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RESUMEN

La separacion materna y social durante el periodo postnatal pre-destete, deteriora el
desarrollo de los individuos. Las ratas macho cuando son adultas presentan mayor
agresividad e impulsividad y su respuesta al estrés esta incrementada. Esa manipulacion
también incide en el desarrollo de células nerviosas, particularmente disminuye las
ramificaciones dendriticas de las neuronas que constituyen al nucleo bulbocavernoso. Tal
ndcleo esta involucrado en la expresion de los reflejos peneanos porque participa en la
contraccion de los musculos estriados llamados bulboesponjosos. La contraccion de estos
musculos facilita la ereccion peneana y la expulsién seminal durante la eyaculacion.
Previamente encontramos que los machos sometidos a la separacion maternal y social y
criados mediante un sistema de crianza artificial presentaron cambios en su conducta
copulatoria. No todos desplegaron conducta copulatoria y cuando lo hicieron sus latencias de
monta e intromision estaban incrementadas y muy pocos desplegaron el patrén motor de
eyaculacion. Considerando que los resultados fueron obtenidos de machos expuestos a cuatro
pruebas copulatorias, en el presente trabajo duplicamos el nimero de pruebas y evaluamos
los pardmetros copulatorios. Méas adn, incluimos machos CA que recibieron estimulacion
tactil perineal y otro grupo mas con estimulacion tactil corporal. Con ello, pretendiamos
disminuir los efectos negativos de la separacion materno-social pre-destete sobre la conducta
copulatoria, agregamos también el analisis seminal. Consideramos distintas manipulaciones:
ratas macho de 4 dias de edad criadas por su madre (CM); machos con separacion materno-
social criados mediante de un sistema de crianza artificial (CA) hasta el dia 22 post-natal;
machos CA provistos de estimulos tactiles perineales 5 veces al dia durante 90 seg (CA-
Perineal) y machos CA provistos de estimulos tactiles corporales 5 veces al dia durante 90
seg (CA-Corporal). La estimulacion tactil simulando el lamido provisto por la madre se
proveyo utilizando un pincel himedo de pelo de camello. Después del destete, los machos
fueron alojados en cajas colectivas dentro de un bioterio en condiciones estandar. A la edad
de 90 dias dieron inicio las pruebas copulatorias con hembras en estro, inducido mediante
estradiol y progesterona. Los resultados mostraron que el porcentaje de machos CM y CA-
Corporal que presentaron el patron motor de eyaculacion durante al menos las ultimas 4
pruebas fue significativamente mayor que el porcentaje de machos CA y CA-Perineal (100%

y 100% vs 0% y 25%, respectivamente, p<0.001). Asi mismo, las latencias de monta e
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intromision de los machos CM y CA-Perineal fue similar y fue disminuyendo conforme
avanzaban las pruebas. Curiosamente, en Ultima prueba copulatoria, las latencias de monta e
intromision de todos los machos experimentales aumentd. Los machos CA mostraron mayor
latencia de monta en las pruebas 2, 3 y 4 respecto a los machos CM y en la prueba 6 respecto
a todos los otros grupos experimentales (p<0.05). La latencia de intromision de los machos
CA fue mayor en la prueba 4 respecto a la latencia de los CM y en la prueba 6 vs la latencia
de los CM y CA-Corporal (p<0.05). En la prueba 7 se observé mayor latencia de intromision
de los machos CA-Perineal respecto a los demas grupos experimentales (p<0.05). El nimero
de intromisiones de los machos CM y CA-Corporal en las pruebas 2 y 3 fue mayor respecto
a los machos CA y CA-Perineal, y en la cuarta prueba copulatoria se registré mayor nimero
de intromisiones de los machos CM respecto a los CA y CA-Perineal, y en la cuarta y quinta
prueba mayor nimero de intromisiones de los machos CA-Corporal respecto a los CA
(p<0.005). Se obtuvieron los eyaculados de la ultima prueba copulatoria de todos los grupos
experimentales excepto de los CA porgue ninguno eyaculd. Se encontré que la cuenta
espermatica de los machos CM y CA-Corporal fue mayor vs la cuenta de machos CA-
Perineal (40.95%3.29, 44.50+7.20 vs 9.75+3.25 respectivamente), ademas, la anchura de
tapén seminal de los machos CM fue mayor respecto al de los machos CA-Corporal
(5.80+0.18 y 4.75+0.36, respectivamente). Estos resultados sugieren que el aislamiento
materno temprano incide negativamente y de manera permanente sobre el desarrollo de la
conducta copulatoria masculina. Ademas, los datos obtenidos del grupo CA-Perineal
sugieren que los machos requieren, quiza, de la adicion de estimulos corporales, y pone en
duda la hipdtesis de que los estimulos en el area perineal que recibe la cria macho de su madre
influyen sobre el desarrollo de la conducta sexual.
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1. INTRODUCCION

1.1 Interacciones Sociales

Las interacciones sociales incluyen numerosas y diversas conductas que implican
distintas formas de cooperacion y conflicto (Nowak 2006). Por ejemplo, la vida en grupo y
la crianza comunal de la progenie son las formas de sociabilidad que surgen entre los
individuos. Durante tales interacciones, los individuos proveen informacion mediante
patrones conductuales y/o sefiales sensoriales (e.g., visuales, auditivas u odoriferos) acerca
de su edad, sexo, estatus social y condicion reproductiva. Los individuos que proveen
informacion son emisores; los que responden, receptores. Los individuos receptores procesan
la informacion mediante los sistemas sensoriales especificos para cada sefial. Por ejemplo, el
animal emisor vocaliza (estimulos auditivos) o libera feromonas (estimulos odoriferos) y el
animal receptor percibe dichas sefiales a través del sistema auditivo u olfatorio segun

corresponda (Blumstein y cols. 2010).

Las conductas sociales se han clasificado en conductas afiliativas y agonistas. Las
conductas afiliativas implican el acercamiento mutuo; ademas otorgan a los participantes
bienestar, e.g., la conducta copulatoria (Lenz y cols. 2007), y la conducta maternal (Gonzales
y cols. 2001, Melo y cols. 2009). Las conductas agonistas comprenden acciones que
generan la retirada de al menos uno de los participantes de la interaccion e.g., la agresion
ofensiva, la agresién materna (Melo y cols. 2009) y el aislamiento voluntario del grupo
(Nakamura y cols. 2003, Lovic y cols. 2011, Melo y cols. 2006, 2009). La expresion
equilibrada de ambos tipos de conductas, en respuesta a los factores internos y ambientales,
permite la interaccién armoniosa de la comunidad. Sin embargo, la ejecucion exagerada o

débil de alguna de dichas conductas conlleva a una disrupcién del equilibrio social.

Los factores que regulan la expresion final de las conductas sociales son multiples y
dependen del contexto en el que ocurren. Tradicionalmente, la variabilidad de las conductas
sociales se ha considerado desde los puntos de vista evolutivo y ecoldgico segun los cuatro
planteamientos estructurales de Tinbergen (1963) para el entendimiento de la diversidad
conductual: 1) causas inmediatas: mecanismos y desarrollo, 2) causas Ultimas: funciones

adaptativas y filogenia. Las causas inmediatas de la conducta se deben a factores fisiologicos,



hormonales y genéticos, incluso a la interaccion entre ellos. Desde el punto de vista evolutivo,
el desarrollo de las conductas sociales comprende las teorias del desarrollo tanto ontogenético
como filogenético. En efecto segln la teoria de Haeckel que dice “la ontogenia recapitula la
filogenia” (Pellegrini y cols. 2007). Esto significa que el desarrollo ontogenético de cierta
conducta afecta a la siguiente y ésta a la subsiguiente hasta que conforman parte de la historia
filogenética a través de cientos de generaciones. Visto desde otro punto de vista, las causas
funcionales de las conductas implican la influencia de la conducta misma en la supervivencia
y reproduccion. Finalmente, la historia filogenética de las conductas son Utiles para obtener
informacion de las ganancias o pérdidas evolutivas de una huella conductual (Tinbergen
1963). De este modo, la conducta copulatoria de un macho dominante depende del contexto
social en que se encuentre. Se expresara si hay una o varias hembras receptivas. Su ejecucion
sera influenciada por la presencia de otro macho subordinado o dominante, asi como también,
de si el macho esté en territorio propio o ajeno. La conducta social les sirve a los machos
para aparearse el mayor nimero de veces con hembras distintas y asi perpetuar sus genes
(Garcia-Leal y cols. 2005). Asi mismo, para preservar la vida, conseguir alimento, mantener
el estatus social y delimitar el territorio. Cabe afadir que, en los sujetos dominantes la
concentracion de testosterona es alta, en tanto que en los subordinados es baja (Garcia-
Castells 2002).

Las interacciones sociales consisten en el despliegue de una gran variedad de
conductas, en las que estan involucrados distintos sustratos anatomicos, que son propios de
uno u otro género. Tal dimorfismo sexual se refiere a las diferencias en la anatomia, fisiologia
y conducta entre machos y hembras (Keller 1988). El tamafio del cuerpo y del cerebro de
los machos generalmente es méas grande que el de las hembras. Las diferencias en el tamafio
de determinados ndcleos nerviosos tanto cerebrales como espinales se deben al nimero y
tamafio de las neuronas que los constituyen. La mayoria de las regiones sexualmente
dimorficas del cerebro pertenecen al hipotdlamo y al sistema limbico (Dulce-Madeira y
Lieberman 1995). El area predptica fue la primera en describirse como sexualmente
dimorfica y continda siendo uno de los ejemplos més claros de dimorfismo tanto en animales
de laboratorio como en humanos (Gorski y cols. 1978, Swaab y Fliers 1985). De igual
manera, los nucleos espinales también presentan diferencias sexuales, particularmente las

motoneuronas del Nucleo Bulbocavernoso (Breedlove y Arnold 1980, McKenna y Nadelhaft
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1986, Breedlove y Hampson 2002). Estas motoneuronas se localizan en el asta ventral de la
sustancia gris de la médula espinal (Hart y Melesse d” Hospital 1983, Lucio y cols. 2004), en
la rata macho, en los segmentos espinales lumbares 5-6 (Breedlove y Arnold 1980). Este
nucleo motor espinal regula la contraccion de un musculo perineal estriado llamado
bulbocavernoso cuya contraccion facilita la ereccion peneana y la expulcion seminal (Sachs
1982, Hart y Melesse d” Hospital 1983, Holmes y cols.1991). En la rata hembra este nicleo
es de menor tamafio que en el macho (Breedlove y Hampson 2002; Fig. 1).

Fig. 1 Cortes transversales del segmento espinal lumbar 6. A) Segmento espinal de
hembra en el que se observan motoneuronas del nucleo bulbocavernoso, los somas son
pequefios y dispersos. B) Segmento espinal de macho en el que se observa mayor nimero
y tamafio de los somas de las motoneuronas del mismo nicleo espinal (resaltadas con el
cuadro). Modificado de Breedlove y Hampson 2002.

