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RESUMEN

Las ratas hembras comienzan a expresar comportamiento sexual durante la
adolescencia, periodo de transicién entre la infancia y la etapa adulta en el cual los sistemas
neurales que lo regulan aun estan en desarrollo. Se desconoce como es la expresion de este
comportamiento a lo largo de la adolescencia y el procesamiento neural del macho como
estimulo sexual. Sobre esta base nos preguntamos si, como consecuencia de la maduracion
de sistemas neurales y enddcrinos durante la adolescencia, la expresiéon de este
comportamiento y la activacion de los circuitos que lo subyacen difiere entre hembras
adolescentes y adultas. Para responder estas preguntas, en primer lugar, evaluamos la
expresion del comportamiento sexual, asi como de la exploracion social y el juego,
comportamientos tipicos de la adolescencia, durante una interaccién con macho (estimulo
sexual) y con una hembra (estimulo social) de ratas sexualmente activas durante la
adolescencia media y tardia y en la etapa adulta. No detectamos diferencias en la expresion
de la mayoria de los componentes del comportamiento sexual durante la interaccion con un
macho entre las edades. Sin embargo, las hembras en adolescencia media exhibieron una
mayor exploracion social y juego en comparacién con las adultas, indicando que éstas
exhiben un perfil conductual Unico durante la interaccion sexual con un macho. Por otra
parte, la expresion de los comportamientos tipicos de la adolescencia frente al estimulo
sexual fue menor que frente al estimulo social, evidenciando un predomino de la expresion
del comportamiento sexual sobre el social durante la interaccion con un macho. De forma
interesante, si bien el comportamiento sexual no difirié entre las edades, en experimentos
previos determinamos que la motivacion sexual de las hembras en adolescencia media es
menor que la de las adultas sugiriendo un procesamiento neural diferente del macho entre
ambas edades. Por este motivo, en una segunda etapa, comparamos la expresion de la
proteina c-Fos, como indice de activacién neural, en areas del sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico (sistema general de recompensa) y areas limbico-hipotalamica
asociadas a la expresion del comportamiento sexual, de hembras en adolescencia media y
adultas expuestas a un macho, a una hembra o en ausencia de estimulo. Observamos que la
exposiciéon al macho incrementd la expresion de c-Fos en algunas areas especificas del
circuito sexual en ambas edades. Sin embargo, en otras areas de este circuito y del sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico el macho indujo un incremento en la expresion de c-Fos
Unicamente en las ratas adolescentes. Esta expresién fue significativamente mayor en
adolescentes respecto a adultas en la corteza prefrontal medial y la corteza orbitofrontal,
areas vinculadas al procesamiento de estimulos reforzadores, que se encuentran inmaduras
durante la adolescencia. Esta variacion de activacion de areas limbico-hipotalamicas y del
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico entre adolescentes y adultas frente a un macho,
indica un procesamiento neural diferente del mismo entre ambas edades. Los hallazgos de
esta tesis aportan a la comprensién del desarrollo de un comportamiento social de gran
importancia para la especie.

pag.2



AGRADECIMIENTOS

A Danita, por acompafiarme desde el inicio en mi camino, estimulandome vy
mostrandome que yo puedo. Mis gracias infinitas por haberme dado la oportunidad y el
empujon para animarme a dedicarme a esto que disfruto con pasion. Y muy
especialmente a tu infinita, muy infinita paciencia y generosidad conmigo. Sin dudas,

una mentora de ciencia y de vida fuera de serie.

A Magda por todas las noches que el bioterio no resulto tan solitario, y se

convirtié en un divan de charla y reflexion.

A mis amigos cientificos Wallito, Tony y Vane, por el aliento y por la comprension

y el consuelo cuando parecia que todo salia mal.

A Annabelis, por haber gestado este grupo de hijas y nietas raticientificas de la

motivacion, del cual orgullosamente formo parte.

A mis amigos, “los transportistas de la ciencia” que me llevaron, esperaron vy
trajeron especialmente en la pandemia para hacer un “fortis”, llevar y traer muestras y

alcanzar el preciado N.
A Perman, por haberme regalado su hermoso trabajo e ilustrar esta tesis.

A los financiadores que nos permitieron llevar adelante esta investigacion, y que,
personalmente me permitieron dedicarme de forma casi exclusiva a ella. PEDECIBA,

ANII, y CAP.

Y siempre a la abuela Nelly por todo.




INDICE

RESUMEN 1
AGRADECIMIENTOS 3
iNDICE 4
ABREVIACIONES 7
MARCO GENERAL 8
1. ANTECEDENTES 9
1.1. COMPORTAMIENTO SEXUAL DE LA RATA HEMBRA 9
1.2. BASES NEUROENDOCRINAS DEL COMPORTAMIENTOY DE LA MOTIVACION SEXUAL DE RATAS HEMBRAS

ADULTAS 12
1.3. ADOLESCENCIA: COMPORTAMIENTO Y MADURACION NEURAL 16
1.4. ADOLESCENCIA: MOTIVACION Y COMPORTAMIENTO SEXUAL 19
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS 22
HIPOTESIS 23
3. OBJETIVOS Y PREDICCIONES 23
OBJETIVOS 23
PREDICCIONES 24
4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 24
5. METODOLOGIA 27
5.1. ANIMALES Y SU MANEJO 27
5.2. PRUEBAS COMPORTAMENTALES 28
5.2.1. INTERACCIONES SOCIAL Y SEXUAL 28
5.2.2. EMISION DE USV EN RESPUESTA A UN MACHO O UNA HEMBRA 30
5.3. TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA 31

pag. 4



5.3.1. PREPARACION DEL TEJIDO 31

5.3.2. INMUNOHISTOQUIMICA 31
5.3.3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE C-FOS 32
5.4 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 34
5.4.1. EXPERIMENTO |: COMPORTAMIENTO DE HEMBRAS ADOLESCENTES Y ADULTAS DURANTE UNA
INTERACCION CON UN MACHO O CON UNA HEMBRA ADULTA 34
5.4.2. EXPERIMENTO lI: EXPRESION DE C-FOS EN AREAS NEURALES IMPLICADASEN LA MOTIVACION SEXUAL DE
HEMBRAS ADOLESCENTES Y ADULTAS 36
5.6. ANALISIS ESTADISTICO 37
5.6.1. EXPERIMENTO | 37
5.6.2. EXPERIMENTO Il 38
6. RESULTADOS 39

6.1. EXPERIMENTO |: COMPORTAMIENTO DE HEMBRAS ADOLESCENTES Y ADULTAS DURANTE UNA INTERACCION

CON UN MACHO O CON UNA HEMBRA ADULTA 39
6.1.1 COMPORTAMIENTO SEXUAL DE LAS RATAS HEMBRAS 39
FRENTE AUN MACHO SEXUALMENTE ACTIVO 39
FRENTE A UNA HEMBRA ADULTA NO SEXUALMENTE ACTIVA 42
6.1.2. CONDUCTAS DE EXPLORACION SOCIAL Y JUEGO 44
FRENTE AUN MACHO SEXUALMENTE ACTIVO 44
FRENTE A UNA HEMBRA ADULTA SEXUALMENTE ACTIVA 44
6.71.3. RESUMEN DE PRINCIPALES RESULTADOS Y CONCLUSIONES 46
6.2. EXPERIMENTO |I: EXPRESION DE C-FOS EN AREAS NEURALES IMPLICADASEN LA MOTIVACION SEXUAL DE
HEMBRAS ADOLESCENTES Y ADULTAS 47
6.2.1-EXPRESION DE C-FOS EN AREAS LIMBICO-HIPOTALAMICAS VINCULADAS AL COMPORTAMIENTO SEXUAL47
NUCLEO VENTROMEDIAL DEL HIPOTALAMO (NVMVL) 47
AMIGDALA MEDIAL (AMI ME) 47
AREA PREOPTICA MEDIA VENTRAL (APOM) 48
6.2.2-EXPRESION DE C-FOS EN AREAS DEL SISTEMA DOPAMINERGICO MESOLIMBICO Y DE LA AMIGDALA
BASOLATERAL 48
NUCLEO ACCUMBENS (NACC)COREY SHELL 48
CORTEZA PREFRONTAL MEDIAL CINGULADA (CPFM CING) 49
CPF PRELIMBICA (CPF PRELIMB) 49
CPF INFRALIMBICA (CPF INFRALIMB) 50
CORTEZA ORBITOFRONTAL (COF) 53
AMIGDALA BASOLATERAL (AMI BL) 53
6.2.3-EMISION DE USV 54
6.2.4. RESUMEN DE PRINCIPALES RESULTADOS Y CONCLUSIONES 56
7. DISCUSION 57

pag.>5



7.1. PERFIL COMPORTAMENTAL UNICO DE HEMBRAS EN ADOLESCENCIA MEDIA DURANTE LA INTERACCION

SEXUAL 57
7.2. ALTA EXPRESION DE LAS MOTIVACIONES SEXUAL Y SOCIAL DURANTE LA ADOLESCENCIA TARDIA 60
7.3. AUMENTO DE C-FOS EN NVMVL Y AMIME ANTERIOR, AREAS CLAVES DEL CIRCUITO SEXUAL, EN HEMBRAS
ADOLESCENTES Y ADULTAS FRENTE A UN MACHO 61
7.4. INCREMENTO DE C-FOS EN EL APOM DE HEMBRAS ADOLESCENTES FRENTE A UN MACHO 63
7.5. AUMENTO DE C-FOS EN AREAS DEL SISTEMA MESOCORTICOLIMBICOY LA AMI BLUNICAMENTEEN
HEMBRAS ADOLESCENTES EXPUESTAS A UN MACHO 65
7.6. § QUE MECANISMOS NEUROENDOCRINOS PUEDEN ESTAR POR DETRAS DEL PATRON DE ACTIVACION
NEURONAL DIFERENCIAL DE ACUERDO A LA EDAD DE LAS HEMBRAS? 67
8. CONCLUSIONES 70
9. PERSPECTIVAS 71
10. REFERENCIAS 73

pag. 6



ABREVIACIONES

Adol m - Adolescencia media

Adol t- Adolescencia tardia

Adult - Adultez

Ami BL - Amigdala basolateral

Ami Me - Amigdala medial

APOm- Area predptica media

COF- Corteza orbitofrontal

CPFm - Corteza prefrontal medial

CPFm cing- Region cingulada de la corteza prefrontal medial
CPFm infralimb- Region infralimbica de la corteza prefrontal medial
CPFm prelimb- Regién prelimbica de la corteza prefrontal medial
DA: Dopamina

DPN: dias pos-natales

E: estrégenos

Eje HHO: Eje hipotalamico-hipofisario-ovarico

NAcc core- Region core del nucleo accumbens

NAcc shell-Region shell/del niucleo accumbens

NVM- Nucleo ventromedial del hipotalamo

NVMv/- Region ventrolateral del nucleo ventromedial del hipotalamo
OVX: ovariectomizadas

P: progesterona

ROI: region de interés
USV: vocalizaciones ultrasonicas

pag.7



MARCO GENERAL

Esta tesis de Maestria se enmarca en una linea de investigacion que busca
profundizar en la comprensién de las bases neuroendocrinas y de los factores que
modulan la expresion del comportamiento sexual, comportamiento social de gran
relevancia para las especies. Entre estos factores, la influencia del grado de desarrollo de
las hembras en la expresion de esta conducta ha sido pobremente estudiada. La
adolescencia representa un periodo de la vida critico en el cual los mamiferos transitan
cambios que culminan en la expresién del perfil comportamental tipico de adultos. Es
durante esta etapa en la cual se desarrollan conductas de gran relevancia biolégica,
como lo es el comportamiento sexual. Entendemos que aportar conocimiento sobre
cémo se desarrolla este comportamiento, como cambia el valor de estimulos sociales y
sexuales, asi como acerca de las bases neurales que subyacen este cambio es de suma
importancia para profundizar en la compresion de este periodo Unico del desarrollo y

en la complejidad del control de los comportamientos sociales en los mamiferos.

Esta tesis se desarroll6 en el marco del proyecto FCE_1_2017_1_136603 y parte de
los resultados de la misma forman parte de un articulo cientifico publicado: Armas, M,,
Marin, G, Uriarte, N, & Agrati, D. (2021). Increase in sexual motivation throughout
adolescence in the «cycling female rat. Developmental Psychobiology

https://doi.org/10.1002/dev.22162 (Anexo).

pag. 8


https://doi.org/10.1002/dev.22162

1. ANTECEDENTES

1.1. Comportamiento sexual de la rata hembra

Las ratas hembras presentan un ciclo estral que se divide en 4 fases: proestro,
estro, metaestro y diestro, en funciéon de los cambios fisioldgicos, anatomicos vy
conductuales vinculados al desarrollo del ciclo ovarico (Levine, 2015). Durante una breve
ventana temporal de aproximadamente 12-20 horas (proestro tardio-estro temprano),
las ratas expresan comportamiento sexual. La expresion de este comportamiento es el
resultado de Ila compleja interaccion entre hormonas ovaricas esteroideas
(principalmente estrogenos (E) y progestagenos (P)), sus receptores y mecanismos
celulares en éareas claves del sistema nervioso central (Gonzalez-Flores et al, 2017,

James G. Pfaus et al., 2014).

Tradicionalmente la conducta sexual en las hembras es estudiada a partir de
inducir la actividad sexual en hembras ovariectomizadas (OVX) mediante la
administracion secuencial de E y P. Estos tratamientos hormonales producen un perfil
conductual muy similar al observado en el estro natural (J. Pfaus et al,, 2015). Si bien el
empleo de hembras OVX tratadas con hormonas facilita el estudio del comportamiento
sexual en el laboratorio, ya que homogeniza las condiciones de trabajo, este estado de
actividad sexual es aun artificial, por lo que se pierde parte de la riqueza de la regulacion
ejercida por diferentes factores en condiciones fisioldgicas naturales. Por este motivo, es
importante, a su vez, estudiar las bases neuroendocrinas del comportamiento sexual de
la hembra, asi como los factores que lo regulan, en condiciones de ciclicidad ovarica

natural.
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El despliegue del comportamiento sexual de la hembra es extremamente activo
(McClintock & Adler, 1978). Como se muestra en la figura 1, este comportamiento se
caracteriza por una secuencia temporal de conductas voluntarias de la hembra que
captan la atencion del macho e incentivan su busqueda (como solicitudes, hops & darts,
posturas de presentacion y ear wiggling), seguidas por un comportamiento receptivo
reflejo, postura de lordosis, que adquiere frente a la presion realizada por el macho en
los flancos y la regién perivaginal durante la monta (Beach, 1976; Stern & Johnson,
1989). La diferencia en la regulacién de la expresion de estos comportamientos llevé a
dividirlos en componentes sexuales proceptivos y receptivos. Mientras que las
conductas proceptivas son voluntarias y suelen presentarse en una secuencia flexible y

variable entre los distintos individuos, las conductas receptivas son fuertemente

estereotipadas y reflejas (Beach, 1976; James G. Pfaus et al,, 2014).

