) anterior (d, n=6/grupo), mPOA posterior (e, adol. media: n=5, adol. tardia: n=6,
adultas: n=4) y Nucleo Arcuato (ARC) (f, adol. media: n=5; adol. tardia: n=6, adultas: n=6).

Datos expresados en media + error estandar.

p=ns; ANOVA de 1 via.

Cuantificacion de la expresion de ER-a mediante Western Blot

La expresion de ER-a en el mPOA difirié entre hembras en adolescencia media, adolescencia
tardia y adultas (F(3, 14=4,87, p=0,02). En este sentido, la expresién de ER-a en el mPOA fue mayor en
hembras en adolescencia tardia en comparacion a adultas (p=0,03; prueba post-hoc de Tukey), tendié a

ser mayor en hembras en adolescencia tardia que en hembras adolescencia media (p=0,06), y no difirio
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entre hembras en adolescencia media y adultas (p=0,98) (Figura 16a). Sin embargo, la expresién de ER-a

en el VMNvI no difirié entre los grupos etarios (Fi2,13= 0,62, p=0,55; Figura 16b).
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Figura 16. Expresion de ER-a de hembras en adolescencia media, adolescencia tardia y adultas
en mPOA (a, adol. media: n=4; adol. tardia: n=6; adulta: n=6) y VMNuvI (b, adol. media: n=5,
adol. tardia: n=6; adulta: n=6).

En el panel inferior se muestran ejemplos representativos de la marca correspondientes a ER-
o (aprox. 66 kDa) obtenidas mediante Western Blot para cada grupo (en cada caso, las bandas
corresponden al mismo ensayo y membrana).

Datos expresados en media + error estandar.

* p<0,05 diferencia entre grupos; prueba post-hoc de Tukey.

Resultados principales y conclusién

El numero de células que expresan ER-a en el mPOA, VMNvI, Amigdala MePD y Arc no difirid
entre hembras en adolescencia media, adolescencia tardia y adultas segun el analisis inmunohistoquimico
en las alturas anteroposteriores seleccionadas. Sin embargo, a pesar de no existir diferencias en el nUmero
de células que expresa el receptor en las regiones analizadas, la cuantificacién mediante Western Blot
evidencio que la expresidon de ER-a en mPOA varié a lo largo del desarrollo, siendo intermedia en la
adolescencia media, y mayor durante la adolescencia tardia en comparacién a la adultez.

En conjunto, estos resultados sugieren que la expresion de ER-a en mPOA, un drea cerebral clave
en la regulacion de la motivacién sexual, muestra un proceso de cambio entre la adolescencia y la adultez

de la rata hembra ciclante.
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CAPITULO 3: EFECTO DE LA EXPOSICION REPETIDA A ESTRADIOL DURANTE LA ADOLESCENCIA MEDIA EN
LA MOTIVACION SEXUAL Y EN LA EXPRESION DE ER- o EN mPOA

Objetivo especifico
Determinar sila mayor exposicidn a niveles elevados de estrégenos durante la adolescencia media
aumenta la expresion de la motivacién sexual y la expresién cerebral de la proteina ER-a a niveles

comparables a los de la adolescencia tardia.

Protocolo experimental

Como se muestra en la Figura 17, comenzando el dia de apertura vaginal (35,5+ 1,9 dias) las
hembras (n=23) fueron sometidas a un tratamiento diario de 3 dias con estradiol (2,5ug/rata; n=7) o aceite
(n=16). Las hembras tratadas con estradiol fueron probadas durante la adolescencia media (adol. media
estradiol; n=7), y las hembras tratadas con aceite fueron divididas en dos grupos y probadas durante la
adolescencia media (adol. media aceite; n=8) o durante la adolescencia tardia (adol. tardia; n=8). Todas
las hembras fueron probadas minimo 4 dias luego de la dltima inyeccidn, 2-3 hrs luego de apagadas las
luces, en el dia que exhibieron un exudado vaginal matinal de proestro y luego de corroborada su
receptividad sexual.

Las hembras fueron probadas en una prueba de preferencia macho/hembra, seguida de una
prueba de comportamiento sexual. Finalizadas las pruebas comportamentales, parte de las hembras
(n=6/grupo) fueron anestesiadas con tiopental sddico y sus cerebros fueron disecados mediante
micropunch para la obtencion de mPOA (Figura 17). Se cuantificaron las variables previamente
mencionadas para ambas pruebas comportamentales, asi como la expresién de ER-a en mPOA mediante
Western Blot, y se compararon entre grupos (adol. media aceite vs. adol. media estradiol vs. adol. tardia).

Debido a errores en la corrida de proteinas mediante SDS-page, las cuales no permitieron la
cuantificacion de ER-a para algunas muestras, de la totalidad de muestras procesadas (n=6/grupo), las
pertenecientes a 2 hembras en adolescencia media tratadas con estradiol y a 1 hembra en adolescencia

tardia no fueron cuantificadas ni consideradas en el analisis estadistico.
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Figura 17. Procedimiento experimental, Capitulo 3.

Andlisis estadistico

Datos fisiologicos como edad y peso son expresados como media + error estandar. Luego de
confirmada la distribucion normal y la homogeneidad de varianzas (test de normalidad de Shapiro-Wilk y
el test de Levene de homogeneidad de varianzas, respectivamente), estos datos fueron comparados entre
los tres grupos mediante la prueba de ANOVA de una via, seguido de la prueba post-hoc de Tukey, o entre
los dos grupos de hembras en adolescencia media mediante la prueba T de Student (Ruxton &
Beauchamp, 2008).

Los datos comportamentales no se ajustaron a una distribucion normal ni presentaron
homogeneidad de varianzas (prueba de Shapiro-Wilk y prueba de Levene, respectivamente), por lo que
se representan como mediana (cuartil 1-cuartil 3) o mediana (RIC) y se analizaron mediante pruebas
estadisticas no paramétricas. Las comparaciones entre los grupos experimentales (grupos
independientes) en la prueba de interaccidén sexual se realizaron mediante el analisis de varianzas de
Kruskal-Wallis seguido de la prueba U de Mann-Whitney. Las variables de la prueba de preferencia se
compararon como fue descrito previamente (ver Andlisis estadistico de Experimento 1).

Los datos comportamentales fueron correlacionados con una variable temporal (dias
transcurridos desde la ultima inyeccidn, o dias post-tratamiento) utilizando la prueba de coeficiente de
correlacién de rango de Kendall para datos no paramétricos, recomendada para un numero reducido de

muestras (Siegel & Castellan, 1988; Zar, 2014).
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Resultados
Control de variables fisioldgicas

Con el objetivo de asegurar que el tratamiento con estradiol o aceite ocurriese en el mismo
momento del desarrollo de todas las hembras utilizadas en el estudio, se confirmé que no existieran
diferencias estadisticas en la edad de apertura vaginal (dia de comienzo del tratamiento) entre los 3

grupos experimentales (F, 20=0,59, p=0,57; tabla 2).

