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Motivacion y comportamiento
sexual durante la adolescencia
en ratas hembras: efecto del
tratamiento cronico con cocaina
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Resumen

El comportamiento sexual de la rata hembra es altamente motivado; dependiendo su
expresion de la actividad del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. Debido a que
durante la adolescencia este sistema se encuentra aun en desarrollo y es méas sensible al
efecto de drogas de abuso que en la etapa adulta, es posible suponer que tanto el
comportamiento sexual de hembras adolescentes, como el efecto de farmacos que afectan
al sistema dopaminérgico sobre el mismo, difieran a lo observado en hembras adultas. En
base a esta hip6tesis comparamos la motivacion sexual -en un modelo de preferencia
macho vs hembra- y el comportamiento en una arena con un macho sexualmente activo de
hembras adolescentes y adultas 3-8 dias luego de finalizado un tratamiento crénico con
vehiculo o 15, 0 mg/kg de cocaina. La clara preferencia de las hembras sexualmente activas
por un macho no difirié6 en funcién de la edad. Sin embargo, durante la interaccion sexual,
las hembras adolescentes expresaron un patron diferencial de conductas motivadas y
exhibieron més olfateos corporales del macho en comparaciéon a las hembras adultas. Por
otro lado, si bien el tratamiento crénico con cocaina indujo sensibilizacion comportamental,
no afecté de forma evidente ni el valor de incentivo del macho ni el comportamiento sexual
de las hembras adolescentes y adultas. Estos resultados indican que durante la
adolescencia el macho posee un valor de incentivo similar al observado en la etapa adulta
para hembras en proestro, sin embargo la expresion de la motivaciéon sexual durante la
interaccion con un macho parece integrar componentes del repertorio conductual tipico de
este periodo, sugiriendo la co-expresiéon de los comportamientos sexual y de juego. Estas
diferencias conductuales junto con la mayor sensibilidad de las hembras adolescentes a los
efectos motores de la cocaina evidencian el proceso de maduracion de los sistemas
neurales implicados en la regulacion de comportamientos sociales.



Introduccién

Comportamiento sexual en la rata

En la rata, la atraccion sexual de la hembra hacia el macho ocurre en momentos especificos
del ciclo reproductivo como consecuencia del efecto activacional de las hormonas ovaricas.
Asi, las hembras ciclantes se encuentran sexualmente activas durante las fases del proestro
tardio y estro temprano del ciclo estral, luego de la ocurrencia de los picos pre-ovulatorios de
estrogenos y progestagenos (Beach 1976). Por lo tanto, la expresion de este
comportamiento se estudia usualmente durante el proestro tardio (Pfaus et al. 2015), o en
hembras ovariectomizadas tratadas con estrogeno y progesterona (Pfaus et al. 2015).

El comportamiento sexual en la rata hembra suelen dividirse en componentes
receptivos y proceptivos (Beach 1976). El componente receptivo se manifiesta en la
adopcion de la postura de lordosis en respuesta a la monta del macho (figura 1).
Esta es una postura dorsoarqueada refleja desencadenada por la estimulacién de
los flancos y la region perivaginal por parte del macho durante la monta (Beach
1976). Por otra parte, la proceptividad sexual se manifiesta mediante la expresion de
una serie de conductas que promueven el acercamiento y la monta por parte del
macho; tales como hop and darts (HD: carreras cortas y rapidas y saltos frente al
macho que pueden originarse de forma espontanea o en respuesta a un olfateo de
la region anogenital por parte del macho), postura de presentacién o crouch (postura
corporal rigida con el dorso arqueado y cabeza y orejas tiesas), y ear wigglings
(vibraciones rapidas de las orejas) (Erskine 1989) (figura 1). A su vez, durante la
interaccién sexual con un macho, las hembras realizan desplazamientos largos que
finalizan en un HD o crouch y que usualmente provocan la persecucion por parte del
macho (Pfaus et al. 2015). Estos desplazamientos denominados solicitudes se
observan con mayor frecuencia cuando la interaccion sexual ocurre en ambientes
semi-naturales o complejos (Erskine 1989; McClintock 1984). En conjunto, las
conductas proceptivas promueven la atraccion del macho y facilitan la monta
(Erskine 1989; Pfaus et al. 2015).

Se ha propuesto que el despliegue de comportamientos proceptivos reflejan el
estado motivacional de la rata hembra (Pfaus, Smith, y Coopersmith 1999), ya que
tales conductas son flexibles y permiten regular la proximidad al estimulo relevante,
en este caso, el macho. La motivacién sexual de las hembras también se evidencia
en pruebas de conductas operantes, en las cuales una hembra sexualmente activa
aprende a presionar una palanca para acceder a un macho, de esfuerzo, en las
cuales la hembra atraviesa una barrera electrificada para acercarse al macho
(McDonald y Meyerson 1973) y de preferencia, en las cuales elige a un macho
sexualmente activo frente a uno castrado o a una hembra sexualmente activa
(Broekman et al. 1988; de Bruijn, Broekman, y van der Schoot 1988; Agrati,
Fernandez-Guasti, y Ferreira 2008; Clark et al. 2004).



Figura 1. Interaccion sexual. En esta figura se muestra en A) olfateo anogenital, B) persecuciéon y C) la
monta del macho, asi como la adopcién de una postura de presentacién o crouch (B) y de lordosis por la
hembra (C) en respuesta a la monta del macho.