Figura 1. Comportamiento sexual. Se muestra la secuencia de olfateo anogenital y monta del macho,
que se acompafa de la adquisicién de una postura de presentacion y lordosis por parte de la hembra.

El comportamiento sexual de la hembra es un comportamiento fuertemente
motivado y el despliegue de conductas proceptivas, se ha utilizado como indicador de
su estado motivacional (Erskine, 1989; J G Pfaus et al, 1999). Sin embargo, es posible
estudiar el valor de incentivo (motivacional) sexual que adquiere el macho durante el
periodo de actividad sexual de las hembras en pruebas especificas para evaluar
motivacion, es decir que no se basan en los componentes propios de la ejecucion del

comportamiento (Ventura-Aquino & Paredes, 2017). Por ejemplo, las hembras aprenden
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a presionar una palanca y son capaces de atravesar una barrera electrificada para ganar
acceso al macho (McDonald & Meyerson, 1973). A su vez, prefieren a un macho
sexualmente activo respecto a una hembra o a un macho castrado (Agrati et al., 2008;

Clark et al.,, 2004).

Otro aspecto de la expresion del comportamiento sexual de la hembra que
puede ser Util para estudiar las respuestas motivacionales-emocionales asociadas a éste
es la emision de vocalizaciones ultrasénicas (USV) de 50 kHz, sefales acusticas que
forman parte de la comunicacién durante interacciones sociales y que las ratas emiten
en el contexto sexual (Barfield & Thomas, 1986). En este sentido, las USVs de 50 kHz
reflejan altos niveles de excitacion conductual y se asocian principalmente con un
estado emocional positivo, observandose no solo en la copula sino también en el juego
y en otras interacciones sociales positivas (Burgdorf et al., 2008). Si bien en la arena
sexual no es posible diferenciar las vocalizaciones emitidas por cada individuo, el
nimero de USV emitidas por la hembra luego de una breve interaccidn, sin contacto
fisico, con un macho ha sido propuesto como indice de su estado motivacional

(McGinnis & Vakulenko, 2003).

La fuerte base motivacional del comportamiento sexual, asi como su vinculacion
a estados emocionales particulares, refleja la complejidad del circuito neural que lo
subyace, que abarca sistemas motivacionales generales ademéas de areas de control

especificas (Micevych & Meisel, 2017; ). Pfaus et al,, 2015).
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1.2. Bases neuroendocrinas del comportamiento y de la motivacion sexual
de ratas hembras adultas

Como se ilustra en la figura 2, el circuito que controla la expresion del
comportamiento sexual en la rata hembra es complejo e involucra areas limbico-
hipotalamicas claves como el nucleo ventromedial del hipotalamo (NVM), en particular
su region ventrolateral (NVMvl), el area predptica media (APOm) y la amigdala medial
(Ami Me), que han sido extensamente implicadas en el control de los aspectos
proceptivos y receptivos de éste (Micevych & Meisel, 2017). A su vez, se ha implicado la
conexion de estas estructuras, a través del APOm con el sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico como un sistema motivacional general, en aquellos aspectos
motivados del comportamiento sexual de la hembra (Micevych & Meisel, 2017; James G.

Pfaus et al,, 2014).

El NVMvI, y en particular las neuronas glutamatérgicas que alli se encuentran, ha
sido propuesto como responsable de la expresion de la postura de lordosis y de
componentes proceptivos del repertorio sexual de las hembras. En este sentido, se ha
evidenciado que implantes de E en esta region de hembras OVX facilitan la lordosis, en
tanto que, las lesiones producen una drastica disminucion en la ejecucién de esta
postura y de otros comportamientos proceptivos (D. W. Pfaff, 1980). También se ha
evidenciado que estimular los receptores glutamatérgicos en esta area en hembras OVX
tratadas con esteroides sexuales lleva a una inhibicion de estas conductas (James G.
Pfaus et al, 2006), mientras que la administracién de antagonistas de estos receptores
las facilitan en hembras OVX tratadas exclusivamente con E (Kow et al,, 1985; McCarthy

et al, 1991).
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Figura 2. Modelo representativo del circuito sexual de la rata hembra. Se representan las areas
limbico-hipotaldmicas mas relevantes (MPOA: area predptica media, VMH: nlcleo ventromedial del
hipotalamo y AMG: amigdala) y su conexion con el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (VTA: area
tegmental ventral. NAcc: nicleo accumbens, PFC: corteza prefrontal). En amarillo se agregaron al esquema
original las entradas olfatorias del MOS: sistema olfatorio principal y el AOS: sistema olfatorio accesorio.
HIP: hipocampo, PVN: nlcleo paraventricular. Adaptado de Ventura-Aquino et al, 2018.

Otra estructura ampliamente implicada en los aspectos receptivos y mas
recientemente en los proceptivos de la conducta sexual es el APOm. Lesiones bilaterales
en APOm disminuyen las conductas proceptivas (solicitudes y hops & darts),
interrumpen la copula controlada por la hembra, e incrementan la copula en hembras
que no pueden regular su cadencia (Hoshina et al., 1994; Whitney, 1986). En contraparte,
la estimulacién eléctrica de APOm inhibe la lordosis, por lo que se ha postulado que las
hormonas esteroideas podrian desinhibir la lordosis reduciendo la actividad del APOm.
Esta area estaria inhibiendo la ejecucion de la lordosis (James G. Pfaus et al., 2006), pero
promoveria la expresion de conductas proceptivas (Graham & Pfaus, 2012). Es asi que el
NVMvl y el APOm, estructuras limbico-hipotalamicas que contienen receptores para E y

P, regularian el patron temporal de expresion de los componentes sexuales proceptivos
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y receptivos. En linea con esto, se ha propuesto que los esteroides sexuales aumentan la
sensibilidad intrinseca del APOm a sefales sexuales del macho, a través de ajustar las

propiedades de codificacion de su olor (McHenry et al., 2017).

La Ami Me es otra area clave para la expresién de los comportamientos
proceptivos y receptivos, a la cual se le atribuye un rol principal en el procesamiento de
estimulos olfativos del macho. Asi, lesiones de la Ami Me reducen el despliegue de
lordosis y de conductas proceptivas, asi como el condicionamiento de lugar vinculado a
la actividad sexual (Afonso, Lehmann, et al., 2009; Garcia-Horsman et al., 2008; Masco &
Carrer, 1984). La Ami Me recibe informacion de feromonas proveniente del bulbo
olfatorio accesorio (Keller et al., 2009), y proyecta a varios nucleos incluido el NVMvl y el
APOm (Keller et al., 2009; Kevetter & Winans, 1981; Richard B. Simerly, 2002). Debido a
la importancia de los estimulos olfativos del macho para la motivacién sexual de las
hembras, Rudzinskas y colaboradores (2019) (Rudzinskas et al, 2019) proponen a la Ami
Me, en particular a su regién dorsal, como un centro integrador de la informacién
sensorial sexual relevante con el estado de arousal o alerta generalizada, que caracteriza

la busqueda sexual.

Se ha propuesto que éstas, y otras estructuras limbico-hipotalamicas importantes
para la expresion del comportamiento sexual se conectan a través del APOm con el
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, promoviendo de esta forma las conductas
sexuales motivadas (Micevych & Meisel, 2017; James G. Pfaus et al, 2014). El sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico esta integrado principalmente por las
proyecciones dopaminérgicas desde el area tegmental ventral hacia la corteza prefrontal
medial (CPFm), el nacleo accumbens (NAcc) y el tubérculo olfatorio. Este sistema ha sido
propuesto como un sistema motivacional general, ya que el mismo esta implicado en la
regulacion de los aspectos motivacionales —entendidos como aquellos procesos que

regulan la busqueda y proximidad con estimulos con valor de incentivo- de numerosos
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comportamientos (K C Berridge & Robinson, 1998; Mogenson et al,, 1980; Pereira &
Morrell, 2011).

La dopamina (DA) se ha implicado en la motivacién sexual, tanto en aspectos
anticipatorios como en su ejecucion. Se ha evidenciado un aumento de DA en el NAcc
de hembras si se les permite regular la copula (Becker et al,, 2001), luego de recibir una
intromision (Jenkins & Becker, 2003), o cuando interactian con un macho a través de
una barrera (J.G. Pfaus et al, 1995). Por otra parte, tanto el tratamiento agudo con
cocaina como el crénico con anfetaminas, que incrementan la disponibilidad de DA en
el sistema mesocorticolimbico (Pierce & Kalivas, 1997; Tobiansky et al,, 2016), aumentan
la expresion de conductas sexuales motivadas de hembras adultas (Afonso, King, et al,
2009; Clark et al., 2004; Graham & Pfaus, 2010).

Si bien ha sido menos estudiada en relacién al comportamiento sexual, la CPFm
ha sido implicada en el despliegue de conductas sexuales complejas que implican la
interaccion con el macho. Afonso y colaboradores (Afonso et al, 2007) mostraron que
lesionar la CPFm de hembras en proestro produce una disminucion en la frecuencia y
duracion de varias conductas como, las solicitudes y los hops & darts, mientras que no
se observaban cambios en la respuesta de lordosis. Por lo que, esta region estaria
implicada en comportamientos que impliquen un patrén motor complejo que orienta la
atencion del macho hacia la hembra, y determinan el éxito del encuentro.

En el mapeo del circuito neural que controla el comportamiento sexual ha sido
ampliamente utilizado como marcador de activacion neuronal el nivel de expresién de
genes de expresion temprana o sus productos como la proteina c-Fos. Se ha propuesto
que la proteina c-Fos es uno de los marcadores mas sensible para determinar activacion
neuronal asociada a actividad social (Perkins et al., 2017). Asi, se ha reportado aumento
en la expresion de c-Fos en regiones cerebrales ricas en receptores E como APOm, los
nucleos de la estria terminalis, el NVMvl y la Ami Me, asi como en areas no estrogénicas

como el cuerpo estriado, la neocorteza y el talamo, en respuesta a la estimulacion
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producida por la intromisiéon y la eyaculacion, y la estimulacion del cérvix vaginal tanto
en hembras OVX tratadas con hormonas ovaricas, como en ciclanes naturales (James G.

Pfaus & Heeb, 1997).

En conjunto estudios de activacion neural vinculada a la estimulacion sexual, asi
como estudios de lesion y estimulacion de estas areas, han permitido caracterizar el
circuito neural que media la expresion del comportamiento sexual en hembras adultas
(Figura 2). Sin embargo, hasta el dia de hoy desconocemos cémo es el comportamiento
sexual, asi como los circuitos neurales que lo median durante la adolescencia, cuando

éste comienza a expresarse.

1.3. Adolescencia: comportamiento y maduracion neural

La adolescencia en mamiferos es un periodo de transicion entre la infancia y la
etapa adulta caracterizado por cambios significativos en funciones cognitivas, toma de
riesgo y procesos motivacionales y emocionales. Durante este periodo los individuos
adquieren las habilidades y caracteristicas conductuales tipicas de la vida adulta (Schulz
& Sisk, 2016). Estos cambios conductuales reflejan la maduracion de sistemas
cognitivos, emocionales y motivacionales como consecuencia de la remodelaciéon de los
circuitos neurales que los conforman y que incluyen poda sinaptica, muerte neuronal
(Spear, 2000) y cambios en sistemas de neurotransmisores, entre otros (Andersen et al,,

2000; Teicher et al,, 1995).

En la rata se puede definir el comienzo de la adolescencia aproximadamente en
el dia 21 de vida, luego del destete, extendiéndose hasta el dia 60, si bien la definicion
de sus limites temporales varia en funcion de los autores. Segun, Holden & Blaustein

(Holder & Blaustein, 2014, 2017) la adolescencia en la rata puede dividirse, de acuerdo
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al grado de desarrollo, en adolescencia temprana (21 al 34 dias pos-natal (DPN)),
adolescencia media (35 al 46 DPN) vy adolescencia tardia (47 al 59 DPN), como se
esquematiza en la figura 3. Mas aun, en funcién del grado de desarrollo de la CPFm,
Brendhouse y Andersen consideran al periodo entre el dia 60-90 de vida como adultez
emergente y a la etapa adulta en si a partir del dia 90 de vida (Brenhouse & Andersen,

2011).

<
Edad _@ T
(dias) 21 T 34

Adolescencia  Adolescencia  Adolescencia
temprana media tardia

Infancia

Figura 3. Etapas del desarrollo en ratas.

Durante la adolescencia los individuos, presentan un aumento en las
interacciones sociales dirigida a sus pares, la toma de riesgo, la busqueda de estimulos
novedosos y exhiben conductas impulsivas (Spear, 2000) en comparacién con la etapa
adulta. En esta linea, son numerosos los estudios que muestran que durante esta etapa
del desarrollo los individuos exhiben mayor ingesta de comida palatable, y un aumento
del esfuerzo por acceder a comida como recompensa (Marshall et al, 2017, 2020). A su
vez, sus interacciones sociales se caracterizan por altos niveles de juego, un
comportamiento que esta practicamente ausente en el repertorio adulto y que presente
en la infancia y la adolescencia (Panksepp, 1981). Este perfil conductual Unico de la
adolescencia ha sido atribuido a que los circuitos neurales que los controlan adn estan
en desarrollo, entre ellos, el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (Doremus-

Fitzwater et al, 2010; Simon & Moghaddam, 2015; Spear, 2000; Teicher et al,, 2002).
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El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico es uno de los que sufre una
extensa remodelacion durante la adolescencia, incluyendo un aumento de las fibras de
proyeccion y cambios tanto en las concentraciones de DA y de la expresion de sus
receptores. Es asi que se ha documentado una mayor expresién de receptores de DA en
la CPFm y en el cuerpo estriado durante la juventud y la adolescencia, reduciéndose
significativamente hacia el inicio de la vida adulta (Andersen et al, 2000; Benes et al,
2000; Drzewiecki et al, 2016; Insel et al., 1990; Teicher et al., 1995). Esta remodelacién
también es acompafiada por una mayor sensibilidad a los efectos de farmacos psico-
estimulantes que actian en este sistema (Brenhouse & Andersen, 2008). Esta mayor
sensibilidad a psico-estimulantes se ha vinculado a cambios en los receptores D1 en la
CPFm, ya que su bloqueo durante la adolescencia la disminuye (Brenhouse et al.,, 2008),
mientras que la sobreexpresion de este receptor en ratas adultas recapitula las
tendencias comportamentales manifestadas en la adolescencia, incluyendo Ia
sensibilidad aumenta a las pistas asociadas a drogas (Simon & Moghaddam, 2015;
Sonntag et al, 2014). La CPFm, a su vez, sufre grandes cambios en volumen, poda
sinaptica y organizacion dendritica durante la adolescencia (por revision ver Brenhouse

& Andersen, 2011).