Tabla 2. Control de variables fisioldgicas

Edad en dia de El dia de la prueba
apertura vaginal Y i
P , 8 Edad (dias) Peso (g) Numero de_dlas Peso macho (g)
(dias) post-tratamiento
Adol. media aceite 3540,7 42+0,5 148+4,4 510,4 388+12,8
Adol. media estradiol 3610,6 43+0,7 156+7,7 510,4 368+17,0
Adol. tardia 3610,7 54+1,3 192+7,3 16%0,8 370+2,4

Datos expresados como media + error estandar.
p=ns adol. media aceite vs. adol. media estradiol, prueba t de Student.
Adol. media aceite: n=8; adol. media estradiol: n=7; adol. tardia: n=8.

De manera de poner a prueba nuestra hipodtesis, resulta fundamental controlar que los grupos en
adolescencia media no difirieran entre si en su edad el dia de la prueba. Como se muestra en la Tabla 2,
los grupos de hembras en adolescencia media no difirieron estadisticamente entre si en su edad
(t(13=0,88, p=0,39; prueba t de Student) o su peso (t13=0,98, p=0,34).

Por otra parte, se controlaron el nimero de dias transcurridos entre el Ultimo dia de tratamiento
y el dia de la prueba (dias post-tratamiento), y se confirmé que los grupos de hembras en adolescencia
media (con estradiol y aceite) no difirieron en esta variable (t(13=0,55, p=0,59; Tabla 2).

Por ultimo, considerando que los machos adultos utilizados para la interaccién sexual fueron
diferentes para cada hembra, y que ciertos componentes del comportamiento sexual dependen de la
estimulacion fisica realizada por el mismo durante la monta (Pfaff, Montgomery, & Lewis, 1977), se
corrobord que no existieron diferencias estadisticas en el peso de los machos utilizados para cada grupo,

entre los tres grupos experimentales (F(2,20=0,6, p=0,56; Tabla 2).

Corroboracion de la correcta administracion del tratamiento hormonal
Todas las hembras tratadas con estradiol mostraron exudados vaginales representativos de la fase
de estro del ciclo estral (abundancia de células epiteliales cornificadas, ver Figura 5) 24 horas luego de la

primer inyeccién y hasta dos dias luego de la ultima inyeccién, luego de lo cual retomaron la ciclicidad.
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Estos datos corroboran un efecto fisiolégico del tratamiento hormonal y, por ende, su correcta

administracién.

Prueba de preferencia macho/hembra

Todas las hembras permanecieron mas tiempo (adol. media aceite: T(5=2,0, p=0,03; adol. media
est.: T;7=0,0, p=0,02; adol. tardia: T(=0,0, p=0,01; Figura 18a) y entraron un mayor nimero de veces (adol.
media aceite: Tg=3,0, p=0,04; adol. media estradiol: T(7=0,0, p=0,02; adol. tardia: T(s=0,0, p=0,01; Tabla
3) al compartimiento del macho comparado al compartimiento de la hembra no receptiva. En este
sentido, el tiempo total (Hz)=3,0, p=0,22; Figura 18a) y el nimero de entradas (H»=0,48, p=0,79; Tabla 3)
al compartimiento del macho no difirié entre los grupos.

A pesar de que el porcentaje de hembras que mostré preferencia por el macho fue menor en las
hembras en adolescencia media tratadas con aceite (6/8; 75%) que en aquellas tratadas con estradiol
(7/7; 100%) y que hembras en adolescencia tardia (8/8; 100%), la diferencia entre grupos no fue

significativa (distribucidn de preferencia: p=0,13, tabla de contingencia 3x3; Figura 19).

Tabla 3. Comportamiento en prueba de preferencia macho/hembra

Numero de entradas a compartimiento ‘s
Locomocion

Macho Hembra Neutro
Adol. media aceite 21,5 (18,8-32,0) 16,0 (13,5-18,5) 6,0 (5,5-7,3) 149,0 (128,8-171,3)
Adol. media estradiol 20,0 (16,5-28,0) 15,0(12,0-16,0) 6,0(4,5-10,0) 132,0(119,0-154,5)

Adol. tardia 20,5 (17,0-23,0) 14,0 (12,5-16,0) 6,5 (5,0-8,0) 132,0 (124,0-140,0)

Datos expresados como mediana (cuartil 1-cuartil 3)

p=n.s., prueba de Kuskal Wallis (locomocidn y entradas, comparacién entre grupos)

p=n.s. prueba de ANOVA de Friedmann (entradas, comparacion entre estimulos para cada grupo).
Adol. media aceite: n=8; adol. media estradiol: n=7; adol tardia: n=8.

Las hembras en adolescencia tardia y en adolescencia media tratadas con estradiol expresaron un
mayor numero de intentos por acceder al estimulo (adol. tardia: T(5=0,0; p=0,02; adol. media estradiol:
T7=0,0, p=0,02; Figura 18b) y olfateos (adol. tardia: T(5=0,0; p=0,01; adol. media estradiol: T(7»=0,0,
p=0,02; Figura 18c) en el compartimiento del macho en comparacién al compartimiento de la hembra.
Esta diferencia no se observé en las hembras en adolescencia media tratadas con aceite (Intentos: T(g=0,0;
p=0,18; olfateos: Tg=4,5; p=0,06; Figura 18b,c). En concordancia con este resultado, el nimero de
intentos por acceder al macho difirié entre grupos (Hi2=10, p<0,01), siendo menor en hembras en
adolescencia media tratada con aceite en comparacion a hembras de la misma edad tratadas con estradiol

(Us,7=3,5, p<0,01) y en comparacion a hembras en adolescencia tardia (Uss=8,0, p<0,01) (Figura 18b),
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mientras que no difirid entre estos dos ultimos grupos (Uig,7=23, p=0,60; Figura 18b). Por otra parte, el

numero de olfateos (Hz)=2,9, p=0,23; Figura 18c) en el compartimiento del macho no difirié entre grupos.

a
. 10004 a
»
o 0‘. aa e Macho
- L]
& 800- ° = Hembra
£ Py 4 Neutro
- L]
5 i T
6004
§ oo
c RA
c
S 4004 . ° o
g .
2 n . a
S 200 | ® |unm @@ = . . bb
5 == u bb nual | 1 a A N
= AA A WA
0 - adaat = arasd - %]
Adol. media Adol. media Adol tardia
aceite estradiol
*k
1
b * c
! a | 801 e Macho
aa
. e Macho = Hembra
15
(<] a °
23 = Hembra 2 6o o
£ g
£3 5 . .
= — 104
g © S 40- T . l
0 o 1
o 3 X o "*"
28 B £ - :
S @ 5] Z 20+ e | == - 1
8 =l Ll
. n | - o
v - | 7]
N Adol. media Adol. media Adol tardia N Adol. media Adol. media Adol tardia
aceite estradiol aceite estradiol

Figura 18. Comportamiento en prueba de preferencia de hembras en adolescencia media tratadas con estradiol o
aceite y hembras en adolescencia tardia.

a. Tiempo total en compartimiento del macho (estimulo sexual, barras azules), hembra (estimulo social, barras
naranjas) o neutro (barras grises). b. Nimero de intentos por acceder al compartimiento del macho (estimulo
sexual, barras azules) o hembra (estimulo social, barras naranjas). c. NiUmero de olfateos a la pared interna del
compartimiento del macho (estimulo sexual, barras azules) o hembra (estimulo social, barras naranjas).