El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, compuesto por las proyecciones
dopaminérgicas desde el area tegmental ventral (VTA) hacia la corteza prefrontal
(CPF) y el nucleo accumbens (NAcc) (Berridge y Robinson 1998) (figura 2), ha sido
propuesto como un sistema motivacional general (Berridge y Robinson 1998), ya que
el mismo estd implicado en la regulacion de los aspectos motivacionales de
diferentes comportamientos, incluyendo el comportamiento sexual (Young,
Gobrogge, y Wang 2011; Guarraci 2010). Se considera que este sistema es el
responsable de la atribucion del valor de incentivo a estimulos con relevancia biol6gica
(Kelley y Berridge 2002), promoviendo conductas de busqueda y acercamiento a los mismos
(Berridge y Robinson 1998; Kelley y Berridge 2002). En este sentido, en una hembra
sexualmente activa, la presencia o la interaccion con un macho (Mogenson, Jones, y Yim
1980; Brom et al. 2014), de manera similar a la busqueda y el consumo de drogas de abuso
(Robinson y Berridge 2008; Young, Gobrogge, and Wang 2011), provoca la liberacion de
dopamina (DA) en el NAcc. Asi, durante la actividad sexual (Mermelstein y Becker
1972; Pfaus et al. 1995), inmediatamente antes de que la hembra reciba una
intromisién (Jenkins and Becker 2003) o cuando la hembra visualiza a un macho
detras de una barrera (Pfaus et al. 1995), las concentraciones de DA en el NAcc
aumentan. La accion de la DA en este nucleo se considera clave para dar el paso que va
de la motivacion a la accion, promoviendo comportamientos de esfuerzo y busqueda del
incentivo (Berridge y Robinson 1998). Se observo que el tratamiento agudo con cocaina
o0 cronico con anfetamina, que incrementan la liberacion de DA en el sistema
mesolimbico (Zakharova, Wade, y lzenwasser 2009; Catlow y Kirstein 2007),
aumentan la expresion de conductas sexuales motivadas de hembras adultas
ovariectomizadas tratadas con estrégeno y progesterona (Pfaus et al. 2010; Guarraci
y Bolton 2014).
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Figura 2. En rojo se muestran, de forma esquematica, las proyecciones dopamiérgicas desde el area
tegmental ventral (VTA) al nlcleo accumbens (NAc) y la corteza prefrontal (PFC), que conforman el circuito
dopaminérgico mesocorticolimbico en el cerebro de rata. Extraido de Malenka and Kauer (2007).

Adolescencia en larata

La adolescencia en mamiferos es un periodo de transicion entre la infancia y la
adultez, en el cual los individuos atraviesan por un proceso de maduracion cognitiva
y social resultante de la maduracion del sistema nervioso central y de los cambios
hormonales que ocurren durante la pubertad (entendiendo como pubertad al proceso
de adquisicion de actividad reproductiva) (Sisk y Foster 2004).

En la rata, la adolescencia abarca desde aproximadamente el dia 35 de vida
(apertura vaginal) al 60 (Holder y Blaustein 2014; Laviola et al. 2003; Tirelli, Laviola,
y Adriani 2003) (figura 3). Este periodo se caracteriza por un aumento en la
expresion de comportamientos de busqueda y de toma de riesgos, menor inhibicion
conductual y por una mayor sensibilidad a los efectos de las drogas de abuso
respecto a la etapa adulta, tanto en seres humanos (Gladwin et al. 2011; Spear
2011; Zakharova, Wade, y Izenwasser 2009), como en la rata (Ernst, Romeo, and
Andersen 2009; Crews, He, y Hodge 2007; Badanich, Adler, y Kirstein 2006). En
este sentido, se ha observado en una prueba de condicionamiento de lugar, que las
ratas adolescentes expresan una preferencia mas pronunciada por un lugar
asociado a la interaccion social que las ratas adultas (Douglas, Varlinskaya, y Spear
2004). Utilizando este mismo paradigma, Zakharova et al. (2009) encontraron que el
valor de recompensa de drogas psicoestimulantes (metanfetamina y cocaina) es
mayor en ratas adolescentes que en adultas.



Estas diferencias entre individuos adolescentes y adultos se han atribuido, en parte,
a que los circuitos neurales que controlan los procesos motivacionales no estan
completamente desarrollados en la adolescencia (Gladwin et al. 2011; Forbes y Dahl
2010; Chadwick, Saylor, y Lopez 2011). Uno de estos circuitos es el sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico, que como se menciond anteriormente, se
considera responsable de la atribucion del valor de incentivo a estimulos con
relevancia biologica (Berridge y Robinson 1998; Kelley y Berridge 2002). En este
sentido, durante la adolescencia se ha reportado un aumento de la concentracion de
DA y de la densidad de fibras que proyectan hacia la CPF (Benes, Taylor, y
Cunningham 2000), un aumento de las proyecciones de la CPF hacia el NAcc
(Brenhouse, Sonntag, y Andersen 2008), mayor concentracion de receptores
dopaminérgicos en el cuerpo estriado (Teicher, Andersen, y Hostetter 1995) y mayor
sensibilidad a los efectos psicoestimulantes de farmacos dopaminergicos (Badanich,
Adler, y Kirstein 2006).

Como consecuencia de la maduracion del eje hipotalamo-hipofisario-ovarico, el perfil
comportamental de las ratas adolescentes se caracteriza a su vez por la expresion
de comportamiento sexual. Asi, luego de la apertura vaginal (dia 35-37 de vida), las
hembras comienzan a exhibir ciclo estrales y comportamiento sexual en la fase de
proestro de este ciclo (Hashizume y Ohashi 1984). Los ciclos ovaricos son
inicialmente irregulares y se regularizan durante el transcurso de la adolescencia, sin
embargo se desconoce, si el comportamiento sexual de las hembras en este periodo
-en el cual los circuitos neurales implicados en su control estan aun madurando-
difiere del expresado por hembras adultas.
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Figura 3. Edad y eventos del desarrollo puberal y adolescente en hembras de roedores. Extraido de
Holder y Blaustein (2014).



Planteamiento del problema e hipotesis

Las hembras comienzan a expresar comportamiento sexual durante la adolescencia
(Hashizume y Ohashi 1984), sin embargo desconocemos si la expresién de este
comportamiento fuertemente motivado difiere a la observada durante la etapa adulta.

