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RESUMEN

La rata macho despliega patrones motores conductuales de monta e intromision intercalados
entre si que culminan con la eyaculacién. A esto se le conoce como serie eyaculatoria.
Después de 8 a 12 intromisiones acompafiadas de inserciones vaginales, durante la primera
serie), el macho alcanza el umbral eyaculatorio y realiza el patrén conductual de eyaculacion
acompafiado de la expulsion del fluido seminal, que es depositado en la vagina. La
eyaculacion comprende dos fases, emision y expulsion seminal. La emisién seminal implica la
confluencia de los espermatozoides provenientes de la cauda del epididimo y las distintas
secreciones de las glandulas sexuales accesorias en la uretra prostatica. En la fase de expulsion
seminal acontece la salida del semen, constituido por las secreciones de las glandulas sexuales
accesorias (vesiculas seminales, glandulas coagulantes, prostata) mas espermatozoides.
Durante la expulsion, el semen recorre la uretra la cual se divide en cuatro regiones: prostatica,
membranosa, bulbar y peneana. Tras la eyaculacién, en la vagina de la hembra recién
inseminada se observa un tapon seminal, formado principalmente por secreciones de las
vesiculas seminales y las coagulantes. Debe enfatizarse que existe controversia respecto al
momento en que se forma este tapdn, ya que, algunos investigadores han propuesto que el
macho expele semen méas un coagulado o tapén seminal, mientras que otros contradicen esta
idea, indicando que la rata expele semen y que en la vagina, el tapon seminal es formado.
Existe la duda de la formacion del tapon en la vagina y de la participacion de las glandulas
coagulantes en dicha formacion es controversial. El objetivo general del presente trabajo es
evidenciar que la formacion del tapon seminal inicia en la uretra masculina y culmina en la
vagina durante el encuentro copulatorio de la rata y que dicha formacion depende de las
secreciones de las glandulas coagulantes y vesiculas seminales. Para lograr este objetivo se
utilizaron ratas de la cepa Wistar. Las hembras fueron ovariectomizadas con el fin de inducirles el
estro hormonalmente, mientras que 10S machos fueron entrenados para que adquirieran experiencia
sexual. Posteriormente, se dividieron en cuatro grupos dependiendo del tipo de cirugia
realizada: cirugia simulada (Sim), extirpacion de glandulas coagulantes (GCx), extirpacién de
vesiculas seminales (VSx) y extirpacion de ambas glandulas (GCx+VSXx) para determinar su
papel en la formacion del tapon vaginal. Los grupos de machos fueron sometidos a diferentes
tipos de pruebas copulatorias que concluyeron hasta que ocurrieron los siguientes eventos: tres
intromisiones, seis intromisiones o una eyaculacion, dependiendo del nimero de intromisiones
que realizaron para eyacular, durante sus entrenamientos copulatorios. Asi, aquellos machos
que desplegaron pocas intromisiones para eyacular durante sus entrenamientos fueron
asignados a la prueba de tres intromisiones, mientras que los que requirieron mayor namero,
realizaron la prueba de seis intromisiones. Para la prueba de una eyaculacion se seleccionaron
aquellos machos que presentaron siempre el patron de eyaculacion durante sus
entrenamientos. Hubo diferencias significativas entre los tapones seminales encontrados en las
uretras de los machos (obtenidos después de haber realizado tres o seis intromisiones) versus
los tapones vaginales (obtenidos después de una eyaculacién) en los machos Sim. Las
diferencias entre tapones se encontraron en los valores de sus parametros de largo, ancho y
peso. El tamafio de los tapones seminales uretrales obtenidos de la prueba de tres
intromisiones fue 2.6 x 0.8 milimetros (largo x ancho) y 0.60 miligramos de peso. Los tapones
de seis intromisiones midieron 2.0 x 1.0 milimetros (largo x ancho) y 0.90 miligramos de
peso. Los tapones vaginales obtenidos después de la eyaculacion de los machos Sim midieron