Los circuitos cerebrales y espinales asociados con las conductas sexuales exhiben
diferencias estructurales que se correlacionan con el sexo, la preferencia sexual o la identidad



de género (Segovia y Guillamon 1993). En los roedores, el dimorfismo sexual de estos
circuitos nerviosos ocurre durante el periodo perinatal (Keller 1988), interviniendo factores
hormonales, sensoriales y sociales (Parra y cols. 2009). Las diferencias en los circuitos
nerviosos permiten el comportamiento sexual distinto entre machos y hembras, tal como
sucede con la conducta copulatoria (Reinicsh y cols. 1991, Keller 1988). La conducta
copulatoria incluye patrones conductuales estereotipados que identifican a la hembra del
macho. La hembra despliega la conducta receptiva: lordosis, y las conductas proceptivas:
saltos, carreras en zig-zag y movimientos acelerados de la cabeza. Y el macho muestra las
conductas de monta, intromisién y eyaculacion. Este texto se enfocara en aquella de los

machos.

1.2 Conducta Copulatoria Masculina

La conducta copulatoria de la rata macho se reconocer porque es similar a la de otros
machos de mamiferos, incluye la ejecucion de tres patrones conductuales identificados como
monta, intromision y eyaculaciéon (Fig. 2). Durante la monta, el macho sujeta y palpa los
flancos de la hembra con los miembros anteriores y realiza movimientos pélvicos repetitivos
hacia adelante y hacia atras sobre la grupa femenina, seguidos de la desmonta lenta. Los
patrones de intromision inician como los de monta, el Gltimo de ellos termina con un
movimiento rapido y profundo que coincide con la insercion del pene en la vagina, seguido
de la desmonta brusca y el auto-acicalamiento genital. Después de varias montas y de 8-12
intromisiones, el macho realiza el patrén conductual eyaculatorio. Dicho patrén incluye los
movimientos pélvicos, la insercion peneana y la expulsion del fluido seminal, durante la cual
se observa un movimiento pélvico mas profundo y sostenido que el de la intromision. Una
vez ocurrida la deposicion de semen en la vagina, el macho eleva el tronco y realiza un
movimiento lateral lento de los miembros anteriores. La desmonta lenta es seguida del

autoacicalamiento genital (Larsson 1956).



Fig. 2 Patrones conductuales copulatorios. A) Patron conductual de monta. B) Patron
conductual de intromision. B) Patron conductual de eyaculacion.

La ejecucion de montas e intromisiones que culminan con la eyaculacion constituyen
una serie eyaculatoria. Posterior a la eyaculacion sigue el intervalo posteyaculatorio (IPE),
durante el cual el macho permanece refractario (tiempo necesario para sentir excitacion
sexual y tener una ereccion tras eyacular) a la estimulacion sexual (Fig3). EI nimero y curso
temporal de estas respuestas permite reconocer y cuantificar algunos parametros copulatorios
que se ocupan para evaluar la conducta copulatoria masculina (Morali 1991, Lucio y Tlachi-

Lopez 2008) tales como:

Latencia de Monta (LM). Intervalo de tiempo que transcurre desde que se introduce
la rata hembra en el redondel de observacion, donde se encuentra el macho, hasta que éste
realiza el primer patrén de monta (Fig. 3). De todos los parametros copulatorios, la latencia
de monta, es considerada como indicador para evaluar la motivacion sexual del macho ya
que éste al realizar la monta no requiere de ereccion peneana o de que la hembra realice
alguna postura que permita que la insercion peneana ocurra. Se considera que entre mas
reducida es la latencia de monta, mas motivado se encuentra el macho. En general, la latencia

de monta de los machos intactos y con experiencia es de escasos segundos.

Latencia de Intromisién (LI). Intervalo de tiempo que transcurre desde que se
introduce a la hembra en el redondel, hasta que el macho realiza el primer patrén de
intromision (Fig. 3). La latencia de intromision puede reflejar la rapidez que tiene el macho



para presentar la primera ereccion que le permita insertar el pene en la vagina. Cominmente,
los machos intactos y expertos sexualmente tienen latencias de intromision de pocos

segundos e incluso pueden iniciar la copula con el patron de intromision.

Latencia de Eyaculacion (LE). Intervalo de tiempo que transcurre entre el primer
patrén de intromision y el patron de eyaculacién (Fig. 3). La latencia de eyaculacion de un
macho intacto y con experiencia sexual puede ser de corto o largo tiempo sin que ello
implique que sea mas 0 menos efectivo. Simplemente, hay machos que eyaculan mas rapido
que otros. A medida que los machos van adquiriendo experiencia copulatoria puede ir
reduciendo la latencia de eyaculacién, otros en cambio, a pesar de la experiencia mantienen

latencias mayores (Dewsbury 1969).

Ndmero de Montas (NM). Numero de veces que el macho despliega este patron
conductual por serie eyaculatoria. Cuando el nimero de montas es elevado es posible que la
sensibilidad del pene esté disminuida debida a alguna manipulacién.

Numero de Intromisiones (NI). Numero de veces que el macho despliega este patron
conductual por serie eyaculatoria. EI nimero de intromisiones es considerado como una
medida de la excitacion para alcanzar el umbral de eyaculacion. Sin embargo, no puede
decirse que un macho que realiza tres intromisiones antes de eyacular es mas o menos potente

que otro macho que realiza trece 0 mas intromisiones.

Utilizando dos de estos los parametros (N1 y NM) se calcula el indice de Intromision
(I1). NI/NM+NI. Dado que es un indice, el resultado tiene un valor entre 0 y 1. El indice de
intromision se conoce también como eficiencia copulatoria del macho y refleja su potencial
eréctil aunque también puede expresar la conducta femenina. Si por alguna manipulacion o
inadecuada induccion del estro, la hembra es poco responsiva, provoca que la eficiencia
copulatoria del macho disminuya. Se considera que un macho tiene un adecuado potencial
eréctil cuando el valor del indice de intromision es mas cercano a 1 (Lucio y Tlachi-Lopez
2008).
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Fig. 3. Esquema que ejemplifica la secuencia de conducta copulatoria de la rata macho sobre
una linea de tiempo en minutos. Las abreviaturas indican las medidas temporales utilizadas
para analizar la copula experimentalmente. LM: latencia de presentacion de la primera
monta, LI: latencia de presentacion de la primera intromision, LE: latencia para alcanzar la
eyaculacion, IPE: duracion del intervalo post-eyaculatorio. Las respuestas de monta,
intromision y eyaculacién se distinguen por medio de barras de distinto grosor.

Durante el patron conductual de intromision y eyaculacion ocurren funciones
fisiol6gicas que favorecen la ereccion peneana y la eyaculacion e implican la participacion
coordinada de la musculatura lisa del tejido eréctil, de los vasos sanguineos y de la
musculatura estriada del periné (Lucio y cols. 2006). La ereccion se define como la
tumescencia y rigidez del pene (Benson 1988) y su duracion depende del tipo de pene, la mas
prolongada es la del pene del tipo vascular. Durante las inserciones del pene en la vagina se
depositan pequefas secreciones provenientes de las glandulas bulbouretrales que limpian la
uretra del macho de restos de orina y favorecen el transporte de los espermatozoides a lo
largo de este conducto. Las estructuras que participan en la ereccion estan bajo el control
tonico inhibitorio de estructuras supraespinales, tales como el nucleo paragigantocelular de

la médula oblonga (Marson y McKenna 1992).

Después de un numero previo de intromisiones (tipicamente de 8-12), el macho logra

la eyaculacién (Larsson 1956). La eyaculacién comprende dos fases: la primera es la emision



gue comprende el cierre del cuello vesical, la confluencia de las secreciones de las diferentes
glandulas sexuales accesorias en la uretra proximal y el transporte de los espermatozoides
por el vaso deferente desde la cauda epididimaria hasta la uretra proximal. Las secreciones
de las glandulas constituyen el plasma seminal; el plasma mas los espermatozoides forman
el liquido seminal o semen. El plasma contiene diversas enzimas, azucares, lipidos,
oligoelementos y otras sustancias que proporciona a los espermatozoides un medio nutritivo
y protector para su supervivencia y su desplazamiento durante su recorrido por el tracto
reproductor femenino hasta el 6vulo. Las secreciones glandulares son provistas en una
secuencia especifica en la uretra-prostatica, a través de contracciones fasicas de las glandulas
y conductos respectivos (Clément y Giuliano 2011). La segunda fase de la eyaculacion es la
de expulsién seminal. Se refiere a la salida del liquido seminal hacia el exterior por el meato
urinario y depende principalmente de la contraccion de los musculos bulboesponjosos,
aungue también del dartos (capa del masculo liso que recubre la cara interna de la piel que
constituye al escroto). Al contraerse el dartos y el cremaster (capa del musculo estriado), los
testiculos se acercan al cuerpo y la musculatura lisa que rodean al epididimo y vaso deferente,
impulsan los espermatozoides hacia la uretra-prostatica. Posteriormente, las contracciones de
la musculatura estriada, del isquiocavernoso y buboesponjoso favorecen la contraccion de
los diverticulos uretrales. Estas contracciones expulsan el semen (espermatozoides y plasma

seminal) por el meato urinario hacia el exterior (Lucio y cols. 2013).

El semen de la rata macho contiene enzimas que coagulan el fluido seminal en la
vagina, de modo que se forma un tapon seminal que facilita el transporte espermatico
transcervical. Asi, el tapon seminal tiene un papel muy importante para inducir la prefiez
(Matthews y Adler 1978, McClintock y cols. 1982). El tapon también tiene la funcion de
dificultar que otro macho insemine a la hembra recién eyaculada. Para ello, debe retirar el
tapén seminal del macho que le antecedid, 3-4 intromisiones son suficientes para retirar el
tapén de la vagina (Matthews y Adler 1978, Lucio y cols. 1994, Lucio y cols. 2014). Si el
desprendimiento del tapon ocurre en los primeros 5 min después de la eyaculacion, el
transporte espermatico es interrumpido o incluso no ocurre (Lucio y cols. 2014). Por lo que,
el intervalo posteyaculatorio que dura entre 5y 10 min evita al macho retirar su propio tapén

antes de que ocurra el transporte espermatico (Beach y Jordan 1956).



1.3 Experiencia Temprana y Desarrollo de las Conductas Sociales

La expresion de las conductas sociales esta influenciada por la experiencia sensorial,
social y hormonal durante el periodo postnatal pre-destete (Moore y Power 1992). La
experiencia sensorial es otorgada por la madre mediante la conducta materna y por los
hermanos de camada mediante la interaccion social. Durante la interaccion madre-hijos
ocurre el intercambio de estimulos sensoriales. La estimulacion olfativa es de las crias hacia
la madre y de la madre hacia las crias; la estimulacién tactil durante los lamidos sobre la
region perineal de la madre a las crias y la estimulacion social durante el apelotonamiento
entre los hermanos de camada para termorregular la temperatura corporal (Moore 1984, Brike
y Sadle 1987).

La rata de laboratorio ha sido ampliamente socorrida en los estudios de la interaccién
entre la madre y las crias. Cuando esta interaccion es alterada mediante manipulaciones
experimentales, como la separacion materna, se modifica positiva 0 negativamente el
desarrollo de los sistemas sensoriales (Rhees y cols. 2001, Akbari 2008). La separacion
materna puede ser parcial o total. La separacion materna parcial consiste en sustraer a las
crias del nido durante 15 min y después regresarlas a lo largo de los 21 dias de lactancia. La
separacion materna total consiste en sustraer a las crias del nido a partir del cuarto dia
postnatal, durante las 24 h de los 21 dias de lactancia. Tal manipulacion obliga a utilizar un
sistema de crianza artificial que proporcione calor, proteccion y nutrientes a las crias hasta el
destete (22 dias de edad) (Fleming y cols. 2002).