De forma interesante, se ha propuesto que el procesamiento neural de estimulos
con valor de incentivo difiere del observado en los individuos adultos, probablemente
como consecuencia de una via de procesamiento motivacional complementaria al
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (Simon & Moghaddam, 2015). En este
sentido, durante la adolescencia media el estriado dorsal y la corteza orbitofrontal (COF)
participan en el procesamiento de la recompensa (Sturman & Moghaddam, 2011b,
2012). Asi, durante la busqueda de una recompensa la actividad de neuronas de la COF
disminuye en ratas adultas, pero aumenta en las adolescentes, (Sturman & Moghaddam,

2011b).
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Otra estructura que sufre una reorganizacion importante durante la adolescencia
es la amigdala (Ahmed et al., 2015; Hodgson et al,, 2020; Juraska & Willing, 2017). Se ha
reportado que esta reestructura incluye un incremento en la conectividad entre la
amigdala y otras estructuras limbicas como el NAcc y el hipotalamo (Zoratto et al,
2018). A su vez, durante la adolescencia se modifica la conectividad entre la Amigdala, y
en particular la amigdala basolateral (Ami BL), y la CPFm y la COF. La Ami BL ha sido
implicada en el control de los comportamientos sociales (Sajdyk & Shekhar, 1997; Truitt
et al, 2007) y posee un papel fundamental en los procesos de aprendizaje vinculados a
reforzadores (Beyeler et al, 2016; Maren, 2016), y en particular, aquellos mediados por
feromonas que poseen un valor de incentivo innato (Beny & Kimchi, 2014). Las
conexiones reciprocas entre la CPFm, la COF y la Ami BL siguen madurando durante la
adolescencia (Cunningham et al, 2002; Verwer et al, 1996) y se ha postulado que las
aferencias desde la CPFm a la Ami BL durante este periodo mediarian el mayor interés
social de las ratas adolescentes en relacion a las adultas (por revision ver Ferrara et al.,

2021).

En conjunto esta evidencia indica que algunas areas y circuitos neurales
implicados en la regulacion del comportamiento sexual ain estan madurando durante
la adolescencia; como ser el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, la CPFm, la

COF y la conexion de éstos con la Ami BL.

1.4. Adolescencia: motivacion y comportamiento sexual

Si bien muchos de los cambios neurales y comportamentales que ocurren
durante la adolescencia no dependen de efectos hormonales, el aumento de los
esteroides sexuales durante la pubertad, como consecuencia de la activacion del eje

hipotalamo-hiposifisiario-ovarico (HHO), tiene un papel importante en la organizacion y
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el refinamiento de circuitos que responderan a hormonas y estimulos sociales durante la
vida adulta, incluyendo aquellos que regulan el comportamiento sexual. En este sentido,
en condiciones naturales el comportamiento sexual de la rata se inicia durante la
adolescencia, luego de la maduracion del eje HHO (Holder & Blaustein, 2014; Sédersten,
1975). Las ratas hembras comienzan a expresar ciclicidad ovarica y receptividad sexual
alrededor del dia 41 de vida luego de la apertura vaginal (aproximadamente 35

DPN)(Holder & Blaustein, 2014).

Las hembras son capaces de ejecutar el patron de comportamiento sexual mucho
antes de que surjan espontaneamente. En este sentido, se observd que el tratamiento
con E y P puede inducir comportamiento sexual de forma precoz (19 PDN) (Beach, 1976;
Sodersten, 1975), sugiriendo que el circuito que lo control se encuentra, aunque sea,
parcialmente maduro. Sin embargo, suministrar esteroideas sexuales a hembras
prepuberes OVX induce conductas consumatorias (lordosis) pero no proceptivas (Hlirak,
1986; Osterlund et al, 1998); evidenciando que la maduracién de los circuitos que
controlan la expresion del comportamiento sexual no estd completa aun. Se ha
postulado que las hormonas ovaricas durante la adolescencia activamente feminizan el
comportamiento social y reproductor, siendo necesaria la maduracion de los circuitos
neurales para la activacion del comportamiento reproductor (Field & Pellis, 2008; Pellis,

2002; Pellis et al., 2018).

Varios trabajos reportan que alrededor del dia 41 de vida las hembras
naturalmente ciclantes expresan componentes proceptivos y receptivos durante la
interaccion con un macho (Armas et al,, 2021), si bien no se ha caracterizado aun si esta
interaccion difiere a la expresada por hembras adultas. En nuestro laboratorio
observamos que hembras en adolescencia tardia, aproximadamente de 50 dias de vida,

exhiben un comportamiento sexual similar al de las adultas, pero el mismo se acompafa
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de una mayor exploracion social del macho, y probablemente juego (Agrati et al,, 2018).
El juego es una conducta muy recompensante (Achterberg et al., 2016; Achterberg &
Vanderschuren, 2020) que se incrementa desde la edad juvenil hacia la adolescencia
media, momento a partir del cual la aparicion de esta conducta empieza a espaciarse
hasta expresarse de forma minima cerca del dia 60 de vida (Panksepp, 1981). La mayor
parte de las interacciones entre pares de ratas juveniles y adolescentes se considera
juego social; e incluyen una variedad de despliegues motores muchas veces exagerados
o repetitivos que se asemejan a patrones conductuales presentes en las interacciones
sexuales o agresivas de los individuos adultos (Panksepp et al. 1984; Pellis and Pellis
2009; Vanderschuren et al. 1997). Muchas de las interacciones de juego social
comienzan con un individuo aproximandose y solicitando a otro, usualmente frotando el
hocico en el cuello o nuca del compafiero (pouncing). Esto es seguido de persecucion,
lucha, acicalamiento social o pinning en el cual uno de los individuos yace en el suelo
sobre su espalda con el otro individuo sobre él (Vanderschuren et al., 1997).

Teniendo en cuenta que tanto la exploracion social como el juego son mayores
durante la adolescencia media, entre los dias 32 y 40 de vida (Panksepp, 1981), es
posible que la motivacion social de las hembras durante la adolescencia media interfiera
con la expresion de su motivacion sexual cuando éstas estan sexualmente activas,
promoviendo la expresion de exploracién social y juego sobre el despliegue conductas
sexuales proceptivas. Apoyando esta idea, estudios previos de nuestro laboratorio,
utilizando el modelo de preferencia macho vs hembra y de emisién de USV en respuesta
a un macho, muestran que las hembras en adolescencia media sexualmente activas
poseen menor motivacién sexual que las hembras en adolescencia tardia y adultas
(Armas et al, 2021). A partir de estos resultados es posible esperar que las hembras
sexualmente activas en adolescencia media expresen mas motivacion social que sexual

durante la interaccion con un macho, mostrando mayor frecuencia de exploracion social
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y juego y menor de conductas proceptivas en relacion a hembras en etapas mas

avanzadas de la adoelscencia y adultas.

Estudiar como es la expresion del comportamiento sexual durante una
interaccion con un macho en hembras en adolescencia media presenta un problema
adicional asociado a que muchas de las conductas sexuales proceptivas son similares en
su expresion a conductas de juego. Por ejemplo, la postura de presentacion (Poole &
Fish, 1975) y las solicitudes (Thor & Holloway, 1984) se expresan tanto en el
comportamiento sexual como en el juego. Con el fin de discriminar entre componentes
comportamentales sexuales y sociales, seria importante determinar cémo es la
interaccién social de una hembra en adolescencia media con un individuo adulto sin
valor sexual y probar si ésta difiere de la observada en una interaccién con un macho.

Ademas de entender cdmo es el comportamiento sexual durante la adolescencia, y
la relevancia de los componentes sociales propios de la edad en esta expresion, seria
interesante ahondar en el circuito neural que regula el valor de incentivo sexual del
macho para las ratas adolescentes. Por ejemplo, determinar cémo es la activacion
neuronal en areas claves del circuito sexual frente a un macho en hembras adolescentes

y adultas.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

A partir de los antecedentes planteados se desprende que conocemos poco
acerca de la ontogenia de la motivacién y del comportamiento sexual a lo largo de la
adolescencia, y desconocemos, a su vez, si las expresiones de otras motivaciones
sociales tipicas de este periodo del desarrollo interfieren en su expresion. De igual

forma, se desconoce si los sustratos neurales que median el valor de un macho para una

pag. 22



hembra sexualmente activa, parte de los cuales estan aun en desarrollo durante la

adolescencia, son comunes entre ratas adolescentes y las adultas.

Sobre esta base proponemos la siguiente hipotesis:

Hipotesis

Como consecuencia del desarrollo de los circuitos neurales que regulan la motivacion y
el comportamiento sexual durante la adolescencia, la expresién de este comportamiento

y la activacion de los circuitos neurales que lo subyacen, difieren entre ratas hembras

adolescentes y adultas.

3. OBJETIVOS Y PREDICCIONES

Objetivos

1. Determinar si el comportamiento sexual de ratas hembras ciclantes difiere a lo
largo de la adolescencia y en relacion a la etapa adulta, y determinar si éste se asocia al

despliegue de comportamientos sociales tipicos de la adolescencia.

2. Determinar si la activacion neuronal en el circuito asociado a la expresién de la
motivacion y el comportamiento sexual frente a un estimulo sexual difiere entre

hembras sexualmente activas adolescentes y adultas.
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Predicciones

En base a los antecedentes, hipotesis y objetivos planteados se desprenden las
siguientes predicciones:

1. El comportamiento sexual de ratas hembras durante la adolescencia difiere respecto a
la etapa adulta, acompanandose de componentes de juego y exploracion social; siendo

esta diferencia mayor en etapas mas tempranas de la adolescencia.

2. La activacion neuronal en areas del circuito que regula la motivacion y el
comportamiento sexual en respuesta a un macho difiere entre ratas hembras
adolescentes y adultas, en particular en aquellas areas que se encuentran aun en
desarrollo durante la adolescencia como las cortezas prefrontales mediales vy

orbitofrontal y la amigdala basolateral.

4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Con el fin de caracterizar la evolucion de la expresion del comportamiento sexual
a lo largo de la adolescencia (objetivo 1), comparamos el comportamiento de ratas
hembras adolescentes y adultas (90-110 DPN) en una prueba de interaccion sexual con
un macho sexualmente activo. Seleccionamos 2 edades dentro de la adolescencia para
analizar: adolescencia media (entre 39 y 43 DPN) y tardia (entre 49 y 53 DPN) basadas
en la clasificacion de Holder & Blustein (Holder & Blaustein, 2014, 2017) y en
experimentos previos de nuestro laboratorio que muestran diferencias en la motivacion

sexual entre estas edades (Armas et al,, 2021).

Para determinar el grado de co-expresion de componentes del comportamiento
social tipico de la adolescencia durante la copula, asi como la expresiéon de

componentes proceptivos durante la interaccion social, cuantificamos el juego y la
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exploracion social de acuerdo a Vandesrschuren y colaboradores durante la interaccion
con un macho (Vanderschuren et al, 1997), y comparamos el comportamiento de las
hembras en esta interaccion con el expresado en una interaccion con una hembra no

sexualmente activa.

Con el fin de determinar si la activacion neural en el circuito motivacional sexual
difiere entre ratas hembras adolescentes y adultas (objetivo 2) analizamos la expresion
de la proteina c-Fos en areas especificas del circuito motivacional sexual luego de una
breve interaccion sin contacto fisico con un macho sexualmente activo (estimulo sexual),
con una hembra no sexualmente activa (estimulo social) y en ausencia de estimulos.
Seleccionamos trabajar con hembras en adolescencia media, ya que este grupo de
adolescentes, y no aquellas en adolescencia tardia, difirid de las adultas en dos pruebas
motivacionales: emision de USV en respuesta a una interaccion sexual/social vy

preferencia macho vs. hembra (Armas et al,, 2021).

Como modelo de interaccién sin contacto fisico, decidimos utilizar la prueba de
emision de USV luego de la interaccion con un macho sexualmente activo o una hembra
no sexualmente activa (McGinnis & Vakulenko, 2003), debido a las siguientes razones:

1. el comportamiento de las hembras en adolescencia media y adultas en éste difiere
(Armas et al., 2021),

2. permite evaluar la respuesta conductual de emisién de USV junto con la actividad
neuronal,

3. brinda la posibilidad de evaluar de forma independiente la actividad neural frente
al macho y frente a la hembra, y

4. permite una interaccién con poco contacto fisico, evitando aspectos aversivos de
la cépula asociados a las intromisiones (Hardy & DeBold, 1972; Paredes & Vazquez,
1999) y la expresidon de c-Fos dependiente de la estimulaciéon somato-sensorial

vinculada a la monta y la intromision (Cibrian-Llanderal et al, 2010; Georgescu et al,,
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2009; Parada et al,, 2010; J. G. Pfaus et al,, 1996; James G. Pfaus, 2021). En relacion a este
ultimo punto, dada la diferencia de tamafo entre las hembras en adolescencia media y
las adultas, esta estimulacion puede diferir significativamente entre ambos grupos
etarios, impactando en el comportamiento de las hembras y en el grado de actividad de
las areas analizadas.

Decidimos cuantificar la expresion de la proteina c-Fos como indice de activacion
neural debido a que esta herramienta ha sido muy util en la identificacion de areas
implicadas en diferentes aspectos del comportamiento sexual de la hembra en multiples
estudios (J. G. Pfaus et al, 1997; J. G. Pfaus et al, 2015). Dentro de las areas implicadas
en el control de la conducta sexual y debido a su relevancia (Micevych & Meisel, 2017;
J. Pfaus et al, 2015); seleccionamos analizar areas limbico-hipotalamicas claves como el
NVMvl, el APOm y la Ami Me y del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico como
NAcc (regiones shell y core) y la CPFm. A su vez, debido a la importancia que se le ha
atribuido a la COF en la regulacion de conductas motivadas durante la adolescencia
(Simon & Moghaddam, 2015) y a la inmadurez de la conexion entre la CPFm, la COF y la
Ami BL (Cunningham et al., 2002; Verwer et al,, 1996) incluimos estas estructuras en el

analisis.
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5. METODOLOGIA

5.1. Animales y su manejo

Las ratas hembras y machos (Rattus norvegicus, cepa Wistar) fueron criadas en un
ambiente con temperatura y humedad controlados (21 + 1°C and 50-70%,
respectivamente) bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (ciclo de oscuridad 15:00-
3:00) en el Laboratorio de Experimentacion Animal de la Facultad de Ciencias. Las
hembras adolescentes y adultas fueron mantenidas en grupos de 5 y 4 respectivamente.
La conformacién de los grupos experimentales, asi como el nimero de animales por

grupos se describen en detalle en la seccion 5.4 Procedimientos experimentales.