Sobre la base de que durante la adolescencia aumenta la expresion de
comportamientos motivados en relacion a la etapa adulta (Zakharova et al. 2009;
Gladwin et al. 2011; Spear 2011) y de que el sistema mesocorticolimbico es mas
sensible al efecto de psicoestimulantes (Badanich, Adler, y Kirstein 2006),
proponemos la siguiente hipotesis:

Las hembras adolescentes exhiben una mayor motivaciéon sexual y son mas
susceptibles a los efectos facilitadores de la cocaina sobre dicha motivacion que las
adultas.

Objetivos
« Comparar el valor de incentivo del macho para las hembras y su
comportamiento sexual durante la adolescencia y la etapa adulta.

« Comparar el efecto de un tratamiento crénico con cocaina sobre el valor de
incentivo del macho y el comportamiento sexual de hembras adolescentes y
adultas.

Metodologia

Animales

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de
aproximadamente 37 (adolescentes) y 90 (adultas) dias de edad. Las ratas se
alojaron en un cuarto con un ciclo de luz-oscuridad 12/12 h (luz encendidas 0500 hs)
y temperatura controlada (2211 °C) en el Laboratorio de Experimentacion Animal de
la Facultad de Ciencias. El protocolo experimental realizado fue aprobado por el
CEUA de la Facultad de Ciencias (240011-002308-14) en concordancia con la Ley
Nacional de Experimentacién Animal.

Obtencion de los grupos experimentales

Debido a la influencia del ciclo ovéarico en la actividad del sistema de
neurotransmisién dopaminérgico (Xiao y Becker 1994; Bless et al. 1997), las
hembras adolescentes comenzaron el tratamiento con vehiculo o cocaina el dia de
la apertura vaginal (que generalmente coincide con la fase de proestro del cico estral
(Hashizume y Ohashi 1984) y las hembras adultas en la fase de proestro de su ciclo
estral, con el fin de homogenizar las condiciones endécrinas dentro y entre los
grupos. Se determiné el dia de apertura vaginal de las hembras adolescentes de



acuerdo Caligioni (2009), y se sigui6 el ciclo estral de las hembras (adolescentes
luego de la apertura vaginal y adultas) a través de frotis vaginales diarios (Monies y
Luque 1988).

e Determinacion del dia de apertura vaginal
Diariamente desde el dia 33 de vida, se verifico la apertura vaginal de las hembras
adolescentes a través de inspeccion externa (figura 4).

Figura 4. Apertura vaginal en las hembras. En A) se observa la cavidad vaginal cerrada, mientras que en
B) se muestra la cavidad vaginal abierta. Extraido de Caligioni (2009).

e Determinacion de la fase del ciclo estral

Se determind la fase del ciclo estral en la cual se encontraban las hembras adultas y
adolescentes (luego de la apertura vaginal) a través del analisis del tipo de células
presentes y su abundancia en un exudado vaginal realizado con solucion salina
(figura 5). Este protocolo se realiza una vez al dia con el fin de minimizar el estrés y
otros potenciales efectos de la manipulacion.

Figura 5. Micrografia de exudados vaginales, sin tincion, utilizados para identificar la fase del ciclo estral en
la que se encuentran las hembras. Se observa en A) fase de proestro, con predominio de células
nucleadas, B) estro, donde predominan células cornificadas sin ndcleo, C) metaestro, se presentan tres
tipos celulares: leucocitos y células epiteliales cornificadas y nucleadas y D) diestro, donde predominan
leucocitos. Extraido de Caligioni (2009).

Tratamiento crénico con cocaina

Se administré un tratamiento cronico con clorhidrato de cocaina (0,0 y 15,0 mg/kg,
i.p.) durante 10 dias a hembras adolescentes y adultas de acuerdo a Nephew y Febo
(2010) y Nephew et al. (2012) y las hembras fueron probadas en el primer proestro
tardio detectado entre los dias 3 y 8 dias pos-tratamiento. Se decidi6 realizar las

9



pruebas conductuales en estos limites temporales tomando en cuenta el
compromiso entre probar a las hembras adolescentes dentro de la adolescencia
tardia (entre los dias 45-55 de vida) y ser capaces de detectar posibles efectos del
tratamiento. En este sentido, Nephew et al. (2012) reportan efectos facilitadores de
este tratamiento sobre la sensibilizacion maternal 7 dias luego de finalizado el
tratamiento.

Luego de las pruebas de comportamiento sexual, las hembras tratadas fueron
prefiadas y probadas en pruebas de comportamiento maternal y metabolizacion
cerebral durante la lactancia (Tesis de Maestria PEDECIBA Biologia del Lic. Hernan
Delgado).

Prueba locomotora (de acuerdo a Ferreira et al. (2000))

Con el fin de evaluar el efecto locomotor del tratamiento con cocaina en las hembras
adolescentes y adultas, se registré el numero de cruces realizados por los animales
en una prueba locomotora de 10 min, en un caja de 53 x 36 x 25 cm, cuyo piso se
encuentra dividido en cuadrantes de 10 cm, a los 30 minutos luego de la inyeccion.

Modelo de preferencia macho-hembra (de acuerdo a Agrati et al. (2008))

Este modelo se empled para determinar el valor de incentivo de un macho relativo a
una hembra para ratas adultas y adolescentes en proestro tardio. El mismo consiste
en un laberinto transparente de acrilico en forma de Y con tres camaras de igual
tamafo (25 x 30 x 18 cm) al final de cada brazo (10 x 60 x 10 cm). Dos de las
camaras contienen los estimulos, uno una hembra en proestro tardio (sexualmente
receptiva) y el otro un macho sexualmente activo, mientras que la tercera camara
permanece vacia (camara neutra) (figura 6). A su vez, cada camara contiene una
division de acrilico transparente perforada, que permite ver, oler y oir a los estimulos,
sin posibilitar contacto fisico con ellos. La localizacion de los estimulos es
contrabalanceada entre hembras de cada grupo.

Se colocd a cada hembra en el centro del modelo de preferencia y se le permitié
explorar el modelo vacio durante 15 min. Inmediatamente después, los estimulos,
hembra en proestro tardio y macho, se colocaron en las camaras y, durante 20 min,
se registré el tiempo de permanencia en cada camara y la exploracién de los
estimulos.
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Figura 6. Modelo de preferencia.