Los datos se expresan como medianas (RIC) y cada punto representa un individuo.

ap<0,05, 2p<0,01 vs. hembra y Pp<0,05, bbp<0,01 vs. macho dentro de un mismo grupo, prueba de muestras
pareadas de Wilcoxon.

** p<0,01 entre grupos, prueba U de Mann-Whitney.

Adol. media aceite: n=8; Adol. media estradiol: n=7; adol. tardia: n= 8.
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El tiempo total (Hg=4,77, p=0,09;
Figura 18a), numero de entradas (H»=0,96,
p=0,92; Tabla 3), niumero de intentos por
acceder al estimulo (Hz=0,02, p=0,97; Figura
18b), y nimero de olfateos (Hz)=2,90, p=0,24;
Figura 18c) en el compartimiento de la hembra,
no difirié entre grupos. Tampoco difirié entre
grupos el nimero de entradas y el tiempo total
en el compartimiento neutro (entradas:
H(2=0,05, p=0,98, tabla 3; tiempo en neutro:
Hi2=3,11, p=0,21, Figura 18a). A su vez, no
detectamos diferencias entre grupos en la
movilidad dentro del modelo (H;2=1,78,
p=0,41; tabla 3), ni en el tiempo total dentro de

los compartimientos (Hz)=4,22, p=0,12).

Prueba de comportamiento sexual

100

o Macho
Hembra

60

40-

Porcentaje de hembras

20

Adol. :nedia Adol.lmedia Adol.ltardia

aceite estradiol
Figura 19. Distribucidn de preferencias
Porcentaje de hembras en adolescencia media tratadas
con aceite o estradiol y en adolescencia tardia con
preferencia por el macho (porcién celeste), hembra
(porcidon naranja) o sin preferencia (porcién gris).
p=ns; Tabla de contingencia 3x3.

Adol. media aceite: n=8; adol. media estradiol: n=7; adol.

tardia: n=8.

80+ O Sin preferencia

Durante la interaccién sexual con un macho, todas las hembras expresaron un grado maximo de

receptividad sexual (Tabla 4; cociente de lordosis: LQ). Considerando la totalidad de la prueba (8 minutos),

el nimero de conductas proceptivas expresados por las hembras y la latencia a su expresién no difirié

entre grupos (nUmero de proceptivas: H;z=4,03, p=0,13; latencia a primer proceptiva: Hz=0,26, p=0,88;

Tabla 4), asi como tampoco difirieron el nimero de montas del macho ni su latencia (nimero de montas:

H2=3,28, p=0,19; latencia de monta: H)=3,71, p=0,15; Tabla 4). Sin embargo, la latencia de eyaculacidn

difirié entre grupos (Hi2=7,1, p=0,03), siendo menor en los machos que interactuaron con hembras en

adolescencia media tratadas con estradiol, en comparacién a aquellos que interactuaron con hembras de

la misma edad tratadas con aceite (U7,5=7,5, p=0,01; Tabla 4). Por este motivo, a continuacién se describe

el comportamiento de hembras y machos durante la primer serie eyaculatoria, normalizado por la latencia

de eyaculacién (ver Métodos).
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Tabla 4. Comportamiento sexual en interaccion de 8 minutos

Hembra Macho
Numero de . Latencia (s) Numero Numero Latencia (s)
Nimerode ——————
LQ conductas . de de olf. .,
) olf. AG Proceptiva Monta Eyaculacidn
proceptivas montas AG
Adol. media 1,0 43,5 5,0 17,5 14,5 7,0 19,5 480
aceite (1,0-1,0)  (33,3-52,8) (4,0-7,0) (13,5-22,3) (12,5-17,0)  (6,3-9,8)  (16,8-25,5) (394-480)
Adol. media 1,0 58,0 6,0 16,0 21,0 5,0 19,0 252
estradiol (1,0-1,0)  (53,0-90,5) (5,0-12,0) (14,0-22,0) (16,0-25,5)  (4,0-11,0)  (10,5-22,0)  (158-315)**
. 1,0 37,5 6,0 17,0 17,5 6,5 13,0 363
Adol. tardia
(1,0-1,0)  (33,8-51,3) (4,8-7,3) (6,8-34,3) (13,8-19,5) (4,8-10,3)  (10,0-16,8) (278-469)

Datos expresados como mediana (cuartil 1 — cuartil 3).

* p<0,01 vs. Adol. media aceite en latencia de eyaculacion del macho, prueba U de Mann-Whitney.

Adol. media aceite: n=8; adol. media estradiol: n=7; adol tardia: n=8.
LQ=cociente de lordosis; olf. AG= Olfateos anogenitales.

Durante la primer serie eyaculatoria, todas las hembras mostraron un grado maximo de
receptividad sexual (LQ=1,0(0,0) en todos los grupos). Sin embargo, el nimero de conductas proceptivas
y olfateos anogenitales expresados por minuto difirié6 entre grupos (proceptivas: Hg=6,04, p=0,04;
olfateos anogenitales: H(2=5,87, p=0,05). En este sentido, hembras en adolescencia media tratadas con
estradiol expresaron un mayor niumero de conductas proceptivas y olfateos anogenitales en comparacion
a hembras de la misma edad tratadas con aceite (proceptivas: U(7,5=9,5, p=0,04; Figura 20a; olfateos
anogenitales: Ugz,5=8,0, p=0,03; Figura 20b), y tendieron a exhibir un mayor numero de estos
comportamientos en relacion a las hembras en adolescencia tardia (proceptivas: U(7,5=11, p=0,06; Figura
20a; olfateos anogenitales: U(7,5=11, p=0,06; Figura 20b).

Acompafiando el comportamiento de las hembras, el nimero de montas por minuto por parte
del macho difirié entre grupos (Hi2=7,55, p=0,02). Las hembras en adolescencia media tratadas con
estradiol recibieron un mayor nimero de montas en comparacién a hembras de la misma edad tratadas
con aceite (U;7,5=4,0, p<0,01; Figura 20c), sin diferenciarse del nimero de montas recibidas por hembras
en adolescencia tardia (U7,5=16, p=0,18; Figura 20c). Sin embargo, el nimero de olfateos anogenitales

del macho hacia la hembra no difirié entre grupos (Hi2=1,47, p=0,48; Figura 20d).
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Figura 20. Expresidon de comportamiento sexual durante la primer serie eyaculatoria
(normalizada por minuto) de machos y hembras en adolescencia media tratadas con
estradiol o aceite y hembras en adolescencia tardia.

a. Numero de conductas proceptivas expresadas por la hembra. b. Nimero de olfateos
anogenitales de la hembra hacia el macho. c. Numero de montas realizadas por el macho.
d. Numero de olfateos anogenitales del macho hacia la hembra.