La apertura vaginal de las adolescentes fue monitoreada diariamente desde el
dia 33 de vida (Caligioni, 2009). El ciclo estral de todas las hembras se siguio a partir de
la observacién del exudado vaginal matinal (Cora et al, 2015; Marcondes et al,, 2002)
empezando el dia de la apertura vaginal para adolescentes, y entre los dias 80-90 de
vida para las adultas. En el caso de las hembras adultas, las mismas fueron utilizadas
luego de presentar por lo menos 2 ciclos estrales regulares. Esto no fue posible en las
hembras adolescentes debido a la irregularidad de sus ciclos estrales (Sodersten, 1975).
El cuidado de los animales y los procedimientos experimentales fueron realizados de
acuerdo a la ley uruguaya para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Ley 18.611)
y el protocolo experimental fue aprobado por el CEUA de la Facultad de Ciencias,

Universidad de la Republica (nimero de protocolo 240011 -000941-17).
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5.2. Pruebas comportamentales

5.2.1. Interacciones social y sexual

Las interacciones social y sexual se evaluaron en una arena circular de plexiglas
(90 cm de diametro). La hembra experimental fue colocada en la arena permitiéndosele
explorar por 5 minutos, luego de los cuales se introdujo un macho adulto sexualmente
activo (interaccion sexual) o una hembra adulta no sexualmente activa (interaccidon
social). En ambos tipos de interacciones se registré durante 10 minutos el
comportamiento de la hembra y del animal estimulo. De acuerdo a Agrati y
colaboradores (2018) registramos los  siguientes
componentes del comportamiento sexual de las hembras:
nimero de posturas de lordosis en respuesta a la monta,
hops & darts (desplazamientos cortos en las cercanias del
macho que, terminan usualmente en una postura corporal
rigida) y posturas de presentacion (cambio postural sin
desplazamiento con congelamiento en posicion agazapada
con las orejas orientas hacia atras) (Agrati et al,, 2019; Hardy
& DeBold, 1972). Como se muestra en la figura 4, se
cuantific6 la intensidad de las posturas de lordosis

utilizando una escala de tres puntos de acuerdo al grado de

curvatura alcanzada en la dorsoinflexion espinal (Hardy &
DeBold, 1972) (Hardy & DeBold,1972). Se calculé la

intensidad de lordosis media por hembra (suma del puntaje

de intensidad de todas las lordosis/nimero total de

Figura 4: Intensidad de lordosis). Ademas, se registré la latencia a la presentacion
lordosis en respuesta a monta. ) o

Tomada de Hardey & De Bold, de postura de lordosis y hops &darts, adjudicandose un
7972.
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tiempo de latencia igual al tiempo total de la prueba (600 segundos) en las situaciones
en que no se gjecutd la conducta. Con el objetivo de evaluar la receptividad sexual, se
calculo el cociente de lordosis como el numero de lordosis sobre el nimero de montas

(se consideraron las montas con y sin intromision, asi como las montas con eyaculacion).

Dado que las ratas adolescentes pueden presentar conductas de juego y mucha
investigacion social durante ambos tipos de encuentros, se contabilizaron el nimero de
olfateos corporales (en la nuca, y en las region dorsal o ventral del individuo estimulo),
olfateos anogenitales, asi como el ndmero de crawl/ing over (investigacion del animal
estimulo por la region dorsal con al menos dos patas encimas) y crawl/ing under
(investigacion o cruce por debajo de la regidon ventral) (Vanderschuren et al, 1997;
Willey & Spear, 2012). Probablemente debido al tamafio y a la diferencia de edad entre
la hembra experimental y el estimulo social, observamos que los parametros
caracteristicos del juego entre pares como el pinningy el poucing (Trezza et al, 2010)
no se presentaron o lo hicieron en baja frecuencia. Por lo tanto, basandonos en los
analisis preliminares de la interaccion social, evaluamos ambos tipos de crawl/ing como
juego, por ser los componentes de este comportamiento mas frecuentes. En todos los
grupos y en ambas condiciones (interacciones social y sexual), los olfateos corporales y
anogenitales siguieron el mismo patron de expresion (tanto en la estadistica descriptiva
como analitica) por lo que expresamos su suma como una Unica variable definida como

investigacion social.

El comportamiento sexual del macho fue evaluado como el nimero de montas
(con y sin intromisidn) y eyaculaciones, junto a sus respectivas latencias. En ambas
interacciones el nimero de olfateos anogenitales realizados por el animal estimulo fue

registrado.
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5.2.2. Emision de USV en respuesta a un macho o una hembra

La emision de USV por las hembras luego de una breve interaccién sexual (con
macho sexualmente activo) o social (con hembra adulta no sexualmente activa) fue
evaluada usando el modelo propuesto por (McGinnis & Vakulenko, 2003) y validado en
nuestro laboratorio (Armas et al, 2021). El modelo consiste en un compartimiento de
acrilico (38cm ancho x38cm largo x40cm altura) recubierto de viruta en el piso con una

rejilla deslizable vertical que divide el recinto en dos compartimientos iguales.

Las hembras experimentales se habitian al modelo por 15 minutos durante 4
dias consecutivos previo a la prueba, para evitar la neofobia. El dia de la prueba, la
hembra experimental fue colocada en el modelo, y luego de una habituacion al mismo
de 30 min, se introdujo junto a la rejilla divisoria a un macho sexualmente activo
(estimulo sexual), a la hembra no sexualmente activa (estimulo social) o Unicamente a la
rejilla divisoria (ausencia de estimulo). La rejilla permite la interaccion visual, olfativa,
auditiva y semitactil entre la pareja de animales, impidiendo el contacto corporal.
Pasados 8 minutos de interaccion, el animal estimulo fue retirado del cuarto
experimental junto con la rejilla. Se registro durante 5 minutos el numero de emisiones
USV de la hembra experimental con un micréfono Ultra Sound Gate (Avisoft Recording
Software) ubicado en la parte superior del modelo. La grabacién de USV se analizd con
el software Avisoft-SAS Lab Pro (Avisoft Bioacustics). Se clasificaron las USV de acuerdo
a Brudzynski (2013) en dos categorias principales (50kHz y 20 kHz) segun el rango de

frecuencia emitido.
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5.3. Técnica inmunohistoquimica

5.3.1. Preparacion del tejido

Sesenta minutos después de la interaccion (como se detalla en Procedimiento
Experimental en la seccidn 5.4.2). Las ratas se anestesiaron con tiopental (80mg/kg) y se
perfundieron de forma transcardiaca con solucién buffer-fosfato salina heparinizada
(PBS con heparina 200 ml adultas y100 ml adolescentes), seguida de solucion de
paraformaldehido al 4% (paraformaldehido PAF 4%, 400 ml adultas/ 200 ml
adolescentes). El cerebro se removié y sumergid para su pos-fijacion en una soluciéon de
PAF al 4% overnight, seguido de una solucion de sacarosa al 15% y luego otra al 30%
para criopreservar el tejido. Los cerebros se congelaron en isopentano a -80°C y se
almacenaron a -80°C. Se realizaron cortes del cerebro de las areas de interés de 40 um
de espesor, y se guardaron free float en solucidén antifreeze -20°C. Una serie de cortes
por animal se utilizd para la inmunohistoquimica, mientras que la serie adyacente se
colored por la técnica de Nissl para la identificacion de las areas (Phillips-Farfan &

Fernandez-Guasti, 2007).

5.3.2. Inmunohistoquimica

La expresion de la proteina c-Fos fue determinada por inmunohistoquimica en
cortes free floating. Dichos cortes fueron procesados siguiendo el protocolo de Pose y
colaboradoras (2019) (Pose et al, 2019). Los cortes se incubaron primeramente con
peréxido de hidrogeno para inactivar las peroxidasas enddgenas, y posteriormente en
solucion con suero de caballo y albumina sérica bovina con el fin de evitar el bloqueo
inespecifico. Las rodajas fueron incubadas en anticuerpo primario (anticuerpo policlonal
de cabra contra proteina c-Fos de humanos sc-52-G, Santa Cruz Biotechnology Inc,

California, USA) diluido 1 en 2600 durante 36 hs a 4 °C. Posteriormente los cortes fueron
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incubados en anticuerpo secundario (anticuerpo policlonal de caballo biotinizado,
Vector Laboratories, California, USA) dilucién 1 en 200 por 3 hs, y en Ultima instancia se
incubaron junto al complejo AB para amplificar la sefial durante 3 hs y se visualizaron
con la solucion conteniendo DAB y niquel en un tiempo estimado de 2,5 min. Ambos
procedimientos finales se realizaron de acuerdo a las indicaciones de los kits
comerciales de Vector Laboratories (California, USA). El tejido fue lavado repetidas veces
en solucion amortiguadora previo a cada incubacion y luego del revelado. Finalmente,
los cortes se montaron para identificaciéon y cuantificacion de las diferentes areas. Un
mismo ensayo incluyd cortes de todos los grupos experimentales y un pocillo control

negativo (incubado sin anticuerpo primario).

5.3.3. Analisis de la expresion de c-Fos

Las regiones del cerebro se visualizaron y seleccionaron usando un microscopio
de epifluorescencia Nikon Eclipse 80i 241, con un aumento de 10x y se fotografiaron las
areas de interés con una camara digital Nikon DS-5Mc-U2, utilizando el software Nikon
NisElements 3.1 Advanced Research. Para optimizar la deteccidn, andlisis y conteo de
células positivas para c-Fos, las imagenes fueron convertidas a 8 bits con el software
Image) —FlJI (Schindelin et al, 2012). Una célula fue marcada como positiva para c-Fos
cuando la inmunoreactividad era nuclear (verificado visualmente), el tamano del nucleo
se encontraba entre 10 y 150 um, aproximadamente circulares (radio entre 0,6 y 1,0um)
y superaba un determinado umbral de densidad Optica calculado en relacion con la
reactividad total de la regién de interés (ROI), determinado mediante el algoritmo de
intermodes del programa (Prewitt & Mendelsohn, 1966). El numero de células positivas
para c-Fos fue reportado como la media entre el nimero de células en ambos lados del

cerebro cuantificada para cada area.

Las areas analizadas fueron: Corteza prefrontal medial: CPFm prelimb, CPFm cing,

CPm infralimb, y COF, NAcc: regiones shell y core, APOm, el NVMvl y amigdala: region
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anterior medial (Ami Me) en sus subregiones ventral y dorsal y basolateral (Ami BL).
Como se muestra en la figura 5, las alturas anteroposteriores seleccionadas para ser
analizadas y los tamafios y posiciones de las ROI se identificaron segin el atlas
estereotaxico “The rat brain in stereotaxic coordinates” (7he Rat Brain in Stereotaxic
Coordinates - 6th Edition, n.d.). Estos fueron: CPF: 3,24mm desde Bregma (Cingulada,
prelimbica e infralimbica ROI= 1,8mm? y orbitofrontal: ROI= 3,35mm?); NAcc: 1,68 mm
desde Bregma (Core ROI= 0,18mm? y She// ROI= 0,125mm?); APOm: -0,36mm desde
Bregma (APOm ROI = 0,9mm?); Ami: -2,52 mm desde Bregma (Ami BL ROI = 0,375 mm?,
Ami Me ROI = 0,225 mm?) y VMHvl -2,52 mm desde Bregma (VMHvI ROI=0,252mm?).
Debido a que el conteo de los ROI dorsal y ventral de la Ami Me tuvo tendencias
descriptivas y analiticas similares, se sumaron, se analizaron y se muestran como un

Unico conteo de la Ami Me.
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Figura 5. Representacion de regiones analizadas. A: Corteza prefrontal medial (trazos en verde) y
orbitofrontal (trazo naranja) (bregma 3,24mm), B: Nucleo accumbens regiones Shel/ (trazo verde) y core
(trazo rojo) (bregma 1,66mm), C. drea predptica media (bregma -0.36) y D. amigdala regiones medial
(trazos en verde claro) y basolateral (trazo en verde oscuro) y nlcleo ventromedial del hipotdlamo region
ventrolateral (trazo naranja) (bregma -2,53). /mdgenes de Paxino & Watson (2007).
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5.4 Procedimientos experimentales

5.4.1. Experimento I: Comportamiento de hembras adolescentes y adultas
durante una interaccion con un macho o con una hembra adulta

Las hembras adolescentes y adultas, dentro de los rangos etarios establecidos (en
base a (Tirelli et al, 2003)), que mostraron un exudado vaginal matinal de proestro
fueron probadas brevemente con un macho 2 a 3 hs luego de apagadas las luces y solo
aquellas que presentaron una lordosis en respuesta a una monta fueron utilizadas. Esta
prueba se realizd ya que en el caso de las hembras adolescentes un exudado vaginal de
proestro puede no asociarse a un estado de actividad sexual (Sodersten, 1975;
observaciones propias). A continuacion, las hembras fueron sometidas a una prueba de
emision de USV con un macho (estimulo sexual) o una hembra adulta (estimulo social),
e inmediatamente finalizada esta prueba fueron probadas en la arena sexual con el
mismo estimulo utilizado en la prueba anterior: macho sexualmente activo o hembra no
sexualmente activa (como se muestra en la Figura 6). En esta tesis analizamos el
comportamiento en las pruebas de interaccion social o sexual, el analisis de las USV fue
realizado por Magdalena Armas en su tesina de grado y se presenta en el articulo

anexado (Armas et al,, 2021).

Los grupos experimentales quedaron conformados de la siguiente forma:
adolescencia media (Adol m) 39-43 DPN (41,7+1,3 dias de edad) interaccion con un
macho sexualmente activo (n=11) o interaccion con hembra adulta no sexualmente
activa (n=10), adolescencia tardia (Adol t) 49-53 DPN (50,6+1,4 dias de edad)
interaccion con un macho sexualmente activo (n=10) o interaccion con hembra adulta

no sexualmente activa (n=9) y adultas 90-120 DPN (101,3+20.6 dias de edad)
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interaccion con un macho sexualmente activo (n=12) o interaccion con hembra adulta

no sexualmente activa (n=11).

Con el fin de mantener una relacién lo mas estable posible entre la diferencia de
tamano del macho y de la hembra en las interacciones sexuales, se utilizaron machos de
menor edad y peso (375g + 48g) con las hembras adolescentes y machos de mayor
edad y peso (511g 4 9g) con las hembras adultas. Todos los machos fueron

entrenados para eyacular en menos de 15 min.

< Sle )le
Interaccion r Registro USV )|( Habituacion Analisis )I

sin contacto (5min.) (5min.) interaccion
(5min.) (10min.)