Prueba de comportamiento sexual (de acuerdo a Uriarte et al. (2007))

Se introduce a la hembra en una arena sexual de acrilico cilindrica de 50 cm de
didmetro. Luego de un periodo de habituacion de cinco minutos, se introduce un
macho sexualmente activo y se registra durante 15 min el nimero de conductas
proceptivas (HD, crouchs, solcitudes), lordosis, y olfateos anogenitales y corporales,
asi como la latencia a la primera conducta proceptiva y primer lordosis. A su vez, se
registra el nimero de montas, intromisiones y eyaculaciones realizadas por el
macho, asi como la latencia a la primera monta, intromision y eyaculacion (figura 1).
El cociente de lordosis, indice de receptividad sexual de la hembra, se calcula como
el cociente entre el nimero de lordosis y el nimero total de montas, intromisiones y
eyaculaciones. La proceptividad de las hembras se evalu6 como el nimero de HD y
posturas de crouch (conductas proceptivas de corto desplazamiento) y el nimero de
solicitudes (desplazamientos proceptivos largos) sobre la latencia de eyaculacion del
macho. Estos indices se calculan con el fin de normalizar el comportamiento
proceptivo de las hembras en funcion de la duracion de la interaccion sexual (Pfaus,
Smith, y Coopersmith 1999; Pfaus et al. 2010).

Protocolo experimental

Con el fin de comparar la expresion de la motivacion y el comportamiento sexual, asi
como el efecto de un tratamiento crénico con cocaina entre ratas adolescentes y
adultas, ambos grupos de animales se sometieron a un tratamiento crénico i.p. con
vehiculo (solucién salina) o cocaina (15,0 mg/kg) durante 10 dias.

Tanto en el primer dia de inyeccion (dia 1) como en el dltimo (dia 10) se realiz6 una
prueba de actividad locomotora, 30 minuitos después de la inyeccion, con el fin de
evaluar si el tratamiento indujo sensibilizacién comportamental (Nephew et al., 2010;
2012).
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Al finalizar el tratamiento, los animales pasaron por periodo de abstinencia de tres a
ocho dias, luego de los cuales, durante el primer proestro tardio detectado en este
periodo, se evaluo el valor de incentivo del macho para las hembras en la prueba de
preferencia sexual, asi como su comportamiento durante la interaccion sexual en
una prueba de comportamiento sexual, realizada inmediatamente después de la
prueba de preferencia (figura 7).

En base a estudios previos, el tratamiento con cocaina se realizé durante la fase de
luz (1300 a 1600 hs) (Febo y Ferris 2007), mientras que las pruebas de
comportamiento sexual se realizaron entre dos y cuatro horas luego de apagada la
luz (1900 a 2100 hs) (Hardy y DeBold 1995). Para las pruebas con hembras
adolescentes se utilizaron machos de menor edad, y por ende, tamafio corporal que
para las pruebas realizadas con hembras adultas, de forma de reducir el posible
efecto de la diferencia de tamafio entre los individuos durante la interaccion.

PRUEBA DE PREFERENCIA

ACTIVIDAD ACTIVIDAD Y
LOCOMOTORA LOCOMOTORA  COMPORTAMIENTO SEXUAL
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
et 1
PROESTRO

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 .
TARDIO

Figura 7. Protocolo experimental.

Analisis estadistico

Debido a que la mayoria de los datos comportamentales no se ajustan a una
distribucion normal, se expresan como medianas (rango semi-intercuartiles, RSIQ) y
se analizaron mediante pruebas no-paramétricas(Siegel 1956). Las comparaciones
dentro de cada grupo, para cada prueba, se realizaron mediante el analisis de
Friedman seguido de la prueba pareada de Wilcoxon, mientras que las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de U de Mann-
Whitney.

Resultados

Efecto locomotor de la cocaina

La administracion de cocaina aument6 la actividad locomotora de adolescentes y
adultas tanto en el dia 1 (figura 14, adolescentes: U(10,12)=21,0, p=0,004 y adultas:
U(10,12)=33,5, p=0,01) como en el dia 10 (adolescentes(10,12): U=3,5, p=0,00001 y
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adultas: U(10,12)=12,0, p=0.0001) de tratamiento en comparacion a sus respectivos
grupo control. El efecto locomotor de la cocaina en el dia 1 fue mayor en hembras
adolescentes que en adultas (figura 14, U (12,12)=35,6, p=0,03).

A su vez, el incremento de la locomocién inducido por la administracion de cocaina
fue mayor en el dia 10 que en el dia 1 en ambos grupos (figura 14, adolescentes:
T(12)=10,0, p=0,02 y adultas: T(12)=1,0, p=0,002), indicando que este tratamiento
cronico indujo sensibilizacion motora en hembras de ambas edades.

300 -
c 250 - il
€
9
c 200 - * el
g |
[7,]
Q
S - Dia 1
5 150 M Dia
3 Dia 10
o T
S
2

N I

0 T . T T . 1
SALINA COCAINA SALINA COCAINA
ADOLESCENTES ADULTAS

Figura 14. Actividad locomotora (nimero de cruces en 10 minutos) en el dia 1 y dia 10 de tratamiento, 30
minutos luego de la administracion de solucién salina o cocaina. Datos expresados en medianas (RSIQ), t
p< 0,05 dia 1 vs dia 10, prueba pareada de Wilcoxon; * p< 0,05 salina vs cocaina; a p< 0,05 adultas vs,
prueba U de Mann Whitney.