Los datos se expresan como medianas (RIC) y cada punto representa un individuo.
*p<0,05 y ** p<0,01, prueba U de Mann-Whitney.

Adol. media aceite: n=8; adol. media estradiol: n=7; adol. tardia: n= 8.

Correlacion entre el lapso temporal transcurrido entre el tratamiento con estradiol y la expresion de
motivacion sexual

De manera de evaluar si el efecto del tratamiento con estradiol sobre la expresién de la
motivacién y el comportamiento sexual varia segun el tiempo transcurrido desde la Ultima exposicién a la
hormona, se evalud la correlacion entre el tiempo transcurrido entre la ultima inyeccion de estradiol y el

dia de las pruebas comportamentales (dias post-inyeccidn) con la expresion de estos comportamientos.
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En aquellas hembras tratadas con estradiol el nimero de dias post-inyeccién correlaciond con la
expresion de la motivacidn sexual. En este sentido, como se muestra en la Figura 21a, en la prueba de
preferencia macho/hembra, el nimero de dias transcurridos desde la Gltima inyeccién de hembras en
adolescencia media correlaciond positivamente con el nimero de olfateos en el compartimiento del
estimulo sexual para hembras tratadas con estradiol (k:=0,8, p=0,02, prueba de correlacién de rangos de
Kendall), pero no asi para hembras tratadas con aceite (adol. media aceite: k:=4,3, p=0,13). El tiempo total
en el compartimiento del estimulo sexual y el nimero de intentos por acceder al mismo no
correlacionaron con el tiempo transcurrido desde la ultima inyeccién en ninguno de los grupos (tiempo
en macho: adol. media aceite: k=0,0, p=0,89; adol. media estradiol: k.=0,3, p=0,40; intentos por acceder

al macho: adol. media aceite: k.=-0,2, p=0,42; adol. media estradiol: k:=0,0, p=1,0).
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Figura 21. Motivacion sexual de hembras en adolescencia media tratadas con aceite o estradiol en funcién del nimero de dias post-
tratamiento.

Numero de olfateos en el compartimiento del macho en la prueba de preferencia (a), nimero de conductas proceptivas por minuto
durante la primer serie eyaculatoria (b) y latencia a la expresion de la primer conducta proceptiva (c) en prueba de comportamiento
sexual de hembras en adolescencia media tratadas con aceite (puntos grises, n=8) o estradiol (puntos rojos, n=7) en funcién al
numero de dias transcurridos desde finalizado el tratamiento.

Cada punto representa un individuo. Se representa para cada grupo la linea de tendencia central.

Numero de olfateos en el compartimiento del macho: adol. media aceite (k:=-0,43, p=0,13); adol. media estradiol (k.=0,8, p=0,02).
Numero de proceptivas totales: adol. media aceite (k:=-0,1, p=0,68); adol. media estradiol (k.=-0,7, p=0,03).

Latencia a primer proceptiva: adol. media aceite (k:=-0,0, p=1,0); adol media estradiol (k.=-0,71, p=0,03), prueba de correlacién de
rangos de Kendall.

Adol. media aceite: n=8; adol. media estradiol: n=7.

Por otra parte, en cuanto al comportamiento sexual, el nimero de dias transcurridos desde la
ultima inyeccién de estradiol correlaciond positivamente con el nimero de conductas proceptivas
(k«=0,79, p=0,01; Figura 21b) y negativamente con la latencia de expresién de estas (k.=-0,71, p=0,03;

Figura 21c), pero estas correlaciones no se observaron en hembras tratadas con aceite (nUmero de
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proceptivas: adol. media aceite: k.=-0,1, p=0,68; mPOA
latencia a proceptiva: adol. media aceite: k=0,0, 1.5=
p=1,0; Figura 21b,c). No se observd correlacion
entre el niumero de dias transcurridos desde la

1.0- T T

ultima inyeccion con el numero de montas

realizadas por el macho para ninguno de los grupos

Densidad optica relativa
(ER-a / Ponceau S)

1
(adol. media aceite: k=-0,4, p=0,22; adol. media 0.54
estradiol: k:=0,5, p=0,13).
Expresion de ER-a en mPOA 0.0 LI LI L
Adol. media Adol. media Adol. tardia
La expresion de ER-a en el mPOA no difirié aceite estradiol

entre grupos (F(2,12=1,46, p=0,27; Figura 22). ER"’”"_Q ;; >>>>> : 7 -
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Figura 22. Expresion de ER-a en cerebros de hembras en

adolescencia media tratadas con aceite o estradiol y hembras

adolescencia tardia en mPOA.

Datos expresados en media + error estandar.

p=ns; ANOVA de 1 via.

Adol. media aceite : n=6; adol. media estradiol: n=4; adol. tardia:

n=5.

En el panel inferior se muestran ejemplos de la marca

correspondientes a ER-a (aprox. 66 kDa) obtenidas mediante

Western Blot para cada grupo (las bandas corresponden al mismo
Resultados principales y conclusion ' '

Como fue hipotetizado, una mayor exposicién a estradiol durante la adolescencia media aumenté
la expresidn de motivacion sexual en la prueba de preferencia de hembras en adolescencia media,
alcanzando los niveles observados durante la adolescencia tardia. A su vez, durante la interaccidn sexual,
el despliegue de componentes motivaciones del comportamiento sexual de hembras en adolescencia
media también aumentd frente a la mayor exposicidn a estradiol, incluso con una tendencia de aumento
con respecto a hembras en adolescencia tardia. Estos resultados indican que la exposicion repetida a
estradiol durante etapas tempranas de la adolescencia media aumenta motivacién sexual de hembras en
esta etapa del desarrollo. Por otra parte, el aumento del numero de montas por minuto de los macho
junto con su menor latencia de eyaculacién podrian indicar un aumento de la atractividad de las
adolescentes tratadas con estradiol.

De todas maneras, en contra a lo hipotetizado, la mayor exposicién a estradiol no aumentd la

expresion de ER-a en mPOA de hembras en adolescencia media.
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DISCUSION

Aumento de la motivacion sexual a lo largo de la adolescencia

Utilizando una prueba de preferencia macho/hembra, prueba motivacional validada (Agmo et al.,
2004; Agrati et al., 2018; Clark et al., 2004), los resultados de la presente tesis evidencian que en la rata
hembra naturalmente ciclante la motivacién sexual es menor durante la adolescencia media y aumenta
en la adolescencia tardia cuando se observa un comportamiento indistinguible del de la adultez. Esta
conclusién se refuerza con estudios previos que, utilizando una prueba de emisidon de USV luego de una
breve interaccidon con un estimulo social y uno sexual, sugieren una motivacién sexual disminuida durante
la adolescencia media (Armas et al., 2021). La motivacién sexual, entonces, presentaria un patrén
ontogénico de aumento a lo largo de la adolescencia hasta la adolescencia tardia, cuando se adquiere la
maduracién total de este comportamiento y se alcanzan los niveles de la adultez.