La separacion materna parcial causa alteraciones fisiolégicas y conductuales a largo
plazo en los individuos (Hull y cols. 1984). También produce estrés debido a los cambios de
la temperatura corporal y a los periodos de privacion de nutrientes. En contraste, la
separaciéon materna total no produce tal estrés (Hall 1998), aunque los individuos
presentan: 1) deficiencia de atencion e hiperactividad (Melo y cols. 2009, Gonzalez y cols.
2001), 2) deficiencia de aprendizaje social (Lévy y cols. 2003), 3) reduccion de la respuesta
inhibitoria al prepulso (elemento utilizado como modelo de esquizofrenia; Lovic y Fleming
2004) y en la conducta materna (Gonzalez y cols. 2001; Gonzélez-Mariscal y Kinsley 2009),
4) cambios en la respuesta a las anfetaminas (Lovic y cols. 2006), 5) incremento en la

respuesta al estrés (Gonzalez y cols. 2001), 6) reduccion en los niveles de sinaptosina
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(proteina de las sinapsis), N-CAM (moléculas de adhesion celular), GAP-43 (proteinas para
la elongacion de los axones) y factor neurotréfico en varias regiones cerebrales como la
corteza prefrontal y el ndcleo accumbens (Chatterjee y cols. 2007), 7) incrementa las
conductas agresivas de las hembras no-gestantes (Melo y cols. 2006) y gestantes (Melo y
cols. 2009) y 8) mayor impulsividad (Lovic y cols. 2011). Interesantemente, la provision de
estimulos tactiles (con una brocha de pelo de camello) o sociales (con el acompafiamiento de
crias de la misma edad) durante el periodo de aislamiento, previenen parcialmente algunos

de los efectos negativos de la separacion materna total (Lenz y cols. 2007).

En las especies altriciales como la rata, la interaccion social inicia desde el momento
del nacimiento y a partir de ahi, el recién nacido recibe gran cantidad de estimulos sociales y
sensoriales de la madre y de sus hermanos de camada. Se habia propuesto que las conducta
de apelotonamiento solo servia para regular la temperatura corporal de las crias, i.e., no existe
una interaccion social per se. No obstante, el contacto entre los hermanos mediante el
apelotonamiento tiene un rol social que influye en el desarrollo de las crias. Después del
destete, la interaccion social con sus co-especificos continda, aunque se transforma en
conductas de juego-lucha, que son esenciales para el desarrollo de las conductas agonistas
(Panksepp 1981). Un animal juvenil que esta aislado socialmente, no puede jugar con sus co-
especificos, i.e., no interacciona con ellos. Es por ello que cuando el individuo aislado alcanza
la etapa adulta presenta alteraciones conductuales. Los machos muestran alteraciones en la
conducta copulatoria masculina (Harlow 1986); ademé&s son agresivos (Potegal y Einon
1989). Esto indica que la experiencia social con los hermanos de camada, durante los
periodos pre-destete y juvenil, son importantes para desarrollar adecuadamente las conductas

afiliativas y agonistas.

Durante el periodo postnatal temprano, la madre acarrea a las crias al nido, las
amamanta y las agrupa dentro del nido para efectos termorregulatorios. Ademas, les lame el
cuerpo, particularmente la region perineal proveyéndoles estimulacion sensorial tactil. El
lamido perineal induce los reflejos de miccién y defecacion, por un lado (Gonzéalez-Mariscal
y Kinsley 2009, Gonzélez-Mariscal y Melo 2012). Por el otro, la estimulacion tactil al periné
es requerida para el desarrollo del Ndcleo Espinal del Bulbocavernoso (SNB por sus siglas

en inglés). Se trata de un grupo de motoneuronas sexualmente dimorficas, que controlan los
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reflejos peneanos durante la copula (Moore 1984). Es dificil observar tales respuestas
peneanas durante la copula porque su duracion es de milisegundos (Lenz y cols. 2008). Sin
embargo, pueden ser inducidos y observados fuera del contexto copulatorio mediante la
retraccion prepucial e incluyen movimientos rapidos del pene “quick flips”, extensiones
peneanas “long flips” y erecciones intensas “cups” (Leipheimer y Sachs 1988). Los “quick y
long flips” ocurren durante las intromisiones, sirven para localizar primero el orificio vaginal
y luego para introducir el pene en la vagina. Los “cups” ocurren durante la expulsion seminal
durante la eyaculacion. Los estudios electromiograficos en los que se insertan cronicamente
electrodos de registro en los musculos perineales muestran que los reflejos peneanos,

efectivamente se presentan durante la copula (Holmes y cols. 1991).

Se sabe poco acerca de los efectos de la privacion de estimulos maternos y de los
hermanos de camada durante el desarrollo postnatal temprano sobre la expresion de los
patrones conductuales copulatorios en los machos adultos y sobre las caracteristicas del

eyaculado.

2.ANTECEDENTES

Es preciso recordar que la conducta materna de la rata incluye la estimulacién perineal a
las crias para inducir los reflejos de miccién y defecacion (Gonzalez-Mariscal y Kinsley
2009, Gonzélez-Mariscal y Melo 2012). No obstante, las crias macho, son las que reciben
mayor frecuencia y tiempo de estimulacién en la regién perineal que a las hembras (Moore
y Morelli 1979). Por lo anterior, Moore y sus colaboradores (1984, 1986), asi como Brike y
Sadler (1987) disefiaron experimentos muy ingeniosos para dilucidar la importancia de la
experiencia sensorial tactil perineal sobre el despliegue copulatorio en la rata macho. El
primer hallazgo fue que las madres a las que les provocaron anosmia realizaron menor
namero de lamidos perineales a las crias macho. A tales crias les permitieron alcanzar la
madurez sexual y les realizaron la orquidectomia para luego ser tratados con testosterona.
Tales machos mostraron mayor duracion en las latencias de eyaculacion, intervalos
interintromision, asi como en los periodos posteyaculatorios (Moore 1984). También se

encontré que los machos adultos sometidos a la separacion materna parcial, presentan estrés
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cronico (Lamanowska 2011). Se evidencié ademas que tal separacion altera la conducta
copulatoria de los machos porque provoca mayores latencia de monta e intromision y menor
porcentaje de individuos eyaculadores (84% de machos controles vs 50% de los machos con
separacion maternal; Rhees 2001). Los autores indican que se debe a la desnutricion y estres
(McCormick y cols. 1998). Finalmente, Brike y Sadler (1987) evaluaron el cambio de olores
de las crias sobre los estimulos que la madre les provee, y observaron que al aplicar perfume
sobre el area perineal disminuyeron los lamidos a esta. Ademads, cuando estos machos
alcanzaron la madurez sexual mostraron parametros copulatorios similares a los encontrados
por Moore (1984). Asi, ambos estudios constatan que los lamidos en la region perineal
durante el periodo postnatal predestete influyen sustancialmente en la regulacién de la
copula. A pesar de esto, en estos disefios experimentales no se controlan los estimulos que
las crias reciben durante este periodo, ya que aun reciben lamidos de la madre y estimulos de
los hermanos de camada. Ademas, considerando que el disefio de la separacion materna
parcial no es la manipulacion adecuada para determinar efectos conductuales. Esto nos hizo
considerar que utilizando la separacion materna total (disefio que en nuestro laboratorio
utilizamos) junto con la crianza artificial es mejor para evaluar la participacion de los
estimulos sensoriales y sociales provenientes de la madre y de los compafieros de camada.
Nuestra manipulacién garantiza ausencia de desnutricion y estreés (Fleming y cols. 2002,
Melo y cols. 2006, 2009; Lomanowska y cols. 2011). En estudios previos se ha encontrado
que los machos sometidos al sistema de crianza artificial tienen mayor latencia en las
respuestas peneanas ex-cépula asi como, menor ramificaciones dendritica de las neuronas
del nacleo bulbocavernoso espinal, estructura que involucrada en los reflejos peneanos ex-
copula, de igual manera regula la contraccion del mdsculo perineal estriado Ilamado
bulbocavernoso cuya contraccion facilita la ereccion peneana y la expulsion seminal (Sachs
1982, Hart y Melesse d” Hospital 1983, Holmes y cols.1991, Lenz y cols. 2008; Fig. 4). Asi
mismo, se ha encontrado menor inmunoreactividad a la proteina c-fos en el area predptica
media, que participa en la regulacion de la conducta copulatoria masculina (Akbari y cols.
2008). Estos antecedentes muestran que el Sistema de crianza artificial estructuras

involucradas en la copula masculina.
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Machos con poca

) ., Machos control
estimulacion

Fig. 4 Microfotografias de campo oscuro de secciones transversales de segmentos espinales
lumbares de rata macho criada artificialmente que recibio poca estimulacion tactil (izquierda)
y un macho control criado por su madre (derecha). Modificado de Lenz y cols. 2008.

Recapitulando, el hecho que los reflejos ex-copula estén disminuidos y que las
motoneuronas que regulan la contraccion del masculo bulboesponjoso sean de menor tamafio
y menor ramificacion debido a la falta de estimulacién anogenital provista por la madre a las
crias macho, hace suponer que es posible que no se expresen los patrones conductuales de
intromision y de eyaculacién y que los parametros copulatorios podrian estar modificados.

En estudios preliminares con machos sometidos a la separacion materna total y
criados artificialmente encontramos que pocos adquieren experiencia copulatoria, mas aun
pocos despliegan el patron conductual de eyaculacion, aquellos que lo hacen presentan mayor
namero de montas y largas latencias de intromisién, a pesar de haber sido expuestos a cuatro
pruebas copulatorias (Aguilar 2012). En animales intactos, cuatro pruebas son suficientes
para adquirir experiencia copulatoria (Lucio y Tlachi-Lopez 2008) y presentar el fenotipo
copulatorio. Es posible que el nimero de pruebas para los machos que han sido aislados de

su madre y hermanos, sea insuficiente para adquirir la experiencia sexual requerida y
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establecer el fenotipo copulatorio. Por ello, en el presente trabajo consideramos que duplicar
el tiempo de entrenamiento copulatorio para que los animales aislados adquieran experiencia
sexual; ademas, decidimos analizar el eyaculado. Considerando que la estimulacién de la
region perineal de la cria macho es crucial para que exprese la conducta copulatoria
estimulamos en las crias aisladas el periné, supliendo asi el lamido genital que realizan las
madres a sus crias. De igual manera, es valido pensar que el los parametros espermaéticos de
los machos aislados estén siendo afectados debido a la atrofia de las estructuras involucradas
con la expulsion seminal (ramificacion dendritica de las neuronas del ndcleo bulbocavernoso

espinal, Lenz y cols. 2008).

3. HIPOTESIS

- El incremento en el nimero de encuentros copulatorios, provocara que los machos
sometidos al aislamiento socio-materno postnatal predestete expresen, cuando
adultos, conducta copulatoria similar a aquellos criados por su madre.