11.5 x 5.3 milimetros (largo x ancho) y pesaron 89.8 miligramos. Los tapones de los machos
GCx también mostraron diferencias significativas en sus parametros entre los tapones uretrales
versus los vaginales. Los uretrales de las pruebas de tres y seis intromisiones midieron 2.9 y
2.1 milimetros de largo, 1.0 y 0.9 milimetros de ancho y pesaron 1.7 y 2.7 miligramos,
respectivamente. Después de la eyaculacion los tapones midieron 15.5 milimetros de largo, 4.9
milimetros de ancho y 123.8 miligramos de peso. Los tapones uretrales de seis intromisiones
versus los vaginales de machos VSx solo mostraron diferencias significativas en el ancho, ya
que midieron 0.8 y 1.8milimetros, mientras que en el largo y peso no hubo diferencias
significativas. Se realiz6 otra comparacion estadistica para conocer el efecto que tenia la
ablacion de las glandulas accesorias sobre la formacion de los tapones uretrales y vaginales.
Se encontrd que el 84 % de los machos que ejecutaron tres intromisiones presentaron tapones
seminales uretrales. La mayoria de estos tapones se encontraron en la uretra membranosa y
unos cuantos en la prostatica. Este resultado fue independiente del tipo de cirugia realizada.
No hubo diferencias significativas entre los valores de los pardmetros de los tapones de
machos Sim versus GCx versus VSx obtenidos durante las pruebas de tres y seis
intromisiones. Las diferencias significativas entre los grupos de machos fueron evidentes
cuando los tapones seminales se obtuvieron de la vagina. En cuanto al largo, Sim versus GCx
fueron diferentes significativamente, mientras que en el ancho y peso no hubo diferencias. Se
encontraron diferencias significativas cuando se compararon los machos Sim versus VSx en todos
sus pardmetros, de la misma manera, esto sucedié al comparar GCx versus VSx. En el caso de los
machos GCx+VSx el tapon seminal vaginal estuvo ausente, lo que pone de manifiesto la
participacion de ambas glandulas ene su formacion. Después de realizar la cuenta espermatica se
obtuvieron diferencias significativas entre los machos Sim versus VSx y Sim versus
GCx+VSx ya que la cuenta espermatica en los dos ultimos grupos fue cero en los Sim fue 43.2
millones de espermatozoides. La cuenta espermatica de los machos GCx fue de 19.2 millones,
por lo que también hubo diferencias significativas entre este grupo de machos versus VSx
versus GCx+VSx. La ablacién de las coagulantes modificd la consistencia de los tapones
uretrales y vaginales, siendo en ambos casos blanda. De igual forma, la extirpacion de las
seminales hizo ain mas blanda la consistencia de los tapones, la cual suele ser dura en los machos
intactos. Por lo tanto, podemos concluir que el tapon seminal, inicia su formacion en la uretra
membranosa y ocurre durante las intromisiones pre-eyaculatorias, sugiriendo que la fase de
emisién seminal, no ocurre inmediatamente antes de la expulsién del semen. La ausencia de
las secreciones de las coagulantes o de las seminales, no afecta la formacion de los tapones
uretrales, pero si afecta la de los vaginales, incluso la extirpacién de ambos pares de glandulas,
ocasiona que el tapon seminal no se forme.
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1. INTRODUCCION

1.1 Conducta copulatoria de la rata macho

Durante la conducta copulatoria, la rata macho despliega patrones motores de monta e
intromision intercalados, después de 8 a 12 intromisiones el macho alcanza el umbral
eyaculatorio y realiza el patron motor de eyaculacion (Larsson, 1956). Este se acompafia de la
expulsién del fluido seminal que se deposita en la vagina (Pollak y Sachs, 1976). Se reconoce
que la cépula incluye no sélo patrones motores, sino también respuestas genitales (Sachs y
Meisel, 1988). Los patrones motores que realiza el macho pueden observarse y distinguirse
facilmente, en tres distintos (monta, intromision y eyaculacion). En cambio, las respuestas
genitales no pueden observarse, sino se asume que ocurren concomitantemente con los
patrones de intromision y eyaculacion. En otras palabras, el patron motor de intromisién se
acompafia de la respuesta genital de ereccion e insercion del pene en la vagina y el patrén
motor de eyaculacion, de la respuesta genital de expulsion seminal, insertando previamente el
pene en la vagina (Pollak y Sachs, 1976). Dichas respuestas genitales constituyen las

funciones sexuales masculinas.