Figura 6: Protocolo del experimento I. Los dibujos superiores representan a los grupos interacciéon con
un macho sexualmente activo y los inferiores a los grupos interaccidn con una hembra adulta no
sexualmente activa.
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5.4.2. Experimento lI: Expresion de c-Fos en areas neurales implicadas
en la motivacion sexual de hembras adolescentes y adultas

A las hembras adolescentes y adultas, dentro de los rangos etarios establecidos
(en base a (Tirelli et al, 2003)), que mostraron un exudado vaginal matinal de proestro
se les realizd una estimulacion manual breve (menos de 90 seg.) en los flancos y la
region perivaginal 2 a 3 horas luego de iniciado el ciclo de oscuridad para confirmar el
estro conductual y evitar contacto con un macho previo a la prueba. La estimulacion
brindada fue uniforme en todos los grupos. Solo aquellas hembras que expresaron
conducta proceptiva o lordosis frente a esta estimulacion fueron utilizadas. Este
protocolo se realizd debido a que un nimero elevado de hembras en adolescencia
media que presentan exudado vaginal de proestro no se encuentran sexualmente

activas (Sodersten, 1975); observaciones propias).

A continuacion, las hembras fueron trasladadas al cuarto experimental y
permanecieron en la caja de prueba durante 30 min., luego de los cuales s se introdujo
un macho sexualmente activo (Grupo Macho: Adol m: n=8 y Adultas: n=9), una hembra
no sexualmente activa (Grupo Hembra: Adol m: n=8 y Adultas: n=8) o no se introdujo
estimulo (Grupo Control: Adol m: n=7 y Adultas: n=9). Luego de los 8 min. de
interaccion, se retiraron los estimulos y la rejilla o solo la ultima en caso de los grupos
"ausencia de estimulo”. Inmediatamente, se registré el nimero de USV emitido por la
hembra durante 5 min, luego de los cuales se retird la experimentadora del cuarto y las
hembras permanecieron sin ser molestadas hasta completar 60 min. Finalizado este
lapso temporal, la receptividad sexual fue confirmada con la respuesta de lordosis en
respuesta a la monta de un macho y las hembras fueron anestesiadas con tiopental (80
mg/kg, ip) y sus cerebros procesados para la técnica inmunohistoquimica para la

deteccion de c-Fos (Figura 7).
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El registro y posterior cuantificacion de la emision de USV por parte de las
hembras experimentales fue utilizado como un indicador de la respuesta conductual

diferencial de hembras adolescentes y adultas frente al macho.

o Los
>~ L
( l L

Extraccion de la
barrera y el estimulo

3

|

sSle S
7S

5
rd

> Sle¢ sle
Breve r Habituacion T Interaccion T Registro Sola T Verificacion ,I Perfusion y
manipulacion (30min) (8min) (5min) (47min) receptividad procesamiento
del tejido

Figura 7. Protocolo del experimento Il. Los dibujos superiores representan a la interaccién con un
macho sexualmente activo, los dibujos medios a la interaccién con la hembra adulta no sexualmente
activa y los dibujos inferiores a la ausencia de estimulos.

5.6. Analisis estadistico

5.6.1. Experimento |

Los datos comportamentales no presentaron distribucion normal (prueba de
Kolmogorov-Smirnov) ni homogeneidad de varianzas (prueba de Levene) por lo que
fueron analizados con pruebas no paramétricas de acuerdo a Siegel & Castellan (Siegel
& Castellan, 1988). Para comparar los comportamiento sexual y social entre las edades
de las hembras se utilizo el analisis de varianzas de Kruskall Wallis seqguido de la prueba

pos hoc de Dunn con correcciéon de Bonferroni (Ruxton & Beauchamp, 2008). Para
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comparar variables presentes en la interaccion sexual y en la social dentro de una misma

edad se utilizé la prueba U de Mann Whitney.

Se utilizo la prueba exacta 2x2 de Fisher para comparar nimero de hembras que
expresaron determinado comportamiento entre grupos. Los datos comportamentales se
expresan como medianas y rangos intercuartiles y los del peso y la edad como media +

error estandar.

5.6.2. Experimento I

La variable numero de células c-Fos+ por regidn no presento distribucion normal
(prueba de Kolmogorov-Smirnov) ni homogeneidad de varianzas entre grupos (prueba
de Levene) en la mayoria de las areas y los grupos analizadas hasta el momento estan
compuestos por un N pequefio (aproximadamente 6), por lo que esta variable fue
analizada mediante pruebas no paramétricas de acuerdo a Siegel & Castellan (Siegel &
Castellan, 1988). Para comparar la expresion de c-Fos entre condiciones (control,
hembra y macho) dentro de un grupo etario se utilizo el analisis de varianzas de Kruskall
Wallis seguido de la prueba pos hoc de Dunn con correccién de Bonferroni (Ruxton &
Beauchamp, 2008). Para comparar el nimero de neuronas c-Fos+ en una misma
condicion entre adolescentes y adultas se utilizo la prueba U de Mann Whitney.

Los mismos andlisis se utilizaron para comparar la emisién de USV entre
condiciones y entre edades. Los datos se expresan como medianas y rangos

intercuartiles.
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6. RESULTADOS

6.1. Experimento I: Comportamiento de hembras adolescentes y

adultas durante una interaccion con un macho o con una hembra
adulta

6.1.1 Comportamiento sexual de las ratas hembras

Frente a un macho sexualmente activo

Durante la interaccion con un macho, todas las hembras presentaron altos niveles
de receptividad sexual (Figura 8A). Sin embargo, la intensidad de lordosis difirid entre
grupos (Hp= 11,81, p<0,01, ANOVA de Kruskal Wallis), observandose una menor
intensidad en las hembras en adolescencia media con respecto a tardia (Zu1,10= 2,55,

p=0,032, prueba pos hoc de Dunn para comparaciones por pares) y adultas (Zy1,12)=

3,27, p<0,01; Figura 8B).

El despliegue de comportamientos proceptivos (nimero de posturas de
presentacion y hops & darts, Figura 9) no difirid entre los grupos (posturas de

presentacion: Hpy= 3,503, p= 0,17 y hops & darts. Hp= 0,56, p=0,75).
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Figura 8. Receptividad sexual. Cociente de lordosis (panel A) e intensidad de la lordosis (panel B) de
ratas hembras en adolescencia media (Adol m) y tardia (Adol t) y en adultas (Adult). Los datos se expresan
como medianas (RIC) y cada punto representa un individuo, n=10-12 por grupo, *:p<0,05 vs. Adult y #:
p<0,05 vs. Adol t, Prueba pos hoc de Dunn para comparaciones por pares.

Como se muestra en la tabla 1, la latencia a la expresion de la postura de lordosis
difirié entre grupos (Hp)= 12,242, p<0,01), observandose una mayor latencia durante la
adolescencia media en comparacion con la adultez (Zu1,12= 3,42, p=0,02), mientras que
detectamos una tendencia con respecto a la adolescencia tardia (Zu1,10= 2,32, p=0,06).
En tanto, no se detect6 diferencia entre grupos en el tiempo al despliegue de las

conductas proceptivas (Hz= 2,21, p= 0,33).
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Figura 9. Proceptividad sexual. Numero de conductas proceptivas expresadas por ratas hembras en
adolescencia media (Adol m), adolescencia tardia (Adol t) y adultas (Adult) durante la interaccién con un
macho sexualmente activo (Macho: circulos rojos) o una hembra adulta no sexualmente activa (Hembra:
cuadrados naranjas). En el panel A se muestra el nUmero de posturas de presentacién y en el panel B el
numero de hops & darts. Los datos se expresan como medianas (RIC) y cada punto representa un individuo,
n=10-12 por grupo, * sobre barra p<0,05 entre estimulos y t sobre barra p<0,01entre estimulos, prueba U de
Mann Whitney.

Tabla 1. Latencias (s) al despliegue de conductas sexuales y de juego de ratas hembras
adolescentes o adultas frente a un macho sexualmente activo

Adolescencia media Adolescencia tardia Adultas
o i 26,62 15,50 24,8
.
oceptiva (14,56-101,1) (11,80-27,99) (13,14-36,93)
90,31 15,27 13,56
Lordosis
(27,46-133,43) * (13,62-27,44) (4,86-23,79)
4972 600 600
Juego
(33,82-526,85) ** (64,52-600) (600-600)

Datos expresados en medianas (RIC), *: p<0,05y **: p<0,01vs. Adultas, prueba pos hoc de Dunn
para comparaciones por pares entre los grupos etarios.
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Si bien el comportamiento sexual proceptivo de las hembras no difirio, el macho
modificd su comportamiento segun la edad de las hembras; presentando mayor latencia
a la monta en presencia de hembras en adolescencia medias (latencia en segundos:
Adol m: 52,2 (15,9-135,8), Adol t: 15,0 (13,3-27,1) y Adult: 13,2 (4,7-20,1); Adol m vs.
Adult: Z11,12=3,14, p<0,01 y vs. Adol t: Z¢1,10=2,07, p=0,1). Como muestra la tabla 2, el
ndmero de olfateos anogenitales (Hp)=3,91, p=0,14), de montas (Hp)=4,73 p=0,09) y de
eyaculaciones (H=1,38, p= 0,50), asi como la latencia a la misma (H=1,70, p= 0,43),

no difirié entre los machos que interactuaron con hembras de diferentes edades.

Tabla 2. Niimero de conductas sexuales y exploratorias de los machos sexualmente activos
al interactuar con ratas hembras adolescentes o adultas

Adolescencia media Adolescencia tardia Adulta
Montas 10 11,5 15
(6-12) (9,75-13,5) (7,75-18)
Eyaculacidon 1 1 1
(1-1) (0-2) (0-1)
Olf. anogenitales 16 10,5 18
(14-22) (3,75-17,5) (6,75-36)

Datos expresados en medianas (RIC), p=NS para los ANOVAs de Kruskal Wallis.

Frente a una hembra adulta no sexualmente activa

Las ratas sexualmente activas también realizaron comportamientos proceptivos
durante la interaccion con una hembra adulta no sexualmente activa. Sin embargo,
mientras que el 55% de las hembras adultas (6/11) exhibié conductas proceptivas frente
al estimulo hembra, solo el 22% (2/9) de las adolescentes tardias y el 10% (1/10) de las

adolescentes medias desplegod estas conductas (Adol m vs. Adult: p=0,04, Prueba exacta
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de Fisher). En este sentido, la expresion de posturas de presentacion difirio entre los
grupos etarios (Hp)= 6,91, p= 0,03, Figura 9A) y se detect6é una tendencia a diferir en el
despliegue de hops & darts (Hp= 5,37, p= 0,07, Figura 9B). El analisis entre grupos
relevo que las hembras adultas tendieron a expresar mas posturas de presentacion ante
la hembra estimulo que las ratas adolescentes (vs. Adol m: Zy11)=2,25, p=0,07 y vs.

Adol tardia: Z11)=2,25 p=0,07).

Al analizar en detalle la expresion de conductas proceptivas hacia una hembra no
sexualmente activa, observamos que la mayoria de los comportamientos proceptivos
fueron precedidos por exploracion olfativa por parte de la hembra estimulo (en menos
de dos segundos entre exploracién olfativa y respuesta proceptiva): porcentaje del total
de proceptivas en Adol. m 77,7%, Adol. t 61,5% y Adult. 62,3%. De forma interesante, a
pesar de que los comportamientos proceptivos expresados por las hembras difirieron
entre edades, la exploracion olfatoria realizada por la hembra estimulo (Adol. m.: 36,0
(32-57,8), Adol. t: 41,0 (33-42,5) y Adult.: 34,0 (29-44)) no difiri6 entre las edades (Hp) =
318,p=0.2).

Todos los grupos expresaron un nimero mayor de hops & darts en presencia del
macho que en presencia de la hembra (Adol. m Uqq,10=10,p<0,01, Adol. t
U10,9=0,p<0,01 y Adult Uu2,11)=16,50,p<0,01, Figura 9B). Por otra parte, las hembras
adolescentes, pero no las adultas, realizaron mas posturas de presentacion frente al
macho que frente a la hembra (Adol. m: U1,10)=29, p=0,03, Adol. t: Up0,9=15,50, p<0,01,
Adult Un1,12=65, p=0,96, Figura 9A).
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6.1.2. Conductas de exploracion social y juego

Frente a un macho sexualmente activo

Las ratas hembras en adolescencia media realizaron un mayor nimero de
comportamientos de investigacion social (suma del nUmero de olfateos anogenitales y
corporales) que las adultas (Z¢11,12=3,58,p<0,01, Figura 10A). A su vez, las hembras en
adolescencia media expresaron juego con menor latencia (Z(11,12)=3,84, p<0,01, tabla 1)
y un en mayor numero (Za1,12=3,74,p<0,01, Figura 10B) en comparacion con las

hembras adultas.

La expresion de comportamientos de juego de las ratas en adolescencia tardia no
difirié de la adolescencia media (Zu1,10) = 1,73, p= 0,25) ni de las adultas (Z (10,12 =1,89,
p=0,18). Sin embargo, el nimero de individuos que llevaron a cabo comportamientos
de juego fue mayor en el grupo adolescencia tardia que en el grupo adulto (Adol. t:
4/10 vs. Adult: 0/12, p=0,03, Prueba exacta de probabilidad de Fisher), y menor que en
la adolescencia media (Adol. t. 4/10vs. Adol. m:10/12, p=0,05, Prueba exacta de
probabilidad de Fisher), sugiriendo un perfil de expresién intermedio en las hembras en

adolescencia tardia con respecto al resto de las edades.