- Laestimulacidn tactil perineal y/o corporal, que simule el lamido maternal, provocara
que los machos sometidos al aislamiento socio-materno postnatal predestete
expresen, cuando adultos, conducta copulatoria similar a aquellos criados por su
madre.

- El aislamiento socio-materno postnatal predestete de la rata macho disminuira los

valores de los parametros seminales.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar si la estimulacion téctil perineal y corporal que simule el lamido maternal
mas el incremento a ocho encuentros copulatorios provoca que los machos sometidos al
aislamiento socio-materno postnatal expresan, cuando adultos, conducta copulatoria similar

a aquellos criados por su madre.

4.2 Objetivos Particulares

1) Determinar si la estimulacion tactil perineal durante el aislamiento socio-materno
postnatal predestete previene los efectos negativos del aislamiento favoreciendo la
culminacion de series copulatorias de machos adultos, a los que se les permita realizar hasta

ocho encuentros copulatorios.

2) Demostrar si la estimulacion téctil corporal durante el aislamiento socio-materno
postnatal predestete previene los efectos negativos del aislamiento favoreciendo la
culminacion de series copulatorias de machos adultos, a los que se les permita realizar hasta

ocho encuentros copulatorios.

3) Evaluar si el aislamiento socio-materno postnatal predestete afecta la cuenta

espermatica y tamafio del tapon seminal, del octavo encuentro copulatorio.
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5. METODOLOGIA

5.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho del Centro de Investigacion en Reproduccion Animal
de Ixtacuixtla, Tlaxcala. Las ratas crias fueron sometidas al aislamiento social temprano y
crianza artificial durante el periodo postnatal temprano hasta el destete. Una vez destetados,
los crios machos fueron alojados en jaulas individuales de acrilico transparente (plexiglas;
44 cm de largo x 28 cm de ancho x 19.5 cm de altura) dentro del bioterio. Se mantuvieron a
23+1°C, con humedad de 50-60% y ciclo luz-obscuridad invertido. La luz se apagaba a

las1500 h. El agua y alimento (Purina) se les proporcion6 ad libitum.

5.2 Disefio Experimental

En el dia del parto, la camada fue ajustada a 8 crias (cinco machos y tres hembras). En el
dia 4 postnatal, tres machos se retiraron del nido y fueron anestesiados con 1-2 ml de
metoxifluorano (Metofane, CDMV, Inc). Se les implantd un catéter de polietileno PE10 en
la mejilla, segun procedimiento de Lomanowska y cols. (2011). Las dos machos implantadas
fueron colocadas dentro del sistema de crianza artificial, con temperatura controlada y

alimentadas con una formula lactea. Se mantuvieron ahi durante 18 dias.

5.3 Crianza Artificial

Después del implante del catéter de polietileno PE10, las crias se alojaron
individualmente en recipientes de plastico (15 cm de altura x 10 cm de diametro) flotando en
un contenedor (25cm de alto, 75cm de frente y 32cm de fondo) con agua caliente (36-40°C),
dentro de un cuarto mantenido a 24-25°C y con humedad de 46-48%. El catéter PE10 se
conecto a otro catéter de mayor calibre (PE-50) y éste a su vez a una jeringa de 10 ml con
formula tibia la cual estuvo montada sobre una bomba de infusién programable Harvard
Mod. PH2000. Esta ultima fue programada para infundir leche durante 10 min cada hora

durante las 24 h del dia. El volumen y la velocidad de infusion se calcularon segun el peso
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promedio de las crias conectadas a la bomba. El primer dia de aislamiento (dia postnatal 4),
las crias recibieron un volumen de leche igual a 33% de peso corporal promedio, tal cantidad
se incrementd 1% cada dia. Cada mafiana las crias se desconectaban de la bomba y se
pesaban. Los catéteres se limpiaron con agua caliente, las jeringas se reemplazaron por otras
nuevas con formula tibia, finalmente, las crias se reconectaron a la bomba infusora de leche.
La velocidad de infusién se re-calcul6 de acuerdo con el nuevo peso promedio de las crias.
En el dia 22 postnatal, las crias fueron destetadas (tanto aquellas criadas por su madre como

las mantenidas en el sistema de crianza artificial).

5.4 Grupos Experimentales

Las crias macho se mantuvieron aisladas durante el periodo postnatal. Por eso, cada cria
fue colocada sola dentro de un recipiente individual de plastico en el sistema de crianza
artificial. A los 4 dias de vida postnatal fueron asignadas a uno de estos grupos: 1) Criados
Artificialmente (CA; n=8). 2) Criados Artificialmente con estimulacion en la region
Perineal (CA-Perineal; n=8). Las crias recibieron estimulacion perineal. 3) Criados
Artificialmente con estimulacion Corporal (CA-Corporal; n=8). Las crias macho de estos
grupos (CA, CA-Perineal y CA-Corporal) recibieron la estimulacién por 90 segundos, cada
3 h, durante 24 h mientras se mantuvieron en el sistema de crianza artificial, es decir, desde
el dia 4 hasta el 22 de vida post-natal. La estimulacion se realizé utilizando un pincel himedo
con cerdas de camello, simulando el lamido que realiza la madre (Fig. 5). Cabe enfatizar que
todas las crias macho de esos tres grupos se mantuvieron aisladas, es decir, sin la presencia
de la madre ni hermanos de camada durante la crianza artificial y que recibieron la
estimulacidn perineal minima necesaria (dos veces al dia, durante 90 segundos). Ademas de
los tres grupos criados artificialmente, se formo el de Criados Maternalmente (CM; n=8),
estos machos fueron criados por su madre desde el dia 1 hasta el dia 22 postnatal. En el dia
22 postnatal, los machos de todos los grupos fueron destetados y alojados en jaulas de acrilico
con dos o tres co-especificos de la misma edad y se inicid la transicion de ingestion
alimenticia con una mezcla de formula lactea y alimento pulverizado. Permanecieron asi

hasta el momento en que fueron probados conductualmente (3 meses de edad).
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Fig. 5 Grupos experimentales. A) Cria aislada dentro de un contenedor. B) Cria aislada
que recibid estimulacién en la region perineal. C) Cria aislada que recibio estimulacion
corporal.

5.5 Preparacion de la Leche Artificial

La férmula lactea fue provista por la Universidad de lowa, EUA (Dieta Messer; Messer
y cols. 1969) cuya férmula contiene: ZnSO4, CuSO4, FeSO4, KCI y MgCI2, ademas
administramos, metionina, triptéfano, vitamina Mix, fosfato de calcio tribasico y &cido
deoxicolico (Sigma) y leche evaporada Carnation, agua estéril, proteina de soya, aceite de

maiz.

5.6 Ovariectomias e Induccion de Estro

Las ratas hembra de 200 g de peso corporal fueron anestesiadas con ketamina (0.6 ml/kg)
y rompun (0.375 ml/kg), rasuradas en ambos flancos. Se les hizo una incisién de 1 cmen la
piel de los flancos y luego en el masculo abdominal transverso. Se introdujeron unas pinzas
para localizar el ovario, mismo que después de ser ligado fue extraido. Posteriormente, se
suturaron el masculo y la piel. El procedimiento se repiti6 para el lado contralateral. Después
de dos semanas de recuperacion operatoria, se les administrd, de manera subcutanea, 10 ug
de benzoato de estradiol y 48 h después 2 mg progesterona (Sigma). A la semana siguiente

se repitid la administracion hormonal, en la misma secuencia para inducir el estro conductual.
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5.7 Evaluacién de la Conducta Copulatoria Masculina

Los machos de los cuatro grupos (CM, CA, CA-Perineal, CA-Corporal) cuando
cumplieron 3 meses de edad (300 g de peso corporal) fueron sometidos a ocho pruebas de
entrenamiento copulatorio, con intervalo de dos-tres dias entre ellas. Las pruebas se
realizaron durante la fase oscura del ciclo de luz-oscuridad. Se utiliz6 un cilindro de plexiglas
(60 cm de altura x 60 cm de didmetro), dentro del cual se colocé al macho durante 5 min para
su habituacion y posteriormente a una hembra ovariectomizada con estro inducido. Las
pruebas copulatorias finalizaron a los 15 min si el macho solo realizaba montas o no ejecutaba
ningun patron copulatorio. A los 30 min después de la primera intromisioén aunque no hubiera
eyaculacion, o bien en el momento cuando el macho presentaba el patron conductual de
eyaculacion (Lucio y cols. 1994). Las pruebas fueron de una serie eyaculatoria y se
registraron los pardmetros copulatorios convencionales: Latencia de monta, de intromision y
de eyaculacion; asi como el nimero de montas e intromisiones. Ademas se calculd el indice

de intromision.

5.8 Espermatobioscopia Indirecta en la Octava Prueba Copulatoria

En la octava prueba copulatoria, las hembras que copularon con aquellos machos que
presentaron el patron conductual de eyaculacion fueron sacrificadas para obtener de ellas el
fluido contenido en los cuernos uterino y el tapdn seminal para realizarles la
espermatobioscopia indirecta llamada asi debido a que la muestra de semen no se toma
directamente del macho sino que se extrae de los cuernos uterinos de la hembra. Tras la
eyaculacion se dejaron transcurrir 5 min para que sucediera el transporte espermatico
transcervical. Posteriormente, a la hembra anestesiada con pentobarbital sédico (26 mg/kg
peso corporal, i.p.) se le extrajeron los cuernos uterinos y se colocaron en una caja Petri (con
solucion salina a 37°C) para retirarles el tejido graso y vasos sanguineos adyacentes.
Después, se realiz6 una incision en el extremo distal de cada cuerno uterino para verter el
contenido en un tubo para microcentrifuga, mantenido en un bafio térmico a 36x1°C.

Inmediatamente después, se evalud la Cuenta espermatica: se refiere a la estimacion del
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namero de espermatozoides contenidos en el fluido uterino. Se expresd en millones de
espermatozoides/ml (Lucio y cols. 2009).

El tapdn seminal se obtuvo de la vagina, para ello, se separé la sinfisis pubica y se
realizé una incision longitudinal en la pared vaginal. Con una espatula se desprendié el tapon
de las paredes vaginales y cervix. Se determinaron:

Peso: Masa del tapon seminal expresada en miligramos y

Tamano (largo y ancho): Medida utilizara un vernier digital y expresado en

milimetros (Lucio y cols. 2009).

5.9 Analisis Estadistico

Se realizo la prueba estadistica de X2 para comparar los porcentajes de machos que
realizaron la serie eyaculatoria completa en al menos las cuatro ultimas pruebas; asi como
para el porcentaje de machos que ejecutaron el patron conductual de eyaculacion en cada
prueba copulatoria.

Mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks y la prueba de homogeneidad de
varianzas de Levene, se determind que los datos seguian una distribucién normal. Por lo
tanto, se utilizO6 ANOVA para comparar la ganancia de peso durante los primeros dias
postnatales de los grupos experimentales, asi como la latencia, la frecuencia y la duracion de
los diferentes pardmetros conductuales entre los cuatro grupos experimentales por cada dia
de prueba. Cuando se encontraron diferencias significativas entre los grupos en un dia
especifico, se utilizd la prueba post-hoc de Tukey para comparar dos grupos independientes.
En todos los casos que mostraron un valor p<0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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6. RESULTADOS

Los sujetos experimentales no sufrieron desnutricion durante el tiempo en el que fueron
sometidos al sistema de Crianza Artificial. No se observan diferencias en la ganancia de peso
entre los machos CM, CA, CA-Perineal y CA-Corporal (Fig. 6).

® CM (n=8)
O CA(n=8)
¥ CA-Perineal (n=8)
A CA-Corporal (n=8)
—~ 50 1
L
L
+ 40 %
<
g 3|
g 2
2 20 - °
2 2
g 5] 2
0 "
5 10 15 22

Edad

Fig. 6 Ganancia de peso de grupos experimentales. Se muestra X + EE., ANOVA.

6.1 Analisis de las Ocho Pruebas Copulatorias de los Machos Criados Maternalmente,
Criados Artificialmente, Criados Artificialmente que Recibieron Estimulacion

Tactil Perineal o Corporal

Se evalu6 la conducta copulatoria de cada uno de los individuos por prueba copulatoria
de todos los grupos experimentales (CM, CA, CA-Perineal y CA-Corporal; Tabla 1). El
grupo CM realiz6 mayor nimero de series eyaculatorias completas en las cuatro ultimas
pruebas con respecto los machos CA y CA-Perineal. En contraste, el 0% de los machos CA
presento el patrén conductual de eyaculacién durante las Ultimas cuatro pruebas copulatorias,
solamente el 12.50% eyaculo en las pruebas 5, 6 y 7. EI macho #6 no copulé en la mayoria
de las pruebas. ElI macho #3 completo la series eyaculatorias en una ocasion y el macho #38
en dos. Respecto al grupo CA-Perineal solamente dos machos ejecutaron el patron

conductual de eyaculacidn, en las cuatro Gltimas pruebas. También se muestran tanto
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a los individuos que realizaron cépulas incompletas y que no copularon. Respecto al grupo
CA-Corporal todos los individuos ejecutaron el patron conductual de eyaculacion en al
menos las cuatro ultimas pruebas.

En la Tabla 2 se muestra el porcentaje de individuos que copularon en al menos las
cuatro Gltimas pruebas. Se encontrd que el porcentaje de machos que completaron las copulas
fue de 100%, 0%, 25% y 100% para los grupos CM, CA, CA-Perineal y CA-Corporal,
respectivamente. Se observo que el porcentaje de machos CM y CA-Corporal fue
significativamente mayor que el de los machos CA y CA-Perineal (p<0.05, para todas las

comparaciones).

6.2 Patron Conductual de Eyaculacion

Se obtuvo el porcentaje de machos (de los grupos CM, CA, CA-Perineal y CA-
Corporal) que presentaron el patron conductual de eyaculacion en cada una de las ocho
pruebas copulatorias. EI porcentaje de machos CM que present6 el patron conductual en la
primera prueba copulatoria fue significativamente mayor (45.45%) a los demas grupos
experimentales (0%; p<0.05). A partir de la segunda prueba el porcentaje de los CA-Corporal
aumento a 40%, siendo estadisticamente igual a los CM. A partir de la segunda prueba
copulatoria los grupos CM y CA-Corporal fueron significativamente mayores que los CA'y
CA-Perineal, (*p<0.05). Se realiz6 la prueba de X2 entre grupos por prueba copulatoria
(Tabla 3).
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Tabla 1 Machos que ejecutaron los patrones conductuales copulatorios.

Macho Pruebas Copulatorias Copulas completas _ Copulas ’Sin
12 3 4 5 6 738 (M+I+E) incompletas (M, I)  copulas
1 |l | E E EEEE 6 2
2 |E E E E EEEE 8
= 3 |E EE E EEEE 8
g 4 |1 EEE EEEE 7 1
s 5 |E E E E EEEE 8
© 6 | EE E EEEE 7 1
7 |[M E E E EEEE 7 1
8 |E E E E EEEFTE 8
1 I M - M - I M - : 3
2 - M - - 5 3
. 3 IMMMM - 1E - 1 5 )
c'i 4 - M - M -MI - 4 4
< 5 I MM - M1 - | 6 5
© 6 M - - - - - - . 1 ;
7 R T T T O I I 8
8 I 1 1 1| EE I I 2 6
1 I - E I - M- - 3 1
< 2 -1 - 1| EEEE 4 2 )
£ S 1 7
i 4 |- I ME I MI I 1 6 L
S 5 |- - - M- 1 3 c
= 6 MMM I I EIM 1 6
© 7 I M ME EEEE 5 3
8 |IM I ME EE I - 3 4 1
1 | EE E EEEE 7 1
2 |[M E E E EEEE 7 1
% 3 I M E E EEEE 6 2
‘_;’ 4 |l | E E EEEE 6 2
% 5 Il 1 E E EEEE 6 2
Q
S 6 | E E E EEEE 7 1
7 |[M E E E EEEE 7 1
8 [M M E E EEEFE 6 2

M=machos que montaron. I=machos que montaron e intromitieron. E=machos que eyacularon.

€9,

=no realizaron ningun patrén copulatorio. Las letras “negritas” se indican los individuos que

ejecutaron el patron conductual de eyaculacion, en al menos, las cuatro Ultimas pruebas copulatorias.
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Tabla 2. Porcentaje de machos que ejecutaron el patrén conductual de eyaculacion en las
Gltimas cuatro pruebas copulatorias.

CM CA CA-Perineal CA-Corporal
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
100% 2 09 2505 100% "

Prueba X?, 2° p<0.05

Tabla 3. Porcentaje de machos de los diferentes grupos experimentales que presentaron el
patrén conductual de eyaculacion.

Grupos Experimentales
Prueba CM CA CA-Perineal CA- Corporal
copulatoria (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
1 50.002 0.002 0.002 0.002
2 87.502 0.00% 0.002° 50.00°
3 100.002 0.00% 12.502 100.00°
4 100.002 0.00% 37.50% 100.00°
5 100.002 12.502 37.50% 100.00°
6 100.002 12.502 50.00% 100.00°
7 100.002 12.502 25.002 100.00°
8 100.002 0.00% 25.00 % 100.00°

Prueba X?, 2p<0.05

6.3 Parametros Copulatorios

Efecto de la Crianza Artificial sobre la Latencia de Monta
Los machos CA mostraron mayor latencia para realizar la primera monta en las
pruebas dos, tres cuatro y seis que los machos CM (p<0.05; ANOVA). Conforme aumentd

el nimero de oportunidades copulatorias, la latencia de monta fue disminuyendo (Fig. 7).

Efecto de la Crianza Artificial méas la Estimulacién Perineal sobre la Latencia de Monta
La latencia de monta de los machos CM versus machos CA-Perineal fue similar

durante las ocho pruebas copulatorias. Exclusivamente en la prueba seis, la latencia de monta
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de los machos CA-Perineal fue significativamente menor que la de los machos CA (p<0.05;
ANOVA; Fig. 7).

Efecto de la Crianza Artificial mas la Estimulacién Corporal sobre la Latencia de Monta

Al comparar la latencia de monta de los machos CM contra CA-Corporal no se
encontraron diferencias significativas en ninguna de las ocho pruebas copulatorias. En la
prueba seis, se observé que la latencia de monta de los CA-Corporal fue significativamente
menor que la de los machos CA (p<0.05; ANOVA; Fig. 7).

B CM (n=8)
400 - Monta C— CA(n=8)
ZZ1 CA-Perineal (n=8)
350 - CA-Corporal (n=8)
m 2
w300
+l
> 250 - I
o))
3
g 200 -
‘S
S 150 4
=
=100 -
50 ~

Fig. 7 Latencia de monta. Existen diferencias significativas entre los grupos CAy CM y CA-
Corporal en la segunda, cuarta y sexta prueba copulatoria. CA-Perineal es significativamente
menor a CA solamente en la sexta prueba. x + EE. Prueba estadistica entre grupos por prueba
de ANOVA *p<0.05 seguida de la prueba post-hoc Tukey.

Efecto de la Crianza Artificial sobre la Latencia de Intromision
Los machos CA mostraron mayor latencia de intromisién en la mayoria de las pruebas

copulatorias. En las pruebas cuatro y seis este grupo mostro significativamente mayor
latencia respecto a los machos CM (p<0.05; ANOVA; Fig. 8).
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Efecto de la Crianza Artificial mas la Estimulacién Perineal sobre la Latencia de Intromision

La latencia de la primera intromision de los machos CA-Perineal fue mayor respecto

a la de los machos CM y CA durante la prueba siete. (p<0.05; ANOVA, Fig. 8).

Efecto de la Crianza Artificial mas la Estimulacion Corporal sobre la Latencia de

Intromisién

Al comparar la latencia para realizar la primera intromisién de los machos CA-

Corporal con los CM no se observaron diferencias significativas. Asi mismo, la latencia de

intromision de los machos CA-Corporal fue menor respecto a la de los machos CA en la

prueba seis (p<0.05; ANOVA). De igual manera, la latencia de intromisién de los machos

CA-Corporal fue menor respecto a la de los machos CA-Perineal en a prueba siete (p<0.05;

ANOVA:; Fig. 8).

.., SN CM (n=8)
Intromision = CA (n=8)

800 1 ;
ZZ3 CA-Perineal (n=8)
700 - CA-Corporal (n=8)

600
500 -
400

300 - l

200 -

Latencia (seg, x = EE)

100 H

Fig. 8 Latencia de intromision. Existen diferencias significativas entre los grupos CA vs
CM y CA-Corporal en la cuarta, sexta y séptima prueba copulatoria. Asi como en la
séptima prueba copulatoria entre los CA-Perineal y CA-Corporal. X + EE. Prueba
estadistica entre grupos por prueba de ANOVA *p<0.05 seguida de la prueba post-hoc
Tukey.
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Efecto de la Crianza Artificial sobre la Latencia de Eyaculacion
Debido a que este parametro fue presentado solamente por los machos que muestran
el patron conductual de eyaculacion, es decir, los del grupo CA en las pruebas copulatorias

cinco, seis y siete, no pudo compararse estadisticamente contra los demas grupos
experimentales (Tablas 1y 2).

Efecto de la Crianza Artificial mas la Estimulacion Perineal sobre la Latencia de
Eyaculacion

No se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales
(Fig. 9).

Efecto de la Crianza Artificial mas la Estimulacion Corporal sobre la Latencia de
Eyaculacion

No se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales
(Fig. 9).

S CM (n=8)
.7 C— CA (n=8)
2000 1 Eyaculacmn ZZ3 CA-Perineal (n=8)
CA-Corporal (n=8)
~ 1750 A —
L
L
+ 1500 ]'.
X<
g 1250 l
.S 1000 A s
= 4
£ 750 -
-
500 1 %
250 A % i

1 2 3 4 5 6 7 8
Pruebas Copulatorias

Fig. 9 Latencia de eyaculacion. No se observan diferencias significativas. x + EE. Prueba
estadistica entre grupos por prueba de ANOVA.
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NUmero (X £ EE)

Efecto de la Crianza Artificial sobre el Nimero de Montas

En la mayoria de las pruebas copulatorias los machos CA ejecutaron menos montas
comparados con los demas grupos experimentales, a excepcion de la sexta y séptima prueba,
en la cual los machos CM realizaron menos montas. A pesar de esto, no se observaron

diferencias significativas a partir de la segunda prueba copulatoria (ANOVA,; Fig. 10).