Independientemente de su edad, en la prueba de preferencia macho/hembra todas las hembras
permanecieron mas tiempo en el compartimiento del macho en comparacion a los otros dos
compartimientos (Figura 12), dato que deja en evidencia el valor de incentivo de un macho para una
hembra sexualmente activa (Agrati et al., 2008; Clark et al., 2004). Sin embargo, tal valor de incentivo se
encontraria disminuido durante la adolescencia media, dado que estas hembras presentaron una menor
preferencia por el macho que las hembras adultas (Figura 13), y realizaron un menor nimero de intentos
por acceder a este estimulo en comparacidn a ratas adultas y en adolescencia tardia (Figura 12). El nimero
de intentos por acceder a un compartimiento en la prueba de preferencia puede interpretarse como una
medida del esfuerzo que el individuo estd dispuesto a hacer por interactuar con el estimulo, ya que se ha
evidenciado que este comportamiento se relaciona con el estado motivacional de las hembras (Agrati et
al., 2016) y es dependiente de la neurotransmisién dopaminérgica (Ferrefio, Uriarte, Zuluaga, Ferreira, &
Agrati, 2018). En este sentido, mientras que el haber permanecido mas tiempo junto al macho que junto
ala hembra evidencia que las hembras en adolescencia media estan sexualmente motivadas (Agmo et al.,
2004), el menor esfuerzo por acceder al macho en comparaciéon a los otros grupos etarios sugiere que
este estimulo podria generar un menor reclutamiento de sistemas generales implicados en los aspectos
energizantes de las conductas motivadas, como lo es el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico
(Salamone et al., 2016).

El menor esfuerzo realizado por las hembras en adolescencia media en la prueba de preferencia
sexual (Figura 12), entonces, podria deberse a una disminucién general en la expresién de conductas

motivadas. Sin embargo, el valor de incentivo de estimulos recompensantes (Friemel et al., 2010;
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Zakharova, Wade, & lzenwasser, 2009) y la motivacién social (Douglas et al., 2004; Klein et al., 2010;
Panksepp, 1981) son mayores en la adolescencia que en la etapa adulta. En particular, estudios previos
reportaron que, durante el proestro tardio (cuando se encuentran sexualmente activas), las ratas
adolescentes exhiben mds conductas de juego y de exploracion social hacia otra hembra, asi como mayor
emisién de USV luego de interactuar con otra hembra, en comparacion a las ratas adultas (Armas et al.,
2021) lo cual refuerza la idea de que la motivacidn social disminuye entre la adolescencia y la adultez. Esta
evidencia en conjunto sugiere que el patron de aumento de la motivacién sexual a lo largo de la
adolescencia es un cambio que concierne especificamente al comportamiento sexual y no a otros

comportamientos motivados.

Aumento de la motivacion sexual durante la adolescencia media por la exposicion repetida a estradiol

A diferencia de otras conductas sociales motivadas, la motivacion sexual es estrictamente
dependiente de los esteroides gonadales (Pfaus et al., 2015; Snoeren, 2018; Sodersten & Eneroth, 1981),
y los resultados de esta tesis indican que la exposicién a estradiol jugaria un papel importante en la
maduracién de este comportamiento a lo largo de la adolescencia. Asi, en el Capitulo 3 se reporta que las
hembras en adolescencia media tratadas con estradiol realizaron mas esfuerzos por acceder al macho y
olfatearon mas al macho que a la hembra en la prueba de preferencia, al igual que hembras en
adolescencia tardia (Figura 18). El marcado incremento en los esfuerzos de las hembras en adolescencia
media tratadas con estradiol con relacidn a las tratadas con aceite, indica un aumento en su motivacion
sexual. En cuanto al despliegue del comportamiento sexual durante la interaccién con un macho, el
tratamiento con estradiol aumentd tanto la proceptividad como la atractividad sexual (evidenciada por
un aumento en el nimero de montas por parte del macho) de hembras en adolescencia media (Figura
20). Tal despliegue del comportamiento sexual de hembras en adolescencia media tratadas con estradiol
también tendié a ser mayor en comparacion al de hembras en adolescencia tardia.

Como hipotetizado, entonces, cuando se sometid a ratas en adolescencia media a un tratamiento
exégeno que simula el numero de exposiciones a picos estrogénicos ovdricos experimentados
naturalmente por hembras en adolescencia tardia, estas aumentaron su motivacién sexual sin mostrar

diferencias con las hembras en adolescencia tardia.
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éSensibilizacién comportamental al estradiol?

Tanto el incremento en la expresién de la motivacién sexual como en la proceptividad y atractividad
de las hembras en adolescencia media tratadas con estradiol podrian explicarse por una sensibilizacién a
los efectos comportamentales de esta hormona, como fue previamente reportado en hembras adultas
ovariectomizadas (Jones et al., 2013; Jones, Gardner Gregory, et al., 2015; Jones, Germé, et al., 2015;
Jones & Pfaus, 2014), y en hembras ovariectomizadas de forma pre-puber (Hlinak, 1986). En esta linea de
pensamiento, el tratamiento con estradiol utilizado en la presente tesis puede haber aumentado la
sensibilidad comportamental al estrogeno de hembras en adolescencia media, de manera que el mismo
pico enddgeno pre-ovulatorio de estrégeno haya provocado en estas hembras una mayor expresion de
comportamiento y motivacién sexual en comparacion al expresado por hembras de la misma edad
tratadas con aceite.

Alternativamente, el aumento en la motivacién y en el despliegue del comportamiento sexual
inducido por el tratamiento con estradiol podrian explicarse por una mayor concentracion de estrégeno
circulante al momento en que las hembras fueron evaluadas. Por una parte, es posible que restos del
estradiol administrado continten presentes en el sistema cuatro dias luego de la tltima inyeccién (minimo
lapso temporal entre el tratamiento y las pruebas). De todas maneras, esto parece poco probable dado
que se ha reportado que en hembras adultas ovariectomizadas tratadas con 2,0ug/rata de estradiol, la
concentraciéon de estrégenos en sangre vuelve a sus niveles basales 24 horas luego del tratamiento (P.
Micevych et al., 1996). Por otra parte, es posible que el tratamiento hormonal haya modificado el eje
hipotalamo-hipodfisis-gonadal de manera que la liberacién de hormonas en el siguiente pico pre-ovulatorio
sea mayor en aquellas hembras tratadas con estradiol, lo que sugeriria un efecto de la exposicién repetida
a estrégenos durante la adolescencia en la maduracidn de este eje neuroenddcrino. Un mecanismo similar
es sugerido por Ceccarelli et al. (2007) para explicar un aumento en la relacion estrégeno/testosterona
en plasma que observan en ratas adultas que fueron tratadas con estradiol durante la pubertad. A pesar
de poco probables, cualquiera de estos dos escenarios daria lugar a una mayor concentracién de
estrégeno en plasma de hembras tratadas con estradiol al momento de ser evaluadas, por lo que futuros
estudios que cuantifiquen los niveles de estrégenos circulantes son necesarios para determinar si existe
una relacidn entre éstos y la mayor expresién de motivacién sexual de hembras previamente expuestas a

estradiol.
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De manera interesante, se observd que los efectos comportamentales del tratamiento hormonal
fueron mayores cuanto mayor fue el lapso temporal entre el tratamiento y la prueba comportamental
(Figura 21), lo cual sugiere que los efectos de la exposicidn repetida a estradiol podrian deberse a cambios
complejos del tipo organizacional que no se encuentran completamente finalizados al momento en que
fue evaluado el comportamiento. En este sentido, efectos comportamentales evidentes en la adultez
causados por la exposicion a estradiol en la pubertad (Perry, Westenbroek, & Becker, 2013) y en el periodo
perinatal (Catanese & Vandenberg, 2018; Della Seta, Farabollini, Dessi-Fulgheri, & Fusani, 2008) han sido
previamente reportados.