Frente a una hembra adulta sexualmente activa

Durante la interaccion social, ambos grupos de ratas adolescentes realizaron
mayor investigacion social (Adol m: Z,11)=4,37, p<0,01 y Adol t Z¢911)=2,52, p=0,04,
Figura 10A) y juego (Adol m Zpuo,11y=4,62, p<0,01 y Adol t Z911)=2,92, p=0,01, Figura
10B) que las hembras adultas. Sin embargo, la latencia a la aparicibn de ambos
comportamientos no difirié entre las edades (latencia a investigacion social:

Hi)=3,51,p=0,17 y latencia al juego: Hp)= 4,84 p=0,09).
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Al comparar la investigacion social y el juego de las hembras ante un estimulo
sexual (macho) y un estimulo social (hembra), observamos que las ratas de los tres
grupos etarios realizaron un mayor niumero de comportamientos de investigacion social
de la hembra estimulo que del macho (Adol. m: U (10,12) =0, p<0,01, Adol. t U, 10) =0,
p<0,01 y Adult U (11,12 =2,5, p<0,01, Figura 10A). De igual forma, todas las hembras
expresaron un mayor numero de comportamientos de juego durante la interaccion
social en comparacién con la interaccion sexual (Adol m: U (19,12 =0, p<0,01, Adol t U

9,10) = 3,5, p<0,01 y Adult U 11,12) =24, p<0,01, Figura 10B).
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Figura 10. Numero de comportamientos de investigacion social y juego. Numero de
comportamientos de investigacion social (panel A) y de juego (panel B), expresado por ratas hembras en
adolescencia media (Adol m), adolescencia tardia (Adol t) y adultas (Adult) durante la interaccién con un
macho sexualmente activo (Macho: circulos rojos) o una hembra adulta no sexualmente activa (Hembra:
cuadrados naranjas). Datos expresados como medianas (RIC) y cada punto representa un individ uo, n=9-
11 por grupo. **: p< 0,01y * p< 0,05 vs. Adult, Prueba pos hoc de Dunn para comparaciones por pares
entre edades, y tt sobre barra: p<0,01 entre estimulos, prueba U de Mann Whitney.
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6.1.3. Resumen de principales resultados y conclusiones

Durante la interaccion con un macho sexualmente activo, el comportamiento
sexual de las ratas adolescentes no difirio del de las adultas. Sin embargo, las
hembras en adolescencia media expresaron una mayor cantidad de
comportamientos de investigacion social y de juego, indicando un patrén Unico

de interaccién con el macho de este grupo etario.

De acuerdo a lo esperado, durante una interaccion social, ambos grupos de
hembras adolescentes exhibieron una mayor cantidad de comportamientos de

investigacion social y de juego que las hembras adultas.

La cantidad de comportamientos de investigacion social y de juego de las
hembras en adolescencia media fue menor durante la interacciéon con un macho
que durante la interaccién con una hembra. De forma opuesta, la cantidad de
hops & darts y posturas de presentacion exhibida por ambos grupos de hembras
adolescentes fue mayor frente al macho que frente a la hembra. En conjunto,
estos resultados indican que durante la adolescencia la expresion del
comportamiento sexual predomina sobre la expresion del comportamiento social
durante la cépula, y que las conductas proceptivas desplegadas poseen un

caracter sexual.
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6.2. Experimento lI: Expresion de c-Fos en areas neurales implicadas en
la motivacion sexual de hembras adolescentes y adultas

6.2.1-Expresion de c-Fos en areas limbico-hipotalamicas vinculadas al
comportamiento sexual

Nucleo ventromedial del hipotalamo (NVMvl)

La figura 11 ilustra el patron de expresion de c-Fos en esta region en cortes de
hembras representativas de ambos grupos etarios y de las tres condiciones
experimentales. Como se desprende de ésta, en las hembras adolescentes, la interaccién
con el macho se asocié a una mayor expresion de c-fos en NVMvI en contraposicién a la
condicion control (Zgz6=2,41, p=0,05, Figura 12A), pero no en relacion a la hembra
(Z7.6)=0,49,p>0,99). Por otra parte, en las hembras adultas la interaccion con un macho
incrementd el nimero de células c-Fos positivas (células c-Fos+) en NVMvI en relacion a
las restantes dos condiciones (vs. hembra: Zg=2,47,p= 0,04 y vs. control: Zg9=2,42

p=0,05 Figura 12A).

La expresiéon de c-Fos no difirié entre edades en ninguna de las tres condiciones

(macho: Uz, =20, p=0,95, hembra Ue,6=8, p=0,13y control Ue,9=25,5,p=0,88).

Amigdala medial (Ami Me)

La figura 12B muestra que la interaccion con el macho aumento la expresion de
células c-Fos en la Ami Me de las hembras adolescentes con respecto a la ausencia de
estimulo, control (Z7,6=3,04 p<0,01). Mientras que en hembras adultas, la exposicién a
un macho incrementd significativamente la expresién de c-Fos tanto en relacién a la

condicién hembra (Zg,6=2,6, ,p= 0,02) como a la condicién control (Zg,9=3,18,p< 0,01).
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La expresion c-Fos no difirid entre edades en ninguna de las 3 condiciones

(macho: Ug 7=9, p=0,10, hembra U 6=8,p= 0,13 y control U e=17,p=0,27).

Area preéptica media ventral (APOm)

Como se muestra en la figura 12 C, durante la adolescencia media se detectd un
mayor numero de células que expresan c-Fos+ en el APOm luego de la interaccién con
un macho en comparacion con una hembra (vs. hembra: Zg5=2,57, p=0,03, mientras
que vs. control no se alcanzo la significancia: Zg,5=1,87, p= 0,18). Por otra parte, no
detectamos diferencias en el nimero de células c-Fos+ en el APOm de hembras adultas

entre las condiciones (H=0,15, p=0,94).

Al comparar la expresion de c-Fos entre edades, la interaccién con el macho
elevo el numero de células c-Fos+ en las adolescentes en comparacién con las adultas
(Ue,8=8, p= 0,04). No se detectaron diferencias entre las edades en las restantes

condiciones (hembra: U 5=9,5 p=0,36 y control: U 5=11 p= 0,54).

6.2.2-Expresion de c-Fos en areas del sistema dopaminérgico mesolimbico y
de la amigdala basolateral

Nucleo accumbens (Nacc) corey shell

Durante la adolescencia no se detectaron diferencias en la expresion de c-Fos en
el Nacc core entre las condiciones (Hp)=2,32, p=0,33, Fig 13A). Sin embargo, las
adolescentes expresaron un mayor nimero de células c-Fos+ en el Nacc she// luego de
la exposicion a un macho en comparacion con una hembra (macho vs. hembra
Z7 =249, p=0,04, no alcanzandose la significancia en machos vs. control Zz77=1,99,

p=0,14, Figura 13B).
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No encontramos diferencias significativas entre las condiciones experimentales
(macho, hembra y control) durante la etapa adulta en ambas regiones del NAcc (core
Hp)=1,63, p=0,46 y shell Hp=2,55 p=0,29, Figura 13AyB). Del mismo modo en la
comparacion entre edades no emergieron diferencias en ninguna de las condiciones

estudiadas.

Corteza Prefrontal Medial cingulada (CPFm cing)
Tanto en los grupos de adolescentes como en los de adultas, la region cingulada

de la CPFm no presenté cambios significativos en la expresion de c-Fos entre las tres
condiciones (Adol media: control- 10,5 (6,3-14,0), hembra- 9,5 (8,6-17,1), macho- 16,5
(16-26,3); Hz)=3,03, p=0,22 y Adult: control- 12,0 (11,5-16), hembra- 18,5 (13,5-20,5),
macho- 19,0 (16,6-21,4); Hx)=1,79, p=0,43). Tampoco se encontraron diferencias entre
las edades ante una misma condicion (macho: Ug7=11,9 p= 0,84, hembra: Uge=11,5,

p=0,33 y control: Uyz6=17,5 p= 0,65).

CPF prelimbica (CPF prelimb)

Como se aprecia en la figura 13C, durante la adolescencia la interaccion con el
macho generd un incremento del ndmero de células c-Fos+ con respecto al encuentro
con la hembra (hembra: Zz76=2,91, p=0,01, sin alcanzar la significancia respecto al
control: Z76=2,08, p=0,11). No observamos diferencias en la expresion de c-Fos entre

las situaciones estudiadas en las hembras adultas (Hp)=1,66,p=0,46).

La expresion de c-Fos luego de la interaccion con un macho fue mayor en

hembras adolescentes que en las adultas (Ugz,6=5, p=0,02).
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CPF Infralimbica (CPF infralimb)
Las tres condiciones (macho, hembra y control) tendieron a diferir en las hembras

adolescentes (Hz=4,83, p=0,09, Fig. 13D).En la etapa adulta tampoco se detectaron
diferencias entre las situaciones experimentales (Hp)=0,64, p=0,75). La comparacion
entre las edades no revel6 diferencias entre ellas (macho: Ug7=9, p= 0,10, hembra:

Ue,6=14,p= 0,58 y control: Ug,e=16 p= 0,79, Figura 13D).

- Control

Adolescencia media Adulta

Figura 11. Expresion de c-Fos en NVMvl. Microfotografias representativas de la expresién de c-Fos en
NVM vl de ratas hembras en adolescencia media y adultas, luego de la interaccion con un macho
sexualmente activo (Macho), una hembra adulta no sexualmente activa (Hembra) o en ausencia de
estimulo (Control). En el panel izquierdo se muestra una composicion con ROl de hembras representativas
de cada grupo y en el panel derecho se muestra la altura antero-posterior en relacion a Bregma y el

tamafio y ubicacion de la ROl en el cudl se cuantificd la expresion de c-Fos.
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Figura 12. c-Fos en NVMvl, Ami Me y APOm . Numero de células c-Fos+ en el NVM vl (panel A),en el
APOm (panel B) y Ami Me (panel C) en ratas hembras en adolescencia media (Adol media) y adultas
(Adult), luego de la interaccién con un macho sexualmente activo (Macho: tridngulos azules), una hembra
adulta no sexualmente activa (Hembra: cuadrados lima) o en ausencia de estimulo (Control: circulos
verdes). Los datos se expresan como medianas (RIC) y los puntos representan los valores individuales, *:
p< 0,05 vs control y #: p<0,05 vs hembra, prueba pos hoc de Dunn para comparaciones entre pares, y
sobre barra p<0,05 entre edades, prueba U de Mann Whitney.
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Figura 13. c-Fos en NAcc, CPFm, Ami BL y COF. NUmero de células c-Fos+ en NAcc core (panel A)
Nacc shell (panel B), CPFm prelimb (panel C), CPFm infralim (panel D), Ami BL (panel E) y COF (panel F) de
ratas hembras en adolescencia media (Adol media) y adultas (Adult), luego de la interaccién con un
macho sexualmente activo (Macho: tridngulos azules), una hembra adulta no sexualmente activa (Hembra:
cuadrados limén) o en ausencia de estimulo (Control: circulos verdes). Los datos se expresan como
medianas (RIC) y los puntos representan valores individuales, *: p< 0,05 vs control y #: p<0,05 vs hembra,
prueba pos hoc de Dunn para comparaciones entre pares y * sobre barra: p<0,05 entre edades, prueba U
de Mann Whitney.
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Corteza orbitofrontal (COF)

La exposicion al macho en adolescencia media indujo un aumento de la
expresion de c-Fos en la COF con respecto a la interaccion con una hembra (hembra:
Z7.6=2,37, p=0,05 y una tendencia en relacion al control Z76=2,26, p=0,07, Figura 13F).
No se detectaron diferencias durante la edad adulta para las condiciones estudiadas

(H=0,33, p=0,86, Figura 13F).

Asimismo, el macho generé una mayor expresion de c-Fos en esta region
durante la adolescencia que durante la etapa adulta (Uy6=6, p=0,04, Figura 13F). La
figura 14, ilustran las diferencias reportadas entre los grupos a partir de microfotografias

de las regiones de interés de hembras representativas de cada condicion.

Amigdala basolateral (Ami BL)

En las hembras adolescentes, la presencia del macho aumento significativamente
la cantidad de células c-Fos+ en esta region de la amigdala en comparacion con las
condiciones hembra (Z7,6=2,70,p=0,02) y control (Z7,6=2,65, p=0,02, Figura 13E). No
detectamos diferencias en la edad adulta entre las condiciones (Hp): 1,04, p= 0,61,

Figura 13E).

No encontramos diferencias significativas entre las edades (macho: Ug7=9

p=0,09, hembra: Uge)-14 p= 0,59 y control: Ug,9=22 p= 0,61).
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Adolescencia media

Figura 14. Representacion de la expresion de c-Fos en COF. Microfotografias representativas de la
expresion de c-Fos en COF de ratas hembras en adolescencia media y adultas, luego de la interaccién con
un macho sexualmente activo (Macho), una hembra adulta no sexualmente activa (Hembra) o en ausencia
de estimulo (Control). En el panel de la izquierda se muestra una composicion con ROl de hembras
representativas de cada grupo y en el panel derecho se muestra la altura antero-posterior en relacion a
Bregma y el tamafio y ubicacién de la ROl en el cudl se cuantifico la expresién de c-Fos.

6.2.3-Emision de USV

Luego de una interaccién con una hembra adulta no sexualmente activa las ratas
adolescentes emitieron un mayor nimero de USV de 50kHz en comparacién con la
condicién control (hembra vs control: Zg,7)=2,64, p=0,03) y tendieron a emitir mas luego
de la exposicion al macho (macho vs control: Z g7=2,29, p=0,07), no observandose
diferencias en la emisién de USV entre ambos estimulos (macho vs hembra: Z (59=0,29,

p>0.99, figura 15).
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Por otra parte, las ratas adultas emitieron un mayor numero de USV luego de la
interaccion con un macho en comparacion con la condicion control (macho vs control:
Z9,9=3,33, p<0,01), pero no frente a la hembra (hembra vs control: Z 9,9=1,94, p=0,16,

Figura 15).

No se detectaron emisiones de USV de 20 kHz en ninguno de los grupos

experimentales.

Al comparar la emisiéon de USV entre edades, observamos que luego de la
interaccion con un macho, las adolescentes tendieron a emitir un menor nimero de USV
que las adultas (Ugg=14,p=0,06). No detectamos diferencias en las emisién de las USV
entre edades luego de interactuar con una hembra (Ug=29,50, p=0,35) o en la

condicién control (Ugz,9=26,50,p=0,61).
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Figura 15. Emision de USV. NUumero de ultravocalizaciones (USV) de 50 kHz emitido por hembras en
adolescencia media (Adol media) y adultas (Adult), luego de una breve interaccién con un macho
sexualmente activo (Macho: tridngulos azules), una hembra adulta no sexualmente activa (Hembra:
cuadrado lima) o en ausencia de estimulo (Control: circulos verdes). Los datos se expresan como
medianas (RIC) y los puntos representan los valores individuales, *: p< 0,05 vs control, Prueba pos hoc de
Dunn. p=0,06 sobre barra entre edades, prueba U de Mann Whitney.
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6.2.4. Resumen de principales resultados y conclusiones

Las ratas hembras en adolescencia media y adultas presentaron un perfil diferente

de expresion de la proteina c-Fos y de emision de USV en respuesta a una interaccion

breve con un macho:

En términos generales, mientras que la exposicion a un macho incrementd la
expresion de c-Fos en el NVMvl y en la Ami Me en ambas edades, el APOm

presentd un aumento de c-Fos Unicamente en hembras adolescentes.

A nivel del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico y de la Ami BL, la
interaccion sin contacto fisico con un macho incrementé la expresion de c-Fos en
el NAcc Shell la Ami BLA, la CPFm prelimb y la COF Unicamente en hembras

adolescentes.

El nUmero de células c-Fos+ difirié entre hembras adultas y adolescentes en el

APOm, la CPFmy la COF, siendo mayor en las ratas adolescentes.