Efecto de la Crianza Artificial mas la Estimulacion Perineal sobre el NiUmero de Montas
Se compard el nimero de montas de los machos CA-Perineal contra los demas grupos

experimentales y no se encontraron diferencias significativas (Fig. 10).

Efecto de la Crianza Artificial mas la Estimulacién Corporal sobre el Nimero de Montas
Se compar6 el niumero de montas de los machos CA-Corporal contra los demas

grupos experimentales y no se encontraron diferencias significativas. (Fig. 10).

EE CM (n=8)
40 . Montas g gﬁ-ﬁei?r?eal (n=8)
CA-Corporal (n=8)
35 1
30 1
25 1
1
15
10 1
5 |

1 2 3 4 5 6 7 8
Pruebas Copulatorias

Fig. 10 Numero de montas durante las ocho pruebas copulatorias. No se observan
diferencias significativas entre los grupos. x + EE. Prueba estadistica entre grupos por
prueba de ANOVA.
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Efecto de la Crianza Artificial sobre el NUmero de Intromisiones
El nimero de intromisiones de los machos CA en la segunda, tercera y cuarta prueba
copulatoria fue significativamente menor respecto a los machos CM (p<0.05; ANOVA,; Fig.

11). A partir de la quinta prueba copulatoria no se observaron diferencias significativas.

Efecto de la Crianza Artificial més la Estimulacién Perineal sobre el NUmero de
Intromisiones

Al comparar el nimero de intromisiones entre los machos CA-Perineal y los CM se
encontro diferencia significativa en la segunda tercera y cuarta prueba copulatoria, siendo
este ultimo grupo el de valores més altos (p<0.05; ANOVA,; Fig. 11). En las demas pruebas

copulatorias no hubo diferencias.

Efecto de la Crianza Artificial mas la Estimulacion Corporal sobre el Numero de
Intromisiones

Cuando se compar0 el nimero de intromisiones entre los machos CA-Corporal y los
CM no se encontraron diferencias significativas. Asi mismo, se compard este parametro entre
los machos CA-Corporal y CA de la cual se encontré diferencias significativas en la segunda,
tercera y cuarta prueba copulatoria siendo este Gltimo grupo el de valores mas altos. En la
quinta prueba solamente se encontrd diferencias significativas entre el grupo CA-Corporal y

CA siendo este ultimo el de menor numero de intromisiones (p<0.05; ANOVA; Fig. 11).

Ademas de los parametros copulatorios se estimo el indice de Intromision. Para el
caso de los machos sometidos a la crianza artificial se encontrd6 que hubo diferencias
significativas entre los machos CA y CM en las pruebas tres, cuatro, cinco y siete, siendo
este Ultimo grupo el de valores mas altos (p<0.05; ANOVA; Fig. 12). En el caso de los
machos CA-Perineal se encontré que el indice de intromision fue significativamente menor
comparado con el de los machos CM todas las pruebas copulatorias (p<0.05; ANOVA, Fig.
12). Finalmente, se compard el indice de intromision de los machos CA-Corporal contra la
de los machos CM, no hubo diferencias significativas. Asi mismo, este primer grupo
experimental se comparo contra los CA y se observaron diferencias significativas en las

pruebas tres, cuatro y cinco (p<0.05; ANOVA). De igual manera, se realizaron
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NUmero (X + EE)

comparaciones entre los machos CA-Corporal y CA-Perineal y se observd diferencias
significativas en las pruebas tres, cuatro y cinco siendo este Gltimo grupo el de menores
valores (p<0.05; ANOVA,; Fig. 12).

. . S CM (n=8)
Intromisiones 3 CA (n=8)
40 1 772 CA-Perineal (n=8)
CA-Corporal (n=8)
35 -
30 -
25 1
20 1
15 1
10 1
5

1 2 3 4 5 6 7 8
Pruebas Copulatorias
Fig. 11 NUumero de intromisiones durante las ocho pruebas copulatorias. Existen diferencias
significativas entre los grupos CA y CA-Perineal vs CM y CA-Perineal desde la segunda
hasta la cuarta prueba copulatoria. Asi mismo difieren los CA-Perineal de los CA en la quinta

prueba copulatoria. X + EE. Prueba estadistica entre grupos por prueba de ANOVA *p<0.05,
seguido de la prueba post-hoc Tukey.
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Fig. 12 indice de intromision. Existen diferencias significativas entre el grupo CA vs CM
en las pruebas tres, cuatro cinco y siete. Asi como entre los machos CA-Perineal y los CM
en todas las pruebas copulatorias. Los machos CA-Corporal mostraron diferencia contra los
CA 'y CA-Perineal en las pruebas tres, cuatro y cinco. X + EE, Prueba estadistica entre grupos
por prueba de ANOVA *p<0.05 seguida de la prueba post-hoc Tukey.

6.4 Espermatobioscopia Indirecta en la Octava Prueba Copulatoria

Se evaluaron los parametros espermaticos de los machos que ejecutaron el patron
conductual de eyaculacién en la octava prueba copulatoria. Cabe resaltar que ningiin macho
CA cumpli6 el criterio para evaluar sus parametros espermaticos, por lo tanto no se
obtuvieron datos de estos. Asi mismo, se observa que la cuenta espermaética de los machos
CM y CA-Corporal es significativamente mayor que la de los CA-Perineal (p<0.05
ANOVA). Respecto al peso y largo del tapon seminal no se observaron diferencias
significativas entre los grupos experimentales. En contraste, el ancho del tapon seminal de

los machos CM y CA-Corporal fue significativamente entre si (p<0.05 ANOVA, Tabla 4).
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Tabla 4. Parametros espermaticos de la octava prueba copulatoria de ratas macho
sexualmente expertos

GruposExperimentales
Parametros CM CA CA-Perineal CA-Corporal
(n=8) (n=0) (n=2) (n=8)
Semen
Cuenta
espermatica 40.95+3.29° - 9.75+3.25% 44.50+7.20°
(1x10°%)
Tapon seminal
Peso (g) 121.55+6.43 - 143.00£4.00 121.5545.31
Largo (mm) 12.79+0.86 - 13.40+0.30 12.00+0.79
Ancho (mm) 5.80+0.18°2 - 4.95+0.65 4.75+0.36%

X + EE, Prueba de ANOVA seguida de la prueba post hoc Tukey 2°p<0.05
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7. DISCUSION

Los resultados del presente estudio confirman que la separacion total de la madre y de
los hermanos de camada durante el periodo postnatal predestete, mediante el sistema de
crianza artificial, en la rata macho, afecta de manera permanente la expresion de la conducta
copulatoria masculina (latencia de monta e intromision, y nimero de intromisiones). El re-
emplazo de estimulaciones tactiles corporales, pero no perineales, durante el aislamiento,

previenen el efecto del aislamiento.

7.1 Crianza Artificial

Los resultados obtenidos refuerzan la propuesta de que el paradigma de crianza artificial
es una herramienta experimental Gtil, adecuada y segura para evaluar la privacion del cuidado
materno y del contacto con los hermanos de camada en el periodo postnatal pre-destete sobre
el desarrollo de conductas sociales. Asimismo, permite evaluar de manera especifica la
participacion de cada uno de los estimulos proveniente de la interaccién madre-hijos. Por
ejemplo, en este caso en particular, cuando se priva a las crias de todos los estimulos
sensoriales y sociales en este periodo de vida, la mayoria de los machos no alcanzan a
desplegar el patron eyaculatorio, pero cuando se les reemplazan los estimulos tactiles
corporales, pero no perineales, los efectos de la privacién se previenen (Tablas 1y 2). Estos
resultados son similares a los encontrado en otros estudios (Melo y cols. 2006, 2009;
Gonzalez y cols. 2001; Fleming y cols. 2002). Ademas, a diferencia de otros modelos
animales utilizados para evaluar la participacion del cuidado materno en el desarrollo del
sistema nervioso (Hull y cols. 1984, Akbari 2008, Rhees 2001), en este modelo los animales
no sufren desnutricion, ni estrés cronico (Lomanowska y cols. 2011). Como se puede
observar en la Fig. 6, el peso corporal de las crias CA de este estudio fue similar al de las
criadas por su madre (CM). Asi mismo, recientemente se ha descrito que los niveles de
corticosterona en respuesta a un estimulo estresante (inyeccién subcutanea de solucidn
salina) a las crias CA es similar al de las crias CM (Lomanowska y cols. 2011). Por lo tanto,
podemos descartar la posibilidad de que la desnutricion y/o el estrés pudieran influir sobre

los datos obtenidos.
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Aunque los resultados del presente estudio no son los primeros en sugerir que la
experiencia social temprana a través del cuidado materno participa en el desarrollo de la
conducta copulatoria masculina en la rata, son los primeros en evaluar, de manera
sistematizada, la responsividad copulatoria de machos aislados por largo periodo de tiempo
(8 pruebas) (Tabla 1).

Bajo condiciones de laboratorio, se sabe que las ratas machos adultos adquieren
experiencia copulatoria con hembras ovariectomizadas pretratadas con estradiol y
progesterona con tan solo cuatro pruebas consecutivas (Lucio y cols. 2013). Estos criterios
conductuales coinciden con lo encontrado en los machos CM de este estudio. Es decir, todos
los machos CM realizaron conductas copulatorias durante todas las pruebas e incluso la
mayoria de ellos (7/8) ejecutaron el patron conductual de eyaculacion a partir de la segunda
prueba. En contraste, algunos de los machos CA no ejecutaron patrones copulatorios y la
mayoria solamente realizé montas, 0 montas e intromisiones sin eyacular, durante cada una
de las 8 pruebas copulatorias. Incluso, solo dos machos CA ejecutaron el patron conductual
de eyaculacién aunque no fueron en las cuatro Gltimas pruebas como para considerarlos
sexualmente expertos (Tablas 1, 2 y 3), A pesar de esto, el aislamiento no afecto la latencia
de la conducta de eyaculacion (en los machos que expresaron la conducta), aungue si el
porcentaje de machos que ejecutan tal conducta. Algunos de los datos anteriores coinciden
con datos de otros trabajos, por ejemplo en los estudios de separacion materna parcial se ha
encontrado que esta manipulacion experimental altera negativamente la expresion de la
conducta copulatoria de las ratas macho (Rhees y cols. 2001, Forsberg y cols. 1985; Greisen
y cols. 2005). Rhees y cols. (2001) encontraron que los machos adultos ratas que sufrieron
separacion materna parcial (6 hrs/dia, durante los dias 2 al 10 postnatal) presentaban
incremento significativo en la latencia de la primera monta y la primera intromision, y una
significativa reduccion en el porcentaje (50%) de machos que mostraron el patrén conductual
eyaculatorio, en comparacion con los machos CM. Por otro lado, Forsberg y cols. (1985)
encontraron que las crias que fueron separadas de su madre por 24 hrs cada tercer dia, durante
los dias postnatales 5 al 55, mostraron un incremento significativo en la latencia para
eyacular, y estos machos so6lo eyacularon en el 57% de las pruebas copulatorias. En contraste
con los anteriores resultados, Greisen y cols. (2005) encontraron que machos que fueron

separados de su madre por 180 minutos diarias durante los dias 2-14 postnatal, presentaron