En cuanto al despliegue de los diferentes componentes que hacen al repertorio del comportamiento
sexual de la rata hembra adulta, el comportamiento de hembras en adolescencia media y tardia tratadas
con aceite (Figura 20) apoya resultados previos que indican que en la adolescencia media el despliegue
del comportamiento sexual es completo y no se diferencia de hembras en adolescencia tardia o adultas
(Armas et al., 2021). Por otra parte, el comportamiento en la prueba de preferencia que indica una menor
motivacién sexual de hembras en adolescencia media tratadas con aceite en comparacién a aquellas en
adolescencia tardia tratadas con aceite (Figura 18) refuerza los resultados del Capitulo 1 (Figura 12), y
apoyan la conclusién de que existe un aumento en la motivacidon sexual entre estas etapas de la

adolescencia que no se acompafa por cambios evidentes en la expresion del comportamiento sexual.

éPodria la exposicion repetida a estrogenos que ocurre luego de la pubertad mediar el aumento

natural de la motivaciéon sexual a lo largo de la adolescencia?

Los resultados de la presente tesis indican que la exposicién repetida a concentraciones fisioldgicas
de estradiol durante la adolescencia media acelera la maduracidn de la motivacidn sexual. Esta evidencia
apoya el supuesto de que la exposicién repetida a picos pre-ovulatorios de estrégenos, que ocurre
naturalmente como parte del ciclo estral y que comienza en la adolescencia media, juega un papel
importante en el incremento de la motivacién sexual que ocurre entre la adolescencia media y la
adolescencia tardia. Como se planteé previamente, es posible que esta maduracion ocurra mediante una
sensibilizacidn comportamental a los efectos de las hormonas ovaricas (Hlinak, 1986; Jones et al., 2013;
Jones & Pfaus, 2014).

Alternativamente, como fue discutido previamente, el aumento en la motivacién sexual a lo largo de
la adolescencia podria estar asociado a un aumento de la concentracion de hormonas ovaricas en plasma.

A pesar que existe evidencia que sugiere que los picos pre-ovulatorios de estrégeno y progesterona de los
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primeros dos ciclos estrales no difieren de los de la etapa adulta (Dohler & Wuttke, 1974; Meijs-Roelofs,
Uilenbroek Th., De Greef, De Jong, & Kramer, 1975), Vetter-O’Hagen & Spear (2012) reportan que en todas
las fases del ciclo estral los niveles de estrégeno y progesterona de hembras en adolescencia media son
menores que los de hembras que se encuentran entre la adolescencia tardia y la adultez. No estd claro,
entonces, si las concentraciones de estrégeno y progesterona en plasma generadas por el pico pre-
ovulatorio difiere entre la adolescencia media y tardia, por lo que no podemos descartar la posibilidad de
gue un aumento de éstos sea el causante del aumento de la motivacién sexual entre estas etapas que se
reporta en la presente tesis.

De todas formas, al momento de interpretar el rol de la exposicidn a estrégenos que ocurre de manera
natural sobre el desarrollo de la motivacion sexual, es importante considerar que a pesar de que el
objetivo fue simular el numero de exposiciones a estradiol de hembras en adolescencia media a los
experimentados por hembras en adolescencia tardia, el tratamiento utilizado presenta ciertas
limitaciones. Por una parte, la dosis de 2,5pg/rata fue elegida porque es capaz de inducir la apertura
vaginal precoz en hembras pre-puberes (Sodersten, 1975) y es similar a la dosis de 2,0ug/rata que eleva
los niveles de estrogeno en plasma de hembras adultas ovariectomizadas a aquellos observados durante
el pico pre-ovulatorio (Geary & Asarian, 1999; P. Micevych et al., 1996). Sin embargo, se desconoce cual
es la dosis de estradiol exacta necesaria para aumentar los niveles de estradiol en plasma de hembras
ciclantes en adolescencia media a aquellos observados durante los picos pre-ovulatorios, por lo que es
posible que la dosis que fue administrada eleve estos niveles por encima de los niveles fisiolégicos y, por
ende, no simule un pico estrogénico natural. Por otra parte, la administracién de 3 dosis de estradiol en
dias consecutivos podria ocasionar efectos diferentes a la administracion cada 4 dias, que simularia mejor
la ciclicidad natural de las hembras. Estas caracteristicas del tratamiento utilizado podrian dar lugar a
efectos comportamentales mayores a aquellos causados por la exposicidn natural a estrégenos, lo cual
podria explicar la tendencia que mostraron las hembras en adolescencia media tratadas con estradiol a
desplegar mds componentes proceptivos y presentar una mayor atractividad que hembras en
adolescencia tardia (Figura 20).

En sumatoria, desde el punto de vista del desarrollo comportamental, los resultados de Ia
presente tesis indican que existe una maduracién de la motivacion sexual a lo largo de la adolescencia la
cual posiblemente es modulada, al menos en parte, por la exposicion repetida a estréogenos que ocurre

durante esta etapa.
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Cambios en la expresion cerebral de ER-a en el mPOA entre la adolescencia y la adultez

En cuanto a la maduracidn del circuito neural que regula el comportamiento sexual, los resultados
indican que existen cambios en la expresién de ER-a en el mPOA entre la adolescencia y la adultez de la
rata hembra (Figura 16), lo cual indica que la maduracién de la motivacién sexual que ocurre durante esta
etapa del desarrollo se acompafia por cambios madurativos en un area fundamental del circuito neural
que la regula. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre edades en la expresion de ER-a en las
demads regiones relevantes del circuito sexual que fueron evaluadas, como la amigdala MePD, el ARC Yy el
VMNVI (Figuras 15y 16).

Mientras que todas estas regiones cerebrales modulan la expresidon del comportamiento sexual,
el mPOA se ha postulado como la principal region encargada de la modulacién de los aspectos
motivacionales de este comportamiento, conectando areas limbico-hipotaldmicas especificas del control
del comportamiento sexual con el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico como sistema motivacional
general (P. Micevych & Meisel, 2017). En este sentido, el hecho de que el cambio en la expresién de ER-
a, receptor fundamental para la expresion del comportamiento sexual (Mazzucco et al., 2008; Pfaus et
al., 2015; Snoeren, 2018), se observe en esta drea, concuerda con los resultados comportamentales que
indican que es la motivacion sexual especificamente, y no el despliegue del comportamiento sexual, lo
que difiere a lo largo de la adolescencia.