Valor del incentivo del macho

Todas las hembras sexualmente activas permanecieron mas tiempo en el
compartimiento del macho que en el de la hembra (figura 8, adolescentes salina:
T(9)=0,0, p=0,0076 y cocaina: T(10)=0,0, p= 0,0050; y adultas salina: T(10)=2,0, p=
0,0058 y cocaina: T(10)=0,0, p=0,0076). A su vez, el tiempo de permanencia en los
compartimientos con ambos estimulos fue mayor al tiempo en el compartimiento
neutro (figura 8, macho vs. neutro: adolecentes salina: T(9)=0,0, p=0,0076 y cocaina:
T(10)=0,0, p= 0,0050; adultas salina: T (10)=0,0, p= 0,0033 y cocaina: T(10)=0,0,
p=0,0076; hembra vs. neutro: adolescentes salina: T(10)=0,0, p=0,0076 y cocaina:
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T(10)=0,0, p= 0,0050; adultas salina: T(10)=0,0, p= 0,0033 y cocaina: T(10)=0,0,
p=0,0076).

No se detectaron diferencias significativas en los tiempos de permanencia en el
compartimiento del macho entre las edades (adolescentes vs adultas: salina:
U(9,10)=26,0, p=0,13 y cocaina: U(10,10)=34,0, p=0,25), ni entre los tratamientos
(salina vs cocaina: adolescentes: U(9,10)=27,0, p=0,16 y adultas: U(10,10)=30,0,
p=0,14).
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Figura 8. Tiempo total (s) de visita al compartimiento del macho, hembra y neutro por parte de las hembras
adolescentes y adultas tratadas con salina (n=9, n=10 respectivamente) o cocaina (n=10, n=10
respectivamente). Datos expresados como medianas (RSIQ), *p=0,05 para vs macho y hembra y 1+ p<0,05
para vs macho, prueba U de Wilcoxon.

El tratamiento con cocaina aumento6 el numero de entradas al compartimiento de la
hembra realizado por las adolescentes en comparacion a su control salino (tabla 1,
U=16,5, p=0,01) y a las adultas tratadas con cocaina (tabla 1, U=24,0, p=0,05).
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Tabla 1. Entradas a los compartimientos y entradas totales en el modelo de preferencia

macho hembra neutro totales

salina  14,0(1,88) 9,5(1,25) 5,0
cocaina  16,5(2,5) 12,0(1,25)*° 4,5
salina  16,0(3,87) 12,5(3,13) 7,5
cocaina 15,0(2,75) 9,0 (1,75) 7,5

2,38)  30,0(3,88)
1,25) 32,5 (4)*
2,88) 36 (9,50)
0,88)  32,5(3,13)

Adolescentes

Adultas

P

Datos expresados en medianas (RSIQ),* p< 0,05 salina vs cocaina y a p< 0,05 adultas vs adolescentes,
prueba U de Mann Whitney.

A su vez, la movilidad total en el modelo (figura 9) fue mayor en las adolescentes
tratadas con cocaina que con salina (U(10,9)=17,0, p=0,02), mientras que en las
adultas no se observo tal efecto (U (10,10)=40,0, p=0,48).
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Figura 9. Locomocion total en el modelo de preferencia, medida cémo la suma total de entradas a los
brazos y compartimientos en el modelo. Datos expresados en medianas (RSIQ),* p< 0,05 salina vs
cocaina, prueba U de Mann Whitney

Comportamiento sexual

Receptividad sexual de las hembras

La receptividad sexual de las hembras, evaluada a través del cociente de lordosis,
no vari6 de acuerdo a la edad (figura 10, salina: adolescentes vs adultas:
U(9,10)=45,0, p=1 y cocaina: adolescentes vs adultas: U(10,10)=50,0, p=1), o al
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tratamiento (figura 10, adolescentes: salina vs cocaina: U(9,10)=45,0, p=1; adultas:
salina vs cocaina: U(10,10)=50,0, p=1).
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ADOLESCENTES ADULTAS

Figura 10. Cociente de lordosis (nimero de lordosis/nimero total de montas). Datos expresados en
medianas (RSIQ), p=NS, prueba U de Mann Whitney.

Proceptividad sexual de las hembras

La proceptividad sexual de las hembras se evalué en funcion del numero de
conductas proceptivas cortas (hops and darts y crouch postures, figura 11) y del
namero de solicitudes (figura 12) sobre la latencia de eyaculacion.
Como se observa en la figura 11, el namero de conductas proceptivas de las
hembras tratadas con salina fue mayor en las adultas que en las adolescentes
(U(10,9)=12,0, p=0,005). Esta diferencia, sin embargo, no se observé entre los
grupos sometidos al tratamiento crénico con cocaina (U(10,10)=36,0, p=0,3). No se
evidencio efecto del tratamiento con cocaina en la proceptividad de las hembras
adolecentes (U(9,10)=31,5, p=0,27) o adultas (U(10,10)=34,5, p=0,24).

A diferencia de la expresion de conductas proceptivas cortas, las hembras
adolescentes exhibieron mayor numero de solicitudes durante la cdépula,
independientemente del tratamiento recibido (figura 12, salina: adolescentes vs
adultas: U(9,10)=13,0, p=0,007, y cocaina: adolescentes vs adultas U(10,10)=20,5,
p=0,02; figura 11). No se evidencio efecto del tratamiento en dicho componente en la
adolescencia (salina vs cocaina: U(9,10)=29,0, p=0,19) o en la etapa adulta (salina
vs cocaina U(10,10)=32,5, p=0,19).
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Figura 11. Namero de comportamientos proceptivos cortos/latencia de eyaculacion (s). Datos expresados
en medianas (RSIQ), a p< 0,05 vs. adolescentes, prueba U de Mann Whitney.

Acompafiando las diferencias encontradas en la expresion de proceptividad sexual
entre hembras adultas y adolescentes tratadas con salina, las adolescentes
realizaron una mayor cantidad de olfateos corporales del macho respecto a las
adultas (figura 13), tanto aquellas tratadas con salina (U(9,10)=11,0, p=0,004) como
las tratadas con cocaina (U(10,10)=3,0, p=0,00008). Asimismo, el tratamiento con
cocaina aumentdé este componente en las hembras adolescentes (figura 13,
U(9,10)=12,0, p=0,0056).