34



reduccion en la latencia de monta e intromision en comparacion con las latencias de los
machos que sufrieron un protocolo experimental que induce cambios positivos neurales en
la progenie (“manipulacién temprana”; separacion materna por 15 minutos al dia). Cabe
sefialar que estos estudios presentan inconsistencia en el modelo utilizado y en el disefio
experimental. Por ejemplo, se realizaron dos o tres pruebas copulatorias, insuficientes para
evaluar la conducta de los animales. Ademas, la separacion materna parcial, es considerada
un modelo temprano de estrés cronico (McCormick 1998), mas que un modelo de privacion
materna. EI hecho que las crias permanecieran lejos de su madre por 6 hrs (Rhees y cols.
2001) 6 24 hrs cada tercer dia (Forsberg y cols. 1985), disminuy6 el nimero de
amamantamientos al dia (la rata madre amamanta a sus crias cada 2-3 hrs; McCormick y
cols. 1998). Estos estudios sugieren que el estrés cronico temprano y/o la desnutricion, pero
no el cuidado materno, durante el periodo postnatal modifica sustancialmente la expresion
de la conducta copulatoria de la rata macho. Lo anterior refuerza la hipotesis de que la
privacion del cuidado materno temprano, a través de la crianza artificial, afecta
negativamente el desarrollo de la conducta copulatoria. Esto porque las crias sometidas al
sistema de crianza artificial mostraron pesos corporales similares a los encontrados en las

crias criadas por su madre (CM).

La posible explicacion de los efectos encontrados sobre la latencia de eyaculacién en
los machos CA es que la crianza artificial disminuye la motivacion sexual y dificultar la
ereccion peneana. Esto porque la mayoria de los machos CA, en comparacién con los machos
CM, tardaron mas tiempo en iniciar el encuentro copulatorio en al menos 3 pruebas
conductuales (pruebas 2, 3 y 6), y requirieron mayor tiempo para presentar la primera
intromision (pruebas 4, 6y 7) (Fig. 6 y 7). Tomando en cuenta que la latencia de monta puede
proporcionar una medicién adecuada de la motivacion copulatoria (menor latencia de monta
es igual a mayor motivacién), podriamos sugerir que los machos CA tienen baja motivacién
copulatoria respecto a los machos CM (Lucio y Tlachi-Lépez 2008). Aungue, también podra
ser explicada que la alta latencia de monta de los machos CA se deba a que estos muestran
alteraciones en los procesos de habituacion al ambiente provocando asi, que se ocupen
principalmente en explorar el entorno, tal como lo mencionan Lovic y Fleming (2004) y Melo
y cols. (2009). En un estudio previo de nuestro laboratorio, se mostro que el nervio sural de

machos adultos CA tienen alteradas sus propiedades electrofisioldgicas, especificamente
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presentan reduccién en el potencial de accién compuesto, asi como menor grosor en las capas
de mielina de los axones (Segura y cols. 2014). Este nervio es exclusivamente sensitivo
(Churchill 2008, Testut y cols. 1983, Pringle y cols. 1974) e inerva el borde dorso-lateral de
la pierna y del dorso lateral del pie (Nieto y cols. 2009). Esto nos hace pensar que la latencia
de monta incrementada, pudiera deberse a las alteraciones en otros nervios periféricos que
también tienen fibras sensoriales, tales como el pélvico y el pudendo (Lucio y cols. 1994).
Se sabe que éstos inervan piel perineal, escrotal y al pene. De modo que si las fibras
sensoriales, de estos, no conducen adecuadamente la informacion durante las montas e
intentos de intromision la excitacion estaria disminuida dificultando presentar la ereccion. Si
la informacién sensorial es insuficiente no se activarian el nimero necesario de fibras
autonomicas del pélvico ni del pudendo necesarias para lograr la ereccién y tampoco las
fibras somaticas del pudendo para contraer a los masculos isquiocavernosos -necesarios para
la ereccidon- y musculos bulboesponjosos -necesarios para la eyaculacion-, (Holmes y cols.
1991). Esta suposicion se refuerza con el nimero disminuido de intromisiones (pruebas 2-4)
de los machos CA vs los machos CM (Fig. 10 y 11). Por lo tanto, con pocas intromisiones
alcanzar el umbral de eyaculacion es dificil, lo que explica también porque los machos CA
muy pocas veces eyaculan (Tablas 1, 2 y 3). Asi mismo el bajo indice de intromision que
mostraron los machos CA sugiere que tienen problemas ereccion y esto, de igual manera,
nos podria explicar el bajo porcentaje de machos que ejecutaron el patrén conductual de

eyaculacion (Tlabas 2y 3; Fig. 12).

Retomando los datos observados en los machos CA sobre el menor nimero de
intromisiones y ademas la mayor latencia de intromision en las pruebas 4, 5y 7 respecto los
machos CM (Fig. 8 y 11) podemos contrastar con lo mostrado por el grupo de la Dra. Fleming
de la Universidad de Toronto. Ellos encontraron que los machos que habian sido separados
de sumadre y criados artificialmente, presentaban deficiencias en la expresion de los reflejos
peneanos y tenian menor longitud dendritica en las neuronas del nucleo bulbocavernoso
(Lenz y cols. 2008). Este nucleo es el encargado de regular los reflejos peneanos necesarios
para la intromision peneana y en la expulsion seminal (Breedlove y Arnold 1980, McKenna
y Nadelhaft 1986, Breedlove y Hampson 2002 y Lenz y cols. 2008). Esto nos hace especular
gue probablemente los machos CA de este estudio presentaban alteraciones en los reflejos

peneanos durante la copula. Por lo que seria interesante determinar la morfologia dendritica
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de las neuronas del nucleo bulboesponjoso y del APOM de los machos CA después de 4 u 8

pruebas copulatorias para correlacionar ambos fenémenos.

Cabe resaltar que en la octava prueba copulatoria la latencia de monta, intromision y
eyaculacion de todos los grupos experimentales aumentd, por lo tanto no se apreciaron
significancias entre los grupos experimentales. Esto podria deberse a que los intervalos entre
las pruebas copulatorias fueron de 3 dias, lo que quizé& se reflejé en la octava prueba
copulatoria como posible fatiga de los machos. A pesar la acumulacion de pruebas en la
séptima prueba se observé que los pardmetros copulatorios como la latencia de monta e
intromision y el numero de intromisiones mejoraron conforme los machos CA fueron
expuestos a méas pruebas copulatorias (FIg. 7, 8y 11). Asi que, lo anterior rechaza la primera
hipotesis del presente trabajo de que el incremento en el niUmero de exposiciones hacia

hembras receptivas podria revertir el efecto de la CA.

Otros investigadores han encontrado que los machos que han sido criados
artificialmente presentan menor inmunoreactividad a c-fos en el area predptica media
(APOM), que regula la expresion de la conducta copulatoria masculina (Akbari y cols. 2008).
Sin embargo, esos machos tuvieron valores similares en sus parametros copulatorios a los
de los machos CM. En este caso la evaluacion fue de una prueba de 40 minutos utilizando
diferentes hembras receptivas; cabe mensionar que estos autores usaron ratas Sprague
Dawley, cepa que conductualmente es diferente a la Wistar, que nosotros utilizamos. Es
posible que a pesar de menor cantidad de c-fos en el APOM esto no influya en la expresion
de la conducta copulatoria.

Respecto a los parametros espermaticos no pudo realizarse ninguna estadistica dado que
los machos CA no ejecutaron el patron conductual de eyaculacion en la Ultima prueba
copulatoria, que estaba prevista para la obtencion de fluido seminal y tapon seminal. La
cuenta espermatica de los machos CA-Perineal fue significativamente menor que la cuenta
de los CM y CA-Corporal (Tabla 2). La cuenta de CA-Corporal y de los CM fue similar.
Seré necesario realizar mas experimentos con los machos CA considerando el criterio de que
en cualquiera de las pruebas copulatorias que estos machos eyaculen, debera obtenerse el

eyaculado para realizar el estudio espermatobioscépico correspondiente.
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7.2 Efecto de la Estimulacion TActil

La deficiente expresion de la conducta copulatoria masculina de los machos CA (Tabla
1) muy probablemente se debid a que no recibieron de la madre los estimulos sensoriales
tactiles (lamido corporal y perineal) durante el aislamiento. Explicacion que coincide con
innumerables trabajos destinados a determinar el papel de los estimulos sensoriales tactiles
durante periodos criticos del desarrollo en modelos animales y en el humano (ver Fleming y
cols. 2002). Los trabajos de los 80s de Celia Moore (Moore 1984, 1986, Brike y Sadle 1987)
muestran que las madres proveen mayor cantidad de estimulacién tactil perineal a las crias
machos que a las crias hembras, durante las primeras dos semanas postnatales,
independientemente de la cepa (Moore y Morelli 1979, Moore y cols. 1996, Moore 1981).
Lo que la hace sugerir que la cantidad de estimulos tactiles en la region perineal incide en el
dimorfismo sexual (cerebral y conductual) de los machos. Cuando se provoca anosmia a las
madres mediante el bloqueo de las fosas nasales con un catéter (Moore, 1984) o por la
aplicacion de sulfato de zinc en las fosas nasales (Moore y Power 1992, Moore y cols. 1992),
la cantidad de estimulos perineales a las crias macho se reduce. Cuando estos machos son
adultos y se les evalta la conducta copulatoria se observa que presentan incrementada la
latencia de eyaculacion y los intervalos inter-intromisién vs los valores obtenidos de los
machos de madres intactas (Moore 1984). Se observa también que las crias macho
impregnadas con agua de colonia en la regién perineal reciben menor cantidad de lamidos
perineales. Esta experiencia sensorial se ve reflejada en una menor ejecucion copulatoria
masculina (Birke y Sadler, 1987). Estos datos sugieren que la estimulacion perineal de los
machos en etapas tempranas de la vida, es importante para el desarrollo de la conducta
copulatoria en la rata macho. Por tal razdn, en la presente tesis se considerd prevenir el efecto
negativo del aislamiento sobre la conducta copulatoria masculina, fue asi que a un grupo de
machos criados artificialmente se les proveyo de estimulacion tactil perineal o corporal. Se
observo que ninguno de los machos que recibieron estimulacion perineal mostraron el patrén
de eyaculacion en las primeras dos pruebas, y a partir de la tercera prueba, el porcentaje de
machos que desplegd dicho patron se fue incrementando hasta el 50% en la prueba 6, aunque

en las ultimas dos pruebas, el porcentaje disminuy6 a 25% (Tabla 3). Los resultados de los
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machos CA-perineal no apoyan lo propuesto por Celia Moore ni nuestra propuesta i.e., que
la estimulacion perineal durante el periodo postnatal incide en el desarrollo de la conducta
copulatoria masculina. Sin embargo, esto podria deberse a que la cantidad de estimulos
tactiles perineales que proporcionamos no fue suficiente (5 veces al dia). Nuestros resultados
de separacion maternal total coinciden con los de machos que sufrieron separacion materna
parcial. En ambos casos solo el 50% de los machos desplegaron el patrén eyaculatorio,
probablemente debido a que éstos recibieron menor estimulacion perineal (Rhees y cols.
2001). En contraste, todos los machos que recibieron estimulacion corporal (5 veces al dia
durante el aislamiento) mostraron el patrén eyaculatorio en las Gltimas 6 pruebas de las 8
pruebas, porcentaje similar a los machos CM (Tablas 2 y 3). Esto sugiere que la estimulacion
corporal es mas importante que la perineal para el despliegue de la conducta eyaculatoria.
Sin embargo, debemos considerar que estos machos también recibieron la estimulacion
perineal minima para inducir la miccion y defecacion. Asi, es posible que la estimulacion
conjunta corporal y perineal haya favorecido la expresion copulatoria de los machos. Se sabe
que la estimulacion perineal minima es insuficiente para prevenir los efectos negativos del

aislamiento (Melo y cols. 2006, 2009, Fleming y cols. 2002, Gonzélez y cols. 2001).