Debido a que en hembras adultas una disminucidn experimental en la expresién de ER-a en mPOA
reduce el comportamiento y la motivacidn sexual (Snoeren et al., 2015; Spiteri et al., 2012), se esperaba
encontrar un incremento en la expresion de ER-a desde la adolescencia media a la adolescencia tardia y
adultez que acompafie el aumento en la motivacidn sexual que ocurre entre estas etapas. Sin embargo,
los cambios en expresidn de ER-a evidenciados a lo largo del desarrollo no fueron los esperados. En este
sentido, se reporta que la expresién de ER-a fue mayor en la adolescencia tardia que en la adultez,
periodos en los cuales la motivacion sexual es alta, y fue intermedia en la adolescencia media, cuando la
expresion de la motivacion sexual es menor (Figura 16). Estos resultados sugieren que a pesar de que la
expresiéon de ER-a en mPOA varia entre la adolescencia y la adultez, la maduracidn de la motivacion sexual
durante la adolescencia no depende de un aumento en la expresiéon de ER-a en las regiones cerebrales
que modulan este comportamiento.

De todas maneras, los niveles de expresion de ER-a no necesariamente determinan de forma
directa su efecto sobre el comportamiento sexual. Por ejemplo, ER-a ejerce diferentes efectos sobre la

expresion del comportamiento sexual segun el tipo celular en el que se exprese (Mhyre & Dorsa, 2006) y
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segln si actla como receptor nuclear o como receptor de membrana (P. Micevych & Dewing, 2011).
Considerando que en la presente tesis no se distinguid entre tipos celulares ni se considerd la localizacion
subcelular del receptor al momento de cuantificarlo, es posible que existan diferencias en estos aspectos
a lo largo de la adolescencia. Esta consideracién resulta especialmente relevante dado que resultados de
Mohr, Falcy, Laham, Wong, & Micevych (2019) muestran que a pesar de que la cantidad de ARNm que
codifica para ER-a en astrocitos del hipotdlamo de ratones hembra no varia entre pre-puberes, post-
puberes y adultas, la cantidad de ER-a localizados en la membrana de estas células y los efectos del
estradiol actuando sobre los mismos aumenta con la edad. Es posible, entonces, que detras de los valores
de expresién reportados a lo largo de la adolescencia, existan patrones diferentes de expresién de ER-a
para diferentes tipos celulares y/o diferencias en la proporcién de estos receptores actuando en la
membrana, lo que podria dar lugar a una respuesta diferencial al estrégeno entre edades que se refleje
en diferencias en la motivacidn sexual.

Por otra parte, no puede descartarse que a lo largo de la adolescencia existan cambios en los
efectos del estrogeno mediados por ER-a que se asocien a diferencias en la funcionalidad del receptor.
Esto es especialmente relevante si se considera que la expresién de la motivacidn sexual en ratas ciclantes
depende fuertemente de la progesterona actuando sobre su receptor intracelular, PR (Shaila K. Mani et
al., 2006; Shailaja K. Mani et al., 1994; Ogawa, Olazabal, Parhar, & Pfaff, 1994), cuya expresion es inducida
por el estrégeno ligado a receptores ER-a nucleares (Harris et al., 2002; S3 et al., 2013). Previamente se
ha reportado que el incremento de la expresién de PR en el mPOA en respuesta a la administracidn de
estradiol, en hembras ovariectomizadas 5 dias antes, aumenta con la edad entre la adolescencia media,
tardia y adultez (Quadros & Wagner, 2008). Esto indica que la capacidad de ER-a de inducir la expresion
de PR seincrementa alo largo de la adolescencia. Esto podria deberse a multiples factores independientes
al nivel de expresién de ER-a, dado que la capacidad de este receptor de actuar como factor de
transcripcién frente a la unién de estrégeno puede verse influenciado por cambios en la afinidad receptor-
hormona (Brown, Macluskey, Shanabrough, & Naftolin, 1990), cambios en la expresidén de diferentes
variantes de splicing de ER-a (Mott & Pak, 2013), y/o a cambios en los niveles de co-activadores/co-
represores que acompafian su accién a nivel transcripcional (Frasor, Danes, Funk, & Katzenellenbogen,
2005; Lonard & O’Malley, 2007), entre otros.

En conclusién, a pesar de que el aumento de la motivacién sexual en la adolescencia no se
acompaié por un aumento la expresién de ER-a, si podria acompafiarse por cambios en la funcionalidad
del receptor, la cual varia segun el tipo celular en el que se exprese, la localizacién intracelular en la que

se encuentre y la presencia de diferentes factores que modulan su capacidad como factor de
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transcripcién. Para adquirir mayor conocimiento al respecto, seria interesante comparar la expresion
cerebral de ER-a a lo largo de la adolescencia en diferentes tipos celulares, asi como evaluar la expresiéon
de PR inducida por el estradiol durante la fase de proestro tardio de hembras en diferentes etapas de la

adolescencia.

Expresion de ER-a en mPOA luego de la exposicion repetida a estradiol durante la adolescencia media

En cuanto a la regulaciéon de la expresién de ER-a inducida por el estradiol, el tratamiento diario
con 2,5ug de estradiol durante los 3 dias posteriores a la apertura vaginal en la rata hembra ciclante no
modificd la expresién de ER-a en mPOA a los 4-7 dias de finalizado el tratamiento (Figura 22). Estos
resultados son de especial relevancia, dado que actualmente se considera que el efecto de los estrégenos
sobre la expresidon de ER-a difiere segun el tipo de tratamiento, la edad en la cual se realiza y el area
cerebral a analizar (Pfaus et al., 2015), y los efectos a corto plazo en hembras en etapas tempranas de la
adolescencia no han sido previamente reportados. En ratas adultas ovariectomizadas, se han reportado
tanto disminuciones (Zhou et al., 1995) como ausencia de cambio (Chakraborty, Hof, Ng, & Gore, 2003)
en la expresidon de ER-a en mPOA frente al tratamiento con estradiol. Por otro lado, mientras que un
tratamiento con estradiol previo a la apertura vaginal induce un aumento de la expresién de ER-a en
VMNvI (Devidze et al., 2005), este tratamiento en hembras adultas disminuye la expresién de ER en la
misma region cerebral de manera dosis dependiente (Lauber et al., 1991). En conjunto con estos
antecedentes, los resultados de la presente tesis resaltan la complejidad de la regulacion por parte del
estradiol sobre la expresidén de su receptor ER-a, lo cual dificulta predecir el efecto de un tratamiento
hormonal en la expresién de éste.