0,04 -
0,035 -
0,03 -
0,025 -

0,02 -

0,015 ~

SOLICITUD/LATEYAC

0,01 A
a

I

0 - T T
SALINA COCAINA SALINA COCAINA

ADOLESCENTES ADULTAS

0,005 -

Figura 12. Nimero de solicitudes/latencia de eyaculacién. Datos expresados en medianas (RSIQ), a p<
0,05 vs adolescentes, prueba U de Mann Whitney.

17



Las hembras adolescentes tratadas con salina exhibieron una latencia a la expresion
de conductas proceptivas mayor que las hembras adultas (U(9,10)=20,0, p=0,04;
tabla 2), sin embargo esta diferencia se perdié luego del tratamiento con cocaina
(U(10, 10)=47,0, p=0,85; tabla 2). Por otra parte, mientras que el tratamiento con
cocaina no afecto la latencia a desplegar conductas proceptivas de las adolescentes
(salina vs cocaina U(9,10)=38,0, p=0,60, tabla 2), la increment6 en las hembras
adultas ((U(10, 10)=22,0, p=0,03).

Tabla 2. Latencia a la realizacion de conductas proceptivas por parte de las hembras

Latencia proceptiva

Adolescentes  Salina 23,6 (1,9)°
Cocaina 25,7 (5,4)

Adultas Salina 11,5 (4,3)
Cocaina 25,6 (5,8)*

Datos expresados en medianas (RSIQ),* p< 0,05 salina vs cocaina; a p< 0,05 adultas vs adolescentes,
prueba U de Mann Whitney.
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Figura 13. Olfateos corporales y anogenitales efectuados hacia el macho por parte de las hembras. Datos
expresados en medianas (RSIQ),* p< 0,05 salina vs cocaina; a p< 0,05 adultas vs adolescentes, prueba U
de Mann Whitney.

Comportamiento sexual de los machos

Acompafando las diferencias observadas en las latencias a la expresion de
conductas proceptivas de las hembras, los machos que interactuaron sexualmente
con hembras adolescentes tratadas con salina exhibieron una mayor latencia de
monta que frente a las adultas bajo el mismo tratamiento (U(9,10)=15,0, p=0,01,
tabla 3). Sin embargo, ni el nimero de montas y eyaculaciones realizados por los
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machos, ni la latencia a la eyaculacién difirieron en funcion de la edad o del
tratamiento (tabla 3), indicando una eficacia de cépula similar entre los grupos.

Tabla 3. Comportamiento sexual del macho

Latencia de Numero  Latenciade Numerode

monta de montas eyaculacion eyaculacion
Adolescentes  Salina 31,4 (21,2)° 17,0 (6) 610,3(143,3) 1(0)
Cocaina  44,0(23,2) "% 11,0(1,9) 493,6 (124,8) 1(0)

Adultas Salina 14,8 (4,7) 18,5 (4,3) 423,7 (253,4) 1(0,4)
Cocaina 23,6 (4,7) 15,0(3,5) 414,2 (126,6) 1(0,4)

Datos expresados en medianas (RSIQ),a p< 0,05 y p=0,06 adultas vs adolescentes, prueba U de Mann
Whitney.

Discusion

En la presente pasantia determinamos que:

1. el valor de incentivo de un macho para una hembra sexualmente activa no
difirié entre ratas adolescentes y adultas. Sin embargo, durante la interacciéon
sexual, las adolescentes exhibieron un patrén diferencial de conductas
motivadas, acompafiado de un incremento de la exploracion social del macho
respecto a las adultas.

2. las hembras adolescentes fueron mas sensibles que las adultas a los efectos
motores del tratamiento crénico con cocaina empleado, sin embargo el mismo
no afectd la expresion de la motivacion sexual en ambas edades.

Motivacion y comportamiento sexual durante la adolescencia

La clara preferencia por el macho exhibida por las hembras adolescentes en
proestro tardio, concuerda con el hecho de que los cambios endocrinos que
promueven la actividad sexual en ratas hembra, aumentan el valor de incentivo del
macho (Beach, 1976) y la preferencia por el mismo en modelos de eleccion
(Eliasson y Meyerson 1975). Por otra parte, la ausencia de diferencias en el tiempo
de permanencia en el compartimiento del macho entre hembras adolescentes y
adultas indica que las diferencias estructurales y funcionales en dicho sistema entre
ambas edades (Holder y Blaustein 2014; Spear 2000) no son determinantes para la
asignacion de valor de incentivo del macho.

Si bien el valor de incentivo del macho fue similar entre las hembras adolescentes y
adultas, el patron de conductas motivadas expresado durante la interaccion sexual
difiri6 entre ambos grupos. La expresion de tales conductas durante la cépula es
flexible, y es modulada por multiples factores, como la intensidad de la estimulacion
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recibida por parte del macho o el contexto dénde ocurre la interaccion (McClintock
1984; Erskine 1989). En este sentido, al igual a lo observado en este trabajo, las
hembras adultas despliegan una mayor cantidad de conductas proceptivas cortas y
menos solicitudes durante la copula en ambientes reducidos, como lo es la arena
sexual, en comparacion a lo exhibido en ambientes mas complejos o de mayor
tamano (Erskine 1989). Por lo tanto, es posible que las hembras adolescentes
desplieguen mas solicitudes y menor cantidad de conductas proceptivas cortas en
comparacién a las adultas debido a su menor tamafio corporal, lo que se traduciria
en un ambiente mas grande.