Esta activacion neuronal diferente en areas limbico-hipotalamicas y del sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico frente a un macho entre hembras
adolescentes y adultas, con una intensa activacién neuronal en areas corticales
que se encuentran inmaduras durante la adolescencia, indica un procesamiento

neural diferente de este estimulo sexual entre ambas edades.
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7. DISCUSION

7.1. Perfil comportamental inico de hembras en adolescencia media
durante la interaccion sexual

Contrario a lo esperado, la receptividad sexual fue maxima y el despliegue de
conductas proceptivas no difirié en la adolescencia media respecto a la adolescencia
tardia y la adultez, indicando que el repertorio sexual exhibido durante la interaccion
con un macho ya estd establecido en edades tempranas. Esta observacién concuerda
con estudios previos que reportan que hembras ciclantes presentan el primer estro
comportamental en respuesta a la estimulacion manual al inicio de la adolescencia
media (Hansen, 1977; Sodersten, 1975). A su vez, en este periodo se comienza a
observar expresion de conductas proceptivas y receptivas en hembras criadas junto a

machos (Meaney & Stewart, 1981).

Sin embargo, la menor intensidad de lordosis observada en las ratas en
adolescencia media indicaria una falta de maduracién del comportamiento sexual y
podria deberse a una menor sensibilidad a la presién de los flancos y de la region
perineal ejercida por el macho durante la monta (D. Pfaff et al, 1977). En este sentido,
los esteroides ovaricos, en particular los E, modulan la intensidad de la respuesta de las
hembras a la estimulacion del macho (Dominguez-Ordoiez et al, 2016; Olster &
Blaustein, 1988; D. Pfaff et al, 1977), por lo que podria existir una menor sensibilidad a
la accion de los esteroides ovaricos en el circuito neural responsable de la lordosis en la
adolescencia media (Kow & Pfaff, 1998). Acorde con una posible diferencia en
sensibilidad a la estimulacion entre las edades, observamos que un nimero mayor de
hembras adultas ejecutd posturas de presentacion y hops & darts en comparacion a las

hembras en adolescencia media durante la interaccion con el estimulo social. Estas
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conductas proceptivas se expresan mayoritariamente en respuesta a una estimulacion
fisica (Blaustein, 2008), por lo que es probable que hayan emergido en respuesta a la
investigacion social y al contacto fisico con la hembra estimulo. Debido a que las
hembras estimulo no cambiaron su patron de exploracion social entre las edades, esta
mayor expresion de posturas de presentacion en las hembras adultas podria deberse
también a una mayor sensibilidad a la estimulacion fisica, que aun estaria en proceso de

maduracion durante la adolescencia media.

La conducta sexual de las hembras en adolescencia media, a diferencia de las
adultas, se acompand de juego y una mayor investigacion social, comportamientos
tipicos de la etapa juvenil (Meaney & Stewart, 1981; Panksepp, 1981; Thor & Holloway,
1984; Vanderschuren et al, 1997). Dado que el juego entre pares puede ser considerado
una practica para el despliegue correcto de las conductas durante la vida adulta y que
durante el juego las ratas adolescentes exhiben desplazamientos similares a los hops &
darts (Thor & Holloway, 1984), su expresion en el encuentro sexual podria integrar parte
del repertorio de juego de estas hembras. Sin embargo, la ausencia o baja expresion de
estas conductas en la interaccion con una hembra, estimulo social, contradice esta
hipotesis. Por lo tanto, concluimos que durante la adolescencia media las hembras
presentan un perfil conductual Unico durante la interaccién sexual caracterizado por la

expresion del repertorio sexual completo, y de alta investigacién social y juego.

Es importante destacar que, tanto en la adolescencia media, como en los otros
grupos etarios, la investigacion social y el juego ocurrieron en menor frecuencia durante
la interaccion sexual en comparacion con la interaccién social, indicando que, en
presencia del macho, estimulo con fuerte valor sexual, el comportamiento sexual es
dominante sobre otras motivaciones sociales, incluso durante la adolescencia media.

Esta idea esta de acuerdo con teorias etologicas que proponen que cuando varias
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motivaciones co-existen, sus expresiones se modifican (Anselme, 2007) pudiendo
predominar una motivacion dominante sobre las otras (McFarland & Sibly, 1975).
Acorde a esta linea de pensamiento, la expresion de juego y alta investigacion social
durante la adolescencia media no interfirié con la expresion del comportamiento sexual
de las adolescentes, ya que las conductas proceptivas frente a un macho no difirieron

entre los grupos.

Por otra parte, la mayor expresion de hops & darts en la interaccion sexual en
relaciéon con la social en los tres grupos etarios refleja la especificidad sexual de éstas.
Sin embargo, la expresion de posturas de presentacion no difirid entre las interacciones
sexual y social en ratas adultas. Dado que, en la interaccion con la hembra adulta no
sexualmente activa, observamos que las posturas de presentacion se presentaron en
respuesta a la exploracion de la hembra estimulo, es posible que estas conductas sean
conductas mas reflejas, que emergen en respuesta a una aferencia sensorial en un
sistema sensibilizado por las variaciones endocrinas propias del proestro tardio,
mientras que los hops & darts tengan un origen motivacional con menor peso reflejo.
En este sentido Madalfousek y Hlinak describieron la apariciéon de las posturas de
presentacion en la interaccion sexual como “la primer fase de la reaccién copulatoria”

(Madalfousek ;Hlinak, 1976).

El comportamiento sexual del macho cambi6 de acuerdo a la edad de la hembra,
presentando una mayor latencia a la monta, y un ndmero menor de montas aquellos
machos que copularon con hembras en adolescencia media. Este cambio en la conducta
del macho podria indicar una menor atractividad sexual de las hembras, posiblemente
debido a el olor de su orina (Brown, 1977; Lydell & Doty, 1972), de la vagina (Merkx et

al, 1988), o a su tamafo corporal. La combinacion de estos factores junto a una posible
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menor emision de USV de 50 kHz podrian influir negativamente en la atractividad de

éstas.

7.2. Alta expresion de las motivaciones sexual y social durantela
adolescencia tardia

Las hembras en adolescencia tardia presentaron un patron conductual
intermedio entre los restantes grupos etarios durante las interacciones sexual y social.
Asi, estas hembras exhibieron una intensidad de lordosis similar a las adultas y mayor a
las ratas en adolescencia media en la interaccion sexual, al igual que alta motivacion
sexual en pruebas especificas (Armas et al,, 2021). Sin embargo, la investigacion social y
el juego no variaron con respecto a la adolescencia media en ambos tipos de
interacciones, y fueron mayores a los exhibidos por las adultas durante la interaccion
social. A su vez, en la prueba de emisiéon de USV observamos que las hembras en
adolescencia tardia, al igual que en adolescencia media, emiten un nimero mayor de
vocalizaciones luego de interactuar con una hembra con respecto a las adultas,
sugiriendo una mayor motivacién social (Armas et al,, 2021). En conjunto esta evidencia
indica que las hembras en adolescencia tardia presentan un perfil conductual particular

de desarrollo, caracterizado tanto por alta motivacion sexual y social.

Los niveles de juego y de investigacion social mayores en las adolescentes en
relacion a las adultas concuerdan con reportes que indican que el juego es
recompensante (Foulkes & Blakemore, 2016; Spear, 2000) y es maximo durante esta
etapa, disminuyendo gradualmente hasta alcanzar niveles bajos en la adultez (Panksepp,
1981). Adicionalmente, Douglas y colaboradores (2004) mostraron que en la
adolescencia, pero no en la etapa adulta, los machos desarrollan preferencia
condicionada de lugar a ambientes asociados con interaccién social (Douglas et al,

2004). A su vez, ratas adolescentes que permanecieron aisladas prefieren un
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compartimiento asociado a interaccion social a uno asociado a anfetaminas, mientras
que los adultos no muestran preferencia (Yates et al, 2013). Estos antecedentes en
conjunto con nuestros resultados muestran el fuerte valor de incentivo que posee un
estimulo social para ratas adolescentes, incluso cuando éstas se encuentran

sexualmente activas.

7.3. Aumento de c-Fos en NVMvly AmiMe anterior, areas claves del
circuito sexual, en hembras adolescentes y adultas frente a un macho

El incremento en la expresion de c-Fos en el NVMvl y la Ami Me anterior en las
hembras sexualmente activas, independientemente de su edad, luego de una breve
interaccion sin acceso fisico con un macho podria reflejar la activacion de estas areas
claves para el control del comportamiento sexual de la hembra (Micevych & Meisel,
2017; ). Pfaus et al, 2015; J. G. Pfaus et al, 2010). En este sentido, ambas areas estan
fuertemente interconectadas entre si (N. Canteras et al, 1995; N. S. Canteras et al.,
1994), y mientras que la Ami Me es responsable de integrar informacion ambiental y
sensorial con el estado interno (Jennings & de Lecea, 2020; R. B. Simerly et al,, 1990) y
responde a feromonas sexuales (Demir et al, 2020), el NVMvI ha sido implicado en el
control de la conducta socio-sexual y es considerado el corazon del comportamiento

sexual femenino (Micevych & Meisel, 2017;). Pfaus et al., 2015;J. G. Pfaus et al., 2010).

Tanto la actividad de la Ami Me como del NVMvl en respuesta a estimulos del
macho varia a lo largo del ciclo estral. A través de registro de la actividad neuronal, se
ha observé que neuronas del NVMvl de ratonas se activan en presencia de un
conespecifico, tanto hembra como macho, sin embargo, la actividad neuronal frente al
macho es mayor durante el estro conductual que fuera de este periodo (Correa et al,
2015; Nomoto & Lima, 2015). Por otra parte, las neuronas de la Ami Me responden

preferencialmente a la orina del macho (Bergan et al, 2014a), y aquellas que se activan
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(expresan c-Fos) frente a los olores del macho expresan el receptor de estrogeno ERa
(Kondo & Sakuma, 2005). La activacion de este receptor es critica para la expresion de la

preferencia por el olor de macho de hembras sexualmente activas (Fujiwara et al.,, 2016).

La mayor expresion de c-Fos en la Ami Me y el NVMvl concuerda con estudios
previos que reportan un incremento en de esta proteina luego de la interaccion sexual
con un macho (por revision ver (James G. Pfaus & Heeb, 1997), si bien en estos trabajos
esta expresion se ha asociado en parte a la estimulacidn fisica recibida. Por otra parte,
en concordancia con nuestro resultados y con el rol de la Ami Me en el procesamiento
de estimulos sexual (Rudzinskas et al., 2019), Hosokawa y Chiba (2007) reportaron que la
exposicion a viruta de cajas de machos, incrementa la expresion de c-Fos en la Ami Me
de hembras adultas sexualmente activas sin experiencia previa (Hosokawa& Chiba,

2007).

De forma interesante, la expresion de c-Fos luego de la exposicién a un macho
parece ser mas especifica al estimulo sexual en relacion al social en hembras adultas que
en adolescentes, ya que Unicamente durante la adultez, esta expresion fue
significativamente mayor a la asociada a la exposicion a una hembra. Este resultado
concuerda con reportes previos en los cuales, a través de registro electrofisiolégico de
neuronas del NVMuvl, evidenciaron un aumento del nimero de neuronas que responden
a un macho pero no a una hembra en ratonas sexualmente activas (Bergan et al,, 2014b;

Nomoto & Lima, 2015).

Esta especificidad hacia el estimulo sexual en area relevantes para la expresion de
este comportamiento podria asociarse al mayor valor de incentivo sexual que posee el
macho para hembras adultas en relacion a las adolescentes (Armas et al, 2021).
Apoyando esta idea, en el presente experimento observamos que la emision de USV de
50 kHz frente al macho tendio¢ a ser mayor en las hembras adultas en comparacion con

las adolescentes.
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7.4. Incremento de c-Fos en el APOm de hembras adolescentes frente a
un macho

En contraparte a lo observado en el NVMvl y la Ami Me anterior, la interaccién
con el macho indujo un incremento de c-Fos el APOm con respecto a lo observado
luego la interacciéon con una hembra durante la adolescencia, pero no durante la
adultez. Este resultado sugiere que existe un procesamiento diferencial del estimulo
macho de acuerdo a la edad, que podria asociarse al procesamiento sensorial del
macho, probablemente olfativo, o podria responder a aferencias regulatorios desde

centros superiores (como se discutira en la proxima seccion).

Debido a que el APOm se ha postulado como un nodo de salida del circuito
sexual limbico-hipotalamico (incluyendo a la Ami Me y al NVMvl) hacia el sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico, la expresion de c-Fos en las adolescentes expuestas
a un macho podria reflejar este procesamiento. En este sentido, McHenry et al, 2017a
mostraron que en el APOm de ratonas virgenes en proestro una proporcion mayor de
neuronas se activa frente al olor de macho que de hembra. Estos autores reportaron, a
su vez, que esta mayor respuesta neuronal es dependiente de E y P. A partir de estos
experimentos, se propone que las hormonas esteroideas ajustan las propiedades de
codificacion del olor a macho en APOm, aumentando la sensibilidad intrinseca de esta

area al mismo durante la fase de actividad sexual (McHenry et al., 2017a).

La mayor expresion de c-Fos en el APOm de las hembras adolescentes frente al
macho podria ser consecuencia del procesamiento del olor del macho, y también podria
indicar el valor motivacional sexual de éste, ya que esta area actia como nodo de
conexion con el sistema mesocorticolimbico promoviendo conductas de acercamiento
(McHenry et al,, 2017a Micevych & Meisel, 2017; James G. Pfaus et al,, 2015). Esta Ultima
idea es congruente con la mayor expresion de c-Fos observada en la region shell del

NAcc en respuesta a un macho en las hembras adolescentes (discutido en la proxima
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seccion). Sin embargo, siguiendo esta linea de pensamiento, esperabamos observar una
mayor expresion de c-Fos en las hembras adultas respecto a las adolescentes. En este
sentido, la relevancia del APOm para las respuestas motivacionales de hembras adultas
se sustenta en estudios que muestran que su lesion reduce la preferencia sexual por un
macho en ratas (Whitney, 1986) y la activacion optogenética de sus neuronas aumenta
su preferencia en ratonas (McHenry et al, 2017a). Estos estudios que destacan la
relevancia del APOm en hembras adultas, junto con resultados propios que muestran
que las ratas adultas exhiben mayor motivacién sexual que las adolescentes (Armas et
al, 2021), sugieren que la mayor expresién de c-Fos en adolescentes en relacion a
adultas no refleja un mayor valor motivacional del estimulo macho. Probablemente este
resultado se asocie a que el APOm de las adolescentes procesa de forma diferente los
estimulos provenientes del macho como consecuencia de que esta aun en desarrollo. En
este sentido, Armas (2021) mostro que la expresion del receptor de estrégeno ERa en el
APOm de hembras sexualmente activas cambia a lo largo de la adolescencia, y Quadros
y Wagner (2008) reportaron un aumento del efecto inductor de receptores de P del E en

esta area desde la adolescencia media a la adultez.