De todas formas, el hecho de que no se observaran cambios en la expresién de ER-a en mPOA
luego de 4-7 dias de finalizado el tratamiento hormonal, no necesariamente implica que éstos no ocurran
a un mayor lapso temporal. En este sentido, se ha reportado que hembras ciclantes tratadas con estradiol
previo a la apertura vaginal no se diferencian de hembras tratadas con aceite en la expresién de ER-a en
mPOA durante la adolescencia media, pero presentan una expresién aumentada del receptor en esta area
cerebral durante la adultez (Ceccarelli et al., 2007). La regulaciéon de la expresidn génica mediante
modificaciones epigenéticas del gen que codifica para ER-a (Gagnidze, Weil, & Pfaff, 2010), que han sido
previamente reportados luego de la exposicién a estradiol (Schwarz et al., 2010), podria explicar un

posible efecto a mayor plazo temporal del tratamiento con esta hormona. Seria interesante evaluar si el
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tratamiento utilizado en el presente estudio modifica la expresion cerebral de ER-a a mayores plazos
temporales, y si induce modificaciones epigenéticas en el gen que codifica para el receptor.

Por otra parte, el hecho de que el tratamiento con estradiol no haya modulado la expresion de
ER-a en mPOA 4-7 dias luego de finalizado, indica que el mecanismo mediante el cual esta exposicidn
hormonal aumentd la motivacidén sexual no involucrd un incremento en los niveles de expresién de ER-a
en mPOA. Sin embargo, esto no descarta la posibilidad de que la exposicién repetida a estradiol haya
causado un aumento en la motivacién sexual mediante un incremento en la sensibilidad comportamental
a estrégenos, como hipotetizamos. En este sentido, el tratamiento puede haber aumentado la sensibilidad
a estrégenos mediante cambios en la expresidn de otros receptores de estrégeno que no consideramos
en el presente estudio como, por ejemplo, los receptores especificos de membrana o ER-B (P. Micevych
& Sinchak, 2013, 2018). Por otro lado, es posible también que el tratamiento hormonal no aumente los
niveles de expresion de ER-a, pero si aumente la sensibilidad a estrégenos mediante cambios en la
funcionalidad del receptor (Frasor et al., 2005; Lonard & O’Malley, 2007; Mott & Pak, 2013; Quadros &
Wagner, 2008), por ejemplo, aumentando su capacidad de inducir la expresiéon de PR o variando su
localizacién intracelular, como se discutid anteriormente. Nuevos estudios son necesarios para evaluar si
el aumento en la motivacion sexual inducido por un tratamiento repetido con estradiol durante la
adolescencia media que reportamos en el presente estudio se relaciona con un aumento en la sensibilidad

comportamental a estrégenos, mediada por cambios en la funcionalidad de ER-a.

CONCLUSIONES

La adolescencia es un periodo complejo del desarrollo caracterizado por multiples cambios que
persisten y modulan al individuo adulto. El presente estudio valida resultados previos y caracteriza por
primera vez el desarrollo de la motivacién sexual a lo largo de la adolescencia de la rata hembra
naturalmente ciclante. Los resultados, que indican que la motivacion sexual aumenta entre la
adolescencia media y la adolescencia tardia, resaltan la importancia del estudio fragmentado de la
adolescencia, un periodo que suele estudiarse como si tuviese un cardcter homogéneo. Dado que la
expresion del comportamiento sexual durante la interaccién con un macho no varia a lo largo de la
adolescencia, los resultados de la presente tesis también destacan la importancia del estudio de la
motivacién sexual mediante pruebas motivacionales especificas, demostrando como las mismas pueden
aportar informacién que no se refleja en el despliegue del comportamiento sexual durante una

interaccion.
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Una de las principales diferencias entre hembras en adolescencia media y adolescencia tardia es
el nimero de exposiciones a picos pre-ovulatorios de estréogenos que experimentaron. Los resultados de
la presente tesis, que evidencian que al simular el nUmero de exposiciones a estradiol de hembras en
adolescencia media a los experimentados por hembras en adolescencia tardia se aumenta la expresion
de la motivacion sexual, sugieren que esta diferencia podria subyacer la maduracidn de la motivacion
sexual que ocurre entre estas dos etapas.

Por otra parte, a pesar de que la expresién de motivacién sexual de ratas adultas depende de la
expresion de ER-a en regiones cerebrales del circuito que regula este comportamiento como mPOA y
VMNVvI, los resultados de la presente tesis indican que el incremento de la motivacion sexual que ocurre
naturalmente a lo largo de la adolescencia, asi como el aumento inducido por la mayor exposicién a
estradiol durante la adolescencia media, no estan mediados por un cambio en la expresién de este
receptor en tales areas cerebrales. De todas formas, considerando la importancia del efecto del estrégeno
actuando sobre ER-a en la motivacién sexual (Snoeren et al., 2015; Spiteri et al., 2012), resulta relevante,
mediante nuevos estudios, indagar la posibilidad de que existan diferencias en la funcionalidad de ER-a
durante la adolescencia de la rata hembra ciclante, independientes de su nivel de expresion, y si estos son
regulados por la exposicidn a estradiol.

En sumatoria, los resultados de la presente tesis dejan en evidencia la complejidad de la estrecha
interaccion entre el sistema enddcrino y nervioso durante el periodo de la adolescencia. A su vez, sugieren
que tal interaccién modula el proceso madurativo de un comportamiento afiliativo fundamental para el
éxito reproductivo de un individuo, como lo es el comportamiento sexual, que comienza a expresarse
durante la adolescencia. A pesar de que los mecanismos mediante los cuales las hormonas gonadales
modulan el circuito neural responsable de la motivacién sexual, y median asi el desarrollo de este
comportamiento, permanecen poco conocidos, la presente tesis presenta una primera aproximacién a
dilucidarlos. En este sentido, los resultados reportados, que proponen un papel importante de la
exposicidn repetida a estrogeno en la maduraciéon de la motivacion sexual, abren una ventana de posibles
estudios necesarios para dilucidar el mecanismo mediante el cual esto sucede y asi acercarnos a una

comprension global de este comportamiento.
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PERSPECTIVAS

En base a los resultados obtenidos, se proponen las siguientes perspectivas de trabajo:

Cuantificar las concentraciones de estrégeno y progesterona en sangre, tanto en la mafana
como la noche de proestro del ciclo estral, y comparar tales niveles entre hembras en
adolescencia media, adolescencia tardia y adultas, asi como entre hembras en adolescencia
media tratadas con estradiol y aceite.

Cuantificar la expresion de ER-a en astrocitos y neuronas de mPOA mediante
inmunofluorescencia y comparar tal expresién en hembras en adolescencia media,
adolescencia tardia y adultas.

Cuantificar la expresién de PR en diferentes regiones del circuito neural que regula la expresiéon
del comportamiento sexual y comparar su expresién en hembras en adolescencia media, tardia
y adultas y entre hembras en adolescencia media tratadas con estradiol y tratadas con aceite.
Evaluar posibles diferencias de marcas epigenéticas en el gen que codifica para ER-a en el
mPOA de hembras en adolescencia media, tardia y adultas, asi como en hembras en
adolescencia medias tratadas con estradiol y aceite.

Determinar si un tratamiento farmacoldgico con un antagonista del receptor ER-a durante la

adolescencia retrasa la maduracién de la motivacién sexual en hembras en adolescencia tardia.
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