Otra posible explicacion para el patron diferencial de comportamiento sexual, es que
la expresién de conductas motivadas en hembras adolescentes se asocie a
caracteristicas conductuales propias de este periodo, como lo es el juego. Una
secuencia de juego entre juveniles, por ejemplo, puede iniciarse con movimientos
rapidos, similares a dartings, precipitandose un individuo hacia el otro y alejandose
dando brincos, solicitando de esta forma el juego (Thor y Holloway 1984; Poole and
Fish 1975). Por consiguiente, el mayor numero de solicitudes, corridas largas
terminadas en componentes proceptivos cortos, de las hembras adolescentes
podrian estar integrando el comportamiento de juego a la expresion del
comportamiento sexual. En linea con esta interpretacion, la mayor cantidad de
olfateos corporales hacia el macho efectuado por las adolescentes podria estar
asociada a una mayor exploracion social o incitacion al juego. Klein et al. (2010)
describen que los individuos juveniles inician episodios de juego a través de
contactar el hocico en la nuca del otro juvenil. Si bien en este trabajo no registramos
de forma sistematica el juego, estos resultados sugieren que las hembras
adolescentes podrian co-expresar ambas conductas motivadas durante la
interaccidon con un macho. Seria interesante analizar en mayor profundidad la
expresion de patrones de juego durante la interaccion sexual, utilizando un modelo
gue permita aislar los componentes motivacionales de ambos comportamientos de
forma clara. En este sentido, la camara en dos niveles permite discriminar
componentes motivacionales del comportamiento sexual de la hembra con mayor
precision (Pfaus, Smith, y Coopersmith 1999; Mendelson y Pfaus 1989). Actualmente
estamos evaluando la expresion de conductas de juego y sexuales de hembras
adolescentes y adultas en este modelo.

Durante la interaccién sexual las hembras adolescentes también presentaron una
mayor latencia a la expresion de conductas proceptivas, que podria interpretarse
como una disminucion de la motivacién sexual respecto a las adultas. Sin embargo,
dado que las adolescentes presentan una fuerte preferencia por el macho en el
modelo de preferencia sexual, dicho aumento podria asociarse a diferencias
atencionales o0 a la expresidén de otras motivaciones. Apoyando esta interpretacion,
al introducir el macho en la arena sexual, las hembras adolescentes exhibieron
mayor niumero de olfateos corporales que las hembras adultas, sugiriendo mayor
exploracion social y/o inicio de juego (Wilson y Keiman 1974; Varlinskaya, Spear, y
Spear 1999; Pellis y McKenna 1995). De manera interesante, en el grupo de
adolescentes tratadas con cocaina, el nUmero de olfateos corporales se correlacion6
positivamente con la latencia a la expresion de conductas proceptivas (datos no
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mostrados) sugiriendo una relacion inversa entre la expresion de olfateos corporales
y de conductas sexuales proceptivas al inicio de la prueba.

En resumen, el comportamiento desplegado por las hembras adolescentes durante
la interaccibn con un macho parece resultar de la combinacion entre el
comportamiento sexual y otras conductas caracteristicas de la edad, como lo es el
juego. Estas diferencias respecto a la etapa adulta evidencian el proceso de
maduracion de los sistemas neurales implicados en la regulacibn de estos
comportamientos durante la adolescencia. Ademas de las diferencias neuroquimicas
presentes en el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico entre estas dos edades
(O'Donnell 2010; Collins e Izenwasser 2002), se ha propuesto que este circuito de
recompensa posee vias de procesamiento complementarias durante la
adolescencia, que conducirian al procesamiento diferencial de la informacion (Simon
y Moghaddam 2015) (figura 15). En el estudio realizado por Paredes-Ramos et al.
(2012) se demostré6 que las cosquillas (tickling) representan un estimulo
incondicionado eficaz para generar una preferencia sexual condicionada en hembras
adolescentes, pero no en hembras adultas. Los autores proponen que el hecho de
gue las cosquillas sean un estimulo reforzador unicamente durante la adolescencia
podria ser una consecuencia del procesamiento diferencial de la informacion que
ocurre en funcion de la edad.

mPFC 2> OFC

\ v
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Figura 15. Circuito de recompensa modificado en el cerebro adolescente. En negro se sefialan las
conexiones tipicas en el circuito de recompensa adulto y en rojo se sefialan las conexiones
complementarias presentes en el ciruito de recompensa adolescente, asignandole en particular un papel
mas relevante al estriado dorsal en este procesamiento. VTA: area tegmental ventral, NAc: nlcleo
accumbens, SNc: sustancia nigra pars compacta, DS: estriado dorsal, mPFC:corteza prefrontal medial,
OFC: corteza orbitofrontal. Extraido de Simon y Moghaddam (2015).

Efecto diferencial del tratamiento crénico con cocaina entre adolescentes y adultas

La mayor sensibilidad de las hembras adolescente a los efectos motores agudos y
cronicos de la cocaina respecto a las adultas concuerda con trabajos previos y
refleja las diferencias en el sistema dopaminérgico en estas dos etapas (Badanich,
Adler, y Kirstein 2006). Asi, el mayor efecto locomotor inducido por la administracion
aguda de cocaina (en el dia 1 de tratamiento) en adolescentes concuerda con lo
observado por Catlow y Kirstein (2005). Esto podria estar relacionado a que durante
la adolescencia se observa una mayor densidad de receptores dopaminérgicos tanto
en el sistema nigroestriatsal como en el mesolimbico (Brenhouse, Sonntag, Yy
Andersen 2008; Andersen et al. 2002; Teicher, Andersen, y Hostetter 1995). A su

21



vez, el efecto locomotor a largo plazo (en la prueba de preferencia luego de 4-8 dias
de finalizado el tratamiento) observado en hembras adolescentes, pero no adultas,
podria estar asociado a modificaciones diferenciales del sistema dopaminérgico en
funcién de la edad. En este sentido, Collins e Izenwasser (2002) observaron un
aumento en la densidad de transportadores de dopamina en el cuerpo estriado de
ratas adultas, pero no en adolescentes luego de un tratamiento croénico con cocaina.
Es posible especular que una mayor densidad del transportador en hembras adultas
impacte en la tasa de recaptacién de dopamina generando diferencias de acuerdo a
la edad en la disponibilidad de dopamina en la hendidura sinptica, que podria
resultar en una mayor locomocién en las hembras adolescentes.