Por otra parte, es posible que la mayor expresion de c-Fos en el APOm, e incluso
del NAcc, de las adolescentes luego de la interaccion con un macho responda al rol que
juega esta area en la regulacién de las interacciones sociales. Hu y colaboradores (2021)
identificaron en la AmiMe neuronas responsables de promover el reforzamientos
positivo producto de la interaccion social, que proyectan a APOm y promueven, de esta
forma, la liberacion de DA en el Nacc (Hu et al, 2021). De forma interesante, durante la
realizacion de los experimentos observamos que las hembras adolescentes
interactuaban mas, a través de la rejilla, con el macho que con la hembra (observacién
no cuantificada aun). Debido a que las adolescentes parecen mostrar un mayor interés
social, y que durante el juego se observo una mayor cantidad de neuronas c-Fos+ en el
APOm y el Nacc en adolescentes que en adultas (Perkins et al, 2017; Varlinskaya et al,,
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2013), es posible considerar que la expresion c-Fos en estas regiones sea producto de la
mayor interaccion social. Seria interesante analizar el comportamiento de las hembras
experimentales y los conspecificos durante la interaccion con el fin de determinar si esta

interaccion difirid entre los grupos etarios.

Mas alla de la dificultad en interpretar la activacion neuronal diferencial en APOm
de acuerdo a la edad, el hecho de que esta area sea considerada un nodo de los
circuitos de regulacion del juego, las interacciones sociales y el comportamiento sexual,
y que la misma esté aun madurando durante este periodo, garantiza profundizar en su

estudio.

7.5. Aumento de c-Fos en areas del sistema mesocorticolimbico y la
Ami BL unicamente en hembras adolescentes expuestas a un macho
Inesperadamente, pero en concordancia con el mayor numero de células c-Fos+
en el APOm, la exposiciéon al macho se asocié a un aumento en la expresion de c-Fos en
areas del sistema mesocorticolimbico como el NAcc Shell, la CPFm prelimbica y la OF,
asi como en Ami BL Unicamente en las adolescentes. Estas estructuras se interconectan
entre si, participando en el procesamiento de estimulos con valor de recompensa (Kent
C Berridge et al, 2016), y han sido implicadas en el control de la conducta sexual

(Micevych & Meisel, 2017;James G. Pfaus et al., 2015).

Las aferencias desde la CPFm al NAcc Shel/ han sido implicadas en las conductas
de busqueda de recompensa (Kent C Berridge et al,, 2016; Kelley & Berridge, 2002), y se
reportd que bloquear la trasmision glutamatérgica desde la CPFm al NAcc reduce la
exploracion de sustrato con olor a macho, mientras que no tiene efectos en las

conductas receptivas (Chiang & Park, 2020). En linea con esto, la trasmision
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glutamatérgica hacia NAcc, se da en respuesta a la monta en la region Core mientras
que la regidon Shell la antecede, evidenciando su caracter anticipatorio (Moore et al,
2019). Asimismo, se ha reportado que neuronas del NAcc Shell se activan en presencia
de pistas olfativas de un individuo del sexo opuesto pero no del mismo sexo (Ago et al,,
2015; Lehmann et al, 2013). Esta evidencia sustenta una mayor activacion neural en

hembras sexualmente activas frente a un macho en la region She//del NAcc y la CPFm.

De forma similar, una mayor expresién de c-Fos en NAcc Shell y Ami BL fue
reportada por Moncho-Bogani & colaboradores (2005) en hembras que nunca habian
sido expuestas a olor de macho, luego de permitirles explorar sustrato con su olor, que
es un estimulo incondicionado recompensante para las hembras sexualmente activas
(Moncho-Bogani et al, 2005). Esta activacién se ha asociado al papel que juegan el
NAcc y la Ami BL en los procesos de condicionamiento recompensante (Maren, 2016),
por lo que la expresion de c-Fos en estas areas en las adolescentes frente a un macho
podria reflejar un proceso de aprendizaje vinculado a la exposicion a feromonas

sexuales (Lanuza et al., 2008).

Por otra parte, las aferencias desde la CPFm a la Ami BL experimentan durante la
adolescencia un reforzamiento sinaptico y este fendmeno ha sido vinculado al mayor
interés social, caracteristico de la adolescencia (Ferrara et al., 2021). Asimismo, se ha
reportado que lesionar la Ami en etapas tempranas reduce la sociabilidad y altera la
conducta sexual en macacos hembra durante la interaccion con un macho (Moadab et
al, 2017). La relevancia de la CPFm y la Ami BL en el procesamiento de la motivacion
social, y los elevados niveles de juego y exploracion social en las hembras adolescentes,
apoyan el aumento de la activacion neuronal en estas areas, observada en la presente

tesis.

Ademas del aumento en los niveles de c-Fos en areas clasicas vinculadas al

sistema de recompensa y al condicionamiento a reforzadores como el NAcc Shel/ la
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CPFm y la Ami BL, en las adolescentes expuestas a un macho, detectamos elevada
activacion neural en la COF, que se diferencio de lo observado en adultas. Este resultado
es congruente con reportes que le atribuyen un rol a la COF en el procesamiento de

estimulos recompensante durante la adolescencia (Simon & Moghaddam, 2015).

Esta evidencia, en conjunto, sugiere que la activacion de estas estructuras
probablemente se asocie al procesamiento motivacional de los estimulos del macho,
principalmente los olfativos. Sin embargo, llama la atencién que estas areas no

mostraran activacion neuronal significativa frente al macho en la edad adulta.

7.6. ;Qué mecanismos neuroendocrinos pueden estar por detras del
patron de activacion neuronal diferencial de acuerdo a la edad de las
hembras?

Como se mencioné anteriormente la diferencia entre adolescentes y adultas
podria deberse a que estas areas, fuertemente interconectadas entre si, aln no estan
maduras en la adolescencia media, particularmente las areas corticales. Por otra parte,
las hembras adolescentes y adultas difieren en la exposicion previa a picos de E y P,
hormonas que generan cambios organizacionales en el sistema nervioso durante la
adolescencia y que modifican de forma especifica area vinculadas a la funcidn

reproductiva (Sisk & Foster, 2004).

Uno de los cambios que ocurre durante la adolescencia es la reestructuracién de
procesos excitatorios e inhibitorios que conectan la CPFm y la Ami BL. En este sentido,
(Ferrara et al, 2021) observaron que la maduracion de la CPFm a lo largo de la
adolescencia se asocia a un aumento progresivo de la inhibicion que esta ejerce sobre la
Ami BL, que seria responsable de la reduccidon de las interacciones sociales hacia la

adultez. Por lo que el estado de desarrollo de la CPFm de las hembras adolescentes
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(Kalsbeek et al, 1988), junto con la falta de inhibicion de la Ami BL podria mediar la
mayor activacion de estas areas en comparacion a las adultas. Estas variaciones en la
conectividad entre areas de individuos adolescentes y adultos pueden subyacer el
procesamiento neural diferente del valor de incentivo de recompensas. Asi, Simon vy
Moghaddam (2015) plantean que una misma salida comportamental puede asociarse a
un patrén de activacion neural diferente en ratas de diferentes edades (Simon &
Moghaddam, 2015). Por ejemplo, Struman y Moghaddam, reportaron que ratas
adolescentes y adultas que exhiben un comportamiento de busqueda de recompensa
similar presentan un cambio en la actividad neural de la COF opuesto, reduciéndose en
adultas y aumentando en adolescentes (Sturman & Moghaddam, 2011a). De forma
similar, Varlinskaya y Spears (2013) reportaron que ratas adolescentes y adultas exhiben
un patron de activacion c-Fos diferente en funcion del contexto; mientras que en una
interaccion social las adolescentes muestran un aumento de la actividad en la amigdala
central y la Ami BL respecto al aislamiento, las adultas muestran una activacion del NAcc
y de la COF en aislamiento respecto a la interaccion social (Varlinskaya et al, 2013).
Estos estudios, junto con nuestros resultados que muestran una elevada expresion de c-
Fos en areas implicadas en el procesamiento motivacional en adolescentes que
presentan menor motivacion sexual, sugieren que los cambios en activacion neural
durante la adolescencia y la adultez pueden tener diferentes consecuencias funcionales.
Es posible entonces que con la maduracion del sistema mesocorticolimbico emerjan
nuevos patrones de inervacion entre las estructuras corticales y subcorticales, que al
establecerse permitan la concordancia entre la actividad de este sistema y la conducta

tipica de animales adultos.

La diferencia mas notable en la actividad neuronal entre ambos grupos etarios se
observo en areas corticales que estan inmaduras durante la adolescencia media como la
CPFm prelimb y la COF. De forma interesante, Balfour y colaboradores (2006) reportaron
que eferencias desde la CPFm prelimb regulan fuertemente la influencia de la actividad
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sexual sobre el area tegmental ventral, el NAcc, el APOm y la Ami BL, de machos luego
de la copula (Balfour et al., 2006). Este estudio abre la posibilidad de que, en las
hembras adolescentes, la actividad de una CPFm (y probablemente una COF) inmadura,
a través de sus eferencias a las areas mencionadas, impacte el funcionamiento del

circuito neural sexual y la expresiéon de la motivacion sexual.

Finalmente, las hembras adolescentes y adultas difieren entre si en el nUmero de
picos pre-ovulatorios de E por los que han transitado, debido a que las hembras en
adolescencia median han estado expuestas a un maximo de dos picos de E, mientras
que las adultas a un ndimero notoriamente mayor. La relevancia de esta diferencia en
exposicion estrogénica radica en que los esteroides gonadales producen efectos
organizacionales en el cerebro durante la adolescencia (Sisk & Foster, 2004) y a que las
sucesiones de picos de E aumentan la sensibilidad del circuito sexual a su efecto (Armas
et al, 2021; Jennings & de Lecea, 2020; Jones & Pfaus, 2014). Sobre esta base, es posible
que las diferencias observadas entre edades en la actividad neuronal en los circuitos
neurales sensibles a E se deban a que éstos no culminaron su maduracion en la

adolescencia.

Cabe destacar que la interaccion con una hembra no produjo una activacion
diferencial en el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico de acuerdo a la edad. Este
resultado llamé nuestra atencion, debido a que la adolescencia se caracteriza por un
elevando interés por las interacciones sociales (Panksepp et al., 1984; Spear, 2000), y a
que se ha reportado que las interacciones de juego aumentan la expresion de c-Fos en
el NAcc, la CPF, la COF y la amigdala (van Kerkhof et al., 2013). La ausencia de activacion
neuronal asociada a la interaccion con una hembra en relacién a la situacion control en
ratas adolescentes podria deberse a que la interaccién ocurrié a través de una rejilla,
pero también a la diferencia etaria entre la hembra experimental (adolescencia media) y

la estimulo (adulta). Las interacciones sociales disminuyen en la adultez (Panksepp et al,,

pag. 69



1984; Spear, 2000) y como se mencion0 previamente, observamos una baja interaccion
entre la hembra adolescente experimental y la adulta experimental (observaciéon no
sistematizada). Por este motivo, es posible que la ausencia de interés por parte de la
hembra adulta, haya impactado en la activacién neuronal de las adolescentes. Seria
interesante determinar como es la expresion de c-Fos en areas del sistema general de
recompensa de hembras en adolescencia media interactuando con hembras

desconocidas de su misma edad en el modelo.

8. CONCLUSIONES

A partir del analisis de los comportamientos sexual y social a lo largo de la
adolescencia concluimos que la ciclicidad ovarica que comienza durante la adolescencia
media, es acompafada por el patréon conductual acorde a la maduracion sexual durante
la interaccién con un macho, indicando que estas hembras se encuentran sexualmente
motivadas y son capaces de expresar maxima receptividad sexual frente al macho. Sin
embargo, tanto la intensidad de la respuesta de lordosis, como el comportamiento en
pruebas motivacionales especificas, indican que esta maduracién no es completa. A su
vez, en esta edad de transicion hacia la vida adulta, ain durante la interaccion sexual
emergen conductas de juego e investigacion social propias de la edad, generando un

patron comportamental Unico.

Las diferencias en las respuestas comportamentales de hembras adultas y en
adolescencia media hacia un macho descritas en esta tesis y en trabajos previos (Armas
et al, 2021) concuerdan con la activacion neuronal diferencial de acuerdo a la edad que
observamos en areas limbico-hipotalamicas y del sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico frente a un macho. Esto apunta a un procesamiento diferencial del
valor de incentivo sexual del macho de acuerdo a la edad. La marcada activacion en las
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hembras adolescentes de neuronas en la CPFm y la COF, areas neurales que estan en
proceso de maduracion y que inervan areas bajas del circuito sexual, podria mediar la

expresion de c-Fos en todo el circuito neural sexual durante la adolescencia.

9. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados comportamentales que muestran una menor
motivacién sexual y mayor expresién de comportamiento social durante la copula de las
hembras en adolescencia media, seria interesante explorar la preferencia de estas
hembras por interactuar con un conespecifico de su misma edad sin valor sexual vs. un
macho sexualmente activo en un modelo que permita su libre eleccion. Este
experimento sera realizado en el marco del proyecto CSIC 1+D 2017: Aumento de /a
motivacion sexual a lo largo de la adolescencia en la rata hembra: incremento en /a
sensibilidad a estrogenos como posible mecanismo responsable actualmente en

ejecucion.

A partir de los resultados de expresion de c-Fos surgen perspectivas a corto y
mediano-largo plazo. A corto plazo, se analizara un nimero mayor de animales por
grupo (a partir de tejido procesado ya disponibles) y un nimero mayor de areas
(incluyendo a los nucleos de la estria terminales y las subregiones cortical y medial
posterodorsal de la amigdala) para reafirmar las conclusiones presentadas. A su vez, se
analizara parte del patrén de USV emitidas durante la interaccién entre las hembras
experimentales y los animales estimulo, asi como la movilidad de ambos animales
(contamos con las grabaciones de USV y filmaciones de las interacciones), con el fin de
profundizar en las diferencias en el tipo de interaccion y su posible asociacion al patron

de activacion neural registrado.
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A mediano-largo plazo, debido a la marcada activaciéon neuronal en la CPFm
prelimbica y la COF, seria interesante analizar el patrén de activacion neuronal, asi como
el comportamiento de hembras adolescentes y adultas con inactivacion transitoria de
estas cortezas. Asimismo, se considera explorar si el patron de activacién neuronal de
hembras adolescente luego de la exposicion a un macho es similar al observado luego

de una exposicion a una hembra no sexualmente activa del mismo rango etario.
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