Es importante mencionar que la estimulacion corporal a los machos CA-Corporal
previno la mayoria de los efectos del aislamiento sobre los pardmetros especificos, es decir,
las latencias de monta e intromision, y el nimero de montas fue similar a lo encontrado en
los machos criados por su madre (CM). En contraste, los machos que recibieron periodos de
estimulo perineales no mejoraron sus parametros copulatorios ya que sus parametros son
similares al de los machos CA (Figs. 7, 8, 10 y 11). Esto nos sugiere que las crias macho
requieren de estimulos sensoriales en todo el cuerpo durante el periodo postnatal predestete
para que estos, cuando adultos, ejecuten patrones conductuales copulatorios eficientes. Estos
resultados coinciden con los de Lenz y cols. (2008), quienes encontraron que la estimulacion
corporal (4-8 veces al dia) previno los efectos negativos del aislamiento sobre los reflejos
peneanos y sobre la arborizacion dendritica de las neuronas del nucleo bulbocavernoso.
Ademés, Akbari y cols. (2008), previnieron los efectos del aislamiento sobre la
inmunoreactividad a c-fos en el APOM al proveer estimulacion corporal a los machos CA
durante el aislamiento. Encontraron que los machos CA-Corporal tenian similar nimero de

células inmunoreactivas a c-fos en el APOM al de los machos CM. No obstante, la conducta
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copulatoria de los machos CA fue similar al de los machos CM. Esto probablemente se haya
debido a que sus machos CM desde el inicio no mostraron una conducta similar a lo que ya
ha sido reportado previamente (Lucio y Tlachi-Lopez 2008, Larsson 1956) (s6lo el 66% de
éstos eyacularon). Ademas de una enorme variabilidad en los parametros copulatorios,
probablemente esto se debi6 a que era la primera prueba copulatoria de estos machos por lo

tanto estos eran sexualmente inexpertos.

Por otro lado, cabe sefialar que los machos CA no mostraron el patrén de eyaculacion
a pesar de haber sido expuestos a 8 pruebas copulatorias, lo cual sugiere que el efecto
negativo del aislamiento sobre dicha conducta es permanente (Tablas 1, 2 y 3). Esto coincide
con lo encontrado en los otros grupos de machos aislados, i.e., el porcentaje de machos CA-
Perineal fue entre 12 y 50%. Lo mismo ocurri6é con los machos CA-Corporal, que desde el
inicio mostraron un buen desempefio copulatorio, como ocurre con los machos CM. Por otro
lado, los datos de los parametro copulatorios mejoraron levemente a través de las pruebas,
sin embargo, el indice de intromision mostrd que en los grupos de re-emplazo tactil, fue
significativamente menor que el obtenido por los machos CM. Este dato refuerza la hipdtesis
que los estimulos tactiles y sociales provenientes de la madre y de los hermanos de camada
durante el periodo postnatal predestete son esenciales en el desarrollo de la conducta

copulatoria masculina en la rata macho.

Finalmente, se encontré que la cuenta espermatica de los machos CA-Perineal fue
alrededor de 9.75x10° mientras que en los machos CM fue de 40.95x10° (Tabla 4) Esto
podria deberse no a la producciéon espermatica sino a alguna falla en la expulsién seminal
considerando que las motoneuronas del nucleo bulbocavernoso espinal tiene poca
arborizacion dendritica, segun otros autores como Lenz y cols. (2008). El grupo CA-Corporal
mostré similar cuenta espermatica (44.50x10°) a la de los machos CM. El peso y longitud
del tapon seminal fue similar en todos los grupos experimentales con valores parecidos a los
de Lucio y Tlachi-Lépez (2008).
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8. CONCLUSIONES

La separacion materna total y crianza artificial durante el periodo postnatal pre-destete
en la rata macho, disminuye drasticamente la expresion del patrén conductual de eyaculacién
en la mayoria de los machos y modifica negativamente la expresion de los parametros
conductuales copulatorios (latencia de monta e intromision, y numero de intromisiones).
Ademas, la estimulacion corporal, pero no perineal, durante el aislamiento, previene el efecto
de la crianza artificial sobre la expresion del patron copulatorio, asi como sobre algunos
parametros copulatorios. El incremento en el nimero de oportunidades copulatorias no
revirtié el efecto del aislamiento sobre el despliegue del patrén conductual de eyaculacién,
ni sobre el indice de Intromision, a pesar de que observo una mejoria de algunos parametros

copulatorios en las ultimas pruebas.
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9. PERSPECTIVAS

Debido a que el aislamiento afecta negativamente la expresion de la conducta copulatoria

masculina, es valido preguntarse ¢Cuéles son los mecanismos involucrados?
1) ¢Sistema neuroenddcrino? a) determinar los niveles basales y postcopula de
testosterona en sangre, b) determinar la densidad de los receptores a testosterona en

al APOM, y demas areas involucradas en la regulacién de la conducta copulatoria.

2) ¢El patron motor del tren posterior del macho? a) determinar los movimientos

pélvicos durante la copula con un arnés conectado a un electrofisiografo.
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Se ha mencionado que la separacion materna v social (SM) durante el periodo postmatal pre-
destete, deteriora el desarrollo de la progenie, Especificamente, la 5M a ratas macho incrementa
la agresividad, impulsividad y respuesta al estres. Ademas, altera los reflejos peneanos y el pa-
tron copulatorio. Sin embargo, se desconocen cudles estimulos provenientes de la madre par-
ticipan en dichos procesos, Dada la propuesta de que los lamidos anogenitales que las crias
macho reciben de su madre favorecen la masculinizacion, en el presents trabajo exploramos =
los estimulos tactiles anogenitales durante la SM mejoran el desempetnio de los patrones mo-
tores copulatorios. Para ello, ratas macho de 4 dias de edad fueron: (1) criadas por su madre
[CM-Contrel), (2) separadas del nido v mantenidas dentro de un sistema de crianza artificial
(CA-Aisladas) hasta el d estete, en el dia 22 de edad, (3] criadas artificialmente v provistos de es-
timulacion tactl perineal [CA-Tactil), simulando los lamidos de la madre, 5 veces al dia durante
45 segs v (4] criadas por su madre v sometidas a cirugia control (CM-Ciego). Posterior al deste-
te, los machos fueron alojados en jaulas individuales, 2 /jaula, ¥ colocados dentro del bioterio. A
la edad de 3-4 mases se realizaron 4 pruebas copulatorias, usando hembras con estro inducido
hormonalmente. Los resultados mostraron que el porcentaje de machos CM-Ciego/CM-Control
(CM) que alcanzaron el criterio de “sexualmente expertos” fue significativamente mayor que el
de los machos CA-Aislados (V7% vs 23%, respectivamente; p<0.05), ¥ aungue no significativa,
gue el de los machos CA-Tactil (33%). Durante la dltima prueba, la latencia de monta y de infro-
mision de los machos CA-Aislados v machos CA-Tactil fue significativament e mayor que la de
los machios CM (p<0.04, todas las comparaciones). Ademas, los machos CA-Tactiles presentaron
mencr numero de intromisiones que los machos de los otros grupos (p<0.05). Estos resultados
corroboran lo previamente encontrado en nuestro laboratorio, EI aislamients materno tempra-
no modifica negativamente a ejecucion de la conducta copulatoria masculina, Sin embargso, el
re-emplazo de los estimulos tactiles perineales no previene los efectos del aislamiento tempra-
.
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En mafas macho, ol aislamdeate socic-matermo eoyprano, a tavds de la crianra artificial (CA), alter
los reflejos pemeancs ex copula. En los experimentos in copula soconframos que s reduce el
porceniz)e de machos gque ejecutan sl patren motor de eyaculacida v estia muy morezsmtadas las
latencizs & moata o infomision, aén fas cuatro prestas copulaiorias. Comnideramos gue al
duplicar ol mimere de oporranidades copulatorias, a ocho presbes, ¥ proveyindoles de esdmulacion

tactil-parineal mwjomanan su dewwopefle copulatoric. Tal estimmlacion foe e sesOmcwa de bos
lamidos pemitales que la madme proporciomz ¥ que, incide en los procesos de masculinizacion Para

sllo, machos de 4 dias de edad fueron distibmidos al azar en los siguieate grupos: 1) Coados por s
madre (O}, 2) Separados del nide v mantemides dentro de nn sistema do crianza artificial (CA), 3)
Mantunidos &n CA y provistes de sctinmliacion tactl-peringal, 5 veces al doa duramte 45 seg, (CA-
Poringal), 4) Maztsmidos ea CA ¥ provistos de estmulacion tactil-penzmsal-corperal, § vecss al dia
duramte 43 sag. (CA-Purneal-Corporal) Todas las crias fosrom destwtadas al dia XX de vida vy
alojadas sz cajas colectvas denme del bioterio. A la edad de 3 meses e miciaron las prosbas
copulatomnas con hepsbras ovanieciomizadas con estro inducido hommonaleeats. Encoatramos que el
porcenteje de maches CA v CA-Tactl-Purineal gue presemtaron &l patron eyacolatorio, en 1a ectra
proeta. foe sigmdficativameate mencr que &l de Jos macho: CM v CA-Puarineal-Corporad (0% 7 23%
i 1% y 100%, respectivamants; p=0.0F an todas las comparacionss). Ademas, Jos machos CA
pressniarca mayer latencia de monta y de Infromision en las prushas 3, 4 ¥ §, mespecio a los machos
CM v CA-Ponmeal-Corporal, p=0.03. El pomero de infromvisiones de los machos CA fue
significativaments menor an comparacion con los machos CM v CA-Peringal-Cesporal {p<0.07).
Eitos resultzdos sugiemen gue, a pesar de uma mayer nimers de opormumidades copalatomas, bos
machos CA no mejoraren m dessmpefio sersal. Aderas que ol rearplazs de [ estinvalacion tacdl-
punznsales~corporal presieme algmnos de los efectos del anlamicmic wmpramo. Proyecio
parcialmexie apoyade por CONACYT # 136413 a Dr. Angel I Male.
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