A diferencia del marcado efecto del tratamiento con cocaina en la locomocién, en
este estudio no observamos un efecto de la exposicion repetida a cocaina en la
motivacion o en el comportamiento sexual de las hembras a los 6 dias de
discontinuado el tratamiento. Si bien hasta el momento no hay otros estudios que
examinen los efectos de la administracion cronica de cocaina en el comportamiento
sexual de hembras, se ha reportado que esta droga, administrada de forma aguda
facilita la expresion de los componentes motivacionales del comportamiento sexual
de las hembras adultas (Pfaus et al. 2010). Por otro lado, Afonso et al. (2009)
demostraron que el tratamiento cronico con anfetamina facilita la expresion del
comportamiento sexual de hembras ovariectomizadas tratadas con estradiol y
progesterona, a los 21 dias de finalizado el tratamiento. Este resultado, junto con
otros estudios muestran que el tratamiento cronico con drogas psicoestimulantes
producen sensibilizacion del sistema dopaminérgico, aumentando el valor de
incentivo de otros reforzadores en pruebas comportamentales sin administracion de
droga, efecto equivalente a la sensibilizacion cruzada observada entre diferentes
drogas (Fiorino y Phillips 1999; Guarraci y Clark 2003; Afonso et al. 2009; Thibodeau
et al. 2013).

La ausencia de efecto facilitador del tratamiento empleado en nuestro estudio sobre
la motivacion sexual de las hembras puede estar asociada a la variacion entre
estudios en el tipo de droga, dosis y dias de administracion, asi como también el
periodo de abstinencia. Asi, Guarraci y Clark (2003) encuentran un efecto facilitador
de la administracién crénica de anfetamina en el comportamiento sexual de las
hembras a los 6 dias de la ultima inyeccion, pero, a diferencia de Afonso et al (2009),
no a los 28. Es posible que esta discrepancia entre estudios se deba a la utilizacion
de regimenes de inyecciones diferentes (régimen intermitente de 3 inyecciones vs. 4
inyecciones en dias consecutivos cada 3 dias, en un total de 12 inyecciones). En
linea con nuestros resultados, Thibodeau et al. (2013) no encuentran facilitacion del
comportamiento sexual de las hembras luego de un tratamiento cronico con
metanfetamina a los 6 o0 a los 21 dias de abstinencia.

Es interesante destacar, que si bien el tratamiento con cocaina no afecté el
comportamiento sexual, las hembras adolescentes tratadas no so6lo presentaron una
mayor locomocion, sino que aumentaron el niumero de visitas a la hembra en el
modelo de preferencia, y realizaron mas olfateos corporales del macho en la arena
sexual. Estos resultados podrian indicar que la exposicion cronica a la cocaina
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aumento la exploracion social de las hembras adolescentes. En linea con esta idea,
Beatty et al. (1982) observaron que el tratamiento con anfetamina aumenta la
exploracion social y reduce la conducta de juego. Si bien en nuestro estudio no
observamos una afectacion del comportamiento sexual, el nUmero de olfateos se
correlaciond positivamente con la latencia a expresion de conductas proceptivas en
las adolescentes tratadas.

En nuestro experimento la ventana temporal de la adolescencia no nos permitié
evaluar el efecto de este tratamiento crénico luego de un periodo de abstinencia
mayor. Sin embargo, las hembras utilizadas en este estudio quedaron prefiadas y se
evalué el efecto de este tratamiento cronico con cocaina en la expresion del
comportamiento maternal; observandose un efecto deletéreo de la cocaina en el
comportamiento de las hembras sometidas al tratamiento durante la adolescencia,
pero no en la adultez. Los efectos negativos del tratamiento a largo plazo sobre la
motivacion maternal, podrian asociarse a que los farmacos que afectan el sistema
dopaminérgico muchas veces presentan una curva dosis-efecto en forma de U
invertida, donde dosis bajas estimulan la expresion de conductas motivadas,
mientras que dosis altas las disminuyen (Spear 2011; Vijayraghavan et al. 2007,
Gjedde et al. 2010).

En resumen, la aparente contradiccion en los resultados reportados en la presente
pasantia y en la literatura respecto al efecto del tratamiento cronico con drogas
pscioestimulantes en el comportamiento de los individuos probablemente se
relacione a diferencias en los farmacos y regimenes de administracion utilizados
(Pfaus et al. 2010; Afonso et al. 2009; Guarraci and Clark 2003; Thibodeau et al.
2013), pero también en el sexo y estado endocrino de los individuos (Festa y
Quinones-Jenab 2004; Russo et al. 2003; Pfaus et al. 2010; Segarra et al. 2010). En
este sentido, la informacion disponible acerca del comportamiento de las hembras
adolescentes es escasa, y en general no se considera la fase del ciclo o se utilizan
animales castrados. Se requieren, entonces, mas estudios que analicen la
adolescencia tomando en cuenta el sexo y el estatus hormonal de los individuos
para entender mejor la maduracién de comportamiento sociales y de los sistemas
implicados en su control.

Perspectivas

A partir de estos resultados pretendemos profundizar en el andlisis de:

- la co-expresion de la conducta sexual y de juego durante la interaccion con el
macho en la adolescencia;

- los efectos la administracién aguda de cocaina en el comportamiento sexual
de hembras adolescentes y adultas.

- la expresion de receptores dopaminérgicos D1y D2 en diferentes regiones del
sistema mesocorticolimbico en hembras sexualmente activas adolescentes y
adultas.
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Este trabajo fue realizado en el marco de una beca de iniciacion a la investigacion de
la ANIl y del proyecto CSIC I+D 2012 titulado “Aspectos neuroendocrinos,
neuroquimicos y neuroimagenologicos relacionados a la expresion conjunta del
comportamiento maternal y sexual durante el estro posparto.”, a cargo de Daniella
Agrati y Annabel Ferreira.

Los resultados de esta investigacion fueron expuestos en calidad de poéster en las
XV Jornadas de la Sociedad Uruguaya de Biociencias (Piriapolis, Setiembre de
2014), en las primeras Jornadas de la Sociedad de Neurociencias del Uruguay
(Montevideo, Julio de 2015) y de forma oral en las V Jornadas Uruguayas de
Comportamiento Animal (Montevideo, Setiembre de 2015).
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