1.1.2 Intromisién
En los roedores el contacto genital, es decir, la insercion peneana que ocurre durante la cépula
tiene una duracion de 200-400 milisegundos (Meisel y Sachs, 1994). Para que ocurra la
insercion peneana debe presentarse la ereccidn. La ereccion es una de las dos funciones
sexuales del macho y se define como la tumescencia o rigidez del pene (Benson, 1994).
Ademas, la conducta de lordosis de la hembra es importante para que el macho pueda insertar
el pene en la vagina (Meisel y Sachs, 1994). La rata durante la copula ejecuta multiples
intromisiones o inserciones peneanas antes de eyacular, por lo que el nimero de intromisiones
es considerado una medida de sensibilidad del mecanismo de eyaculacion (Meisel y Sachs,
1994).

En la rata macho, las intromisiones estan separadas por intervalos de segundos a
minutos. Se ha realizado la manipulacién de estos intervalos para mostrar que las
intromisiones aumentan la excitacion de macho, hasta alcanzar el umbral eyaculatorio.

Utilizando intervalos inter-intromision de 90 segundos se observa que la rata macho eyacula al

1



realizar de 4 a 5 intromisiones. En cambio, los machos que se sometieron a intervalos de 20
minutos entre cada intromision, a pesar de que realizan de 8 a 15 intromisiones, nunca logran
eyacular. Asimismo, cuando el intervalo inter-intromision es de 120 minutos o mayor a éste, el
efecto excitatorio desaparece y los machos no eyaculan (Larsson, 1959); incluso cuando se
realizan intervalos inter-intromision forzados de 30 minutos, el macho no eyacula a pesar de
realizar mas de 20 intromisiones (Bermant, 1967).

La estimulacion genital es importante para que el macho pueda eyacular durante el
contexto copulatorio. La anestesia local del pene con tetracaina afecta la ereccion, de modo
que el macho no logra la intromision porque el pene se muestra semi-flacido. Sin embargo,
esto no interfiere con la motivacion sexual para dar inicio al encuentro copulatorio, lo que
demuestra que la motivacion del macho es independiente de la estimulacidn genital (Carlsson
y Larsson, 1964).

1.1.3 Eyaculacion
La eyaculacion es la segunda funcion sexual del macho y consta de dos fases, la emision y la
expulsién seminal. En el hombre, la emision seminal implica la confluencia de los
espermatozoides provenientes de la cauda del epididimo y las distintas secreciones de las
glandulas sexuales accesorias, en la uretra prostatica (Bhasin y Benson, 2006). En mamiferos
como es el caso del humano, la mezcla de secreciones ocurre en distintas fracciones: la
primera estd libre de espermatozoides y contiene secreciones de la ampula. La segunda
fraccion se compone de la secrecién de vesiculas seminales y es rica en espermatozoides
(Carballada y Esponda, 1993). En el caso de la rata, la segunda fraccion se acompafia ademas
de las secreciones de las glandulas coagulantes (McClintock y Adler, 1978). Ademas, ocurre
el cierre del cuello de la vejiga urinaria, para evitar la eyaculacion retrégrada (McDonnell,
1992). En la fase de expulsion seminal, acontece la salida de las secreciones de las glandulas
sexuales accesorias mas los espermatozoides, es decir, el semen. La salida enérgica de semen,
se debe a la contraccion de la musculatura estriada de la region perineal, particularmente de
los masculos bulboesponjosos (Holmes y cols., 1991). Durante la expulsién, el semen debe
recorrer un conducto llamado uretra, el cual estd involucrado en la eyaculacion seminal
(Benson, 1994) y la expulsion de orina (Juarez y Cruz, 2014). La uretra es un conducto largo

no-recto, que en su trayecto se observan curvaturas Yy ensanchamientos en su lumen, por lo que
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se le reconocen cuatro regiones: prostatica, membranosa, bulbar y peneana (ver més adelante;
Miller y Leavel, 1979; Hebel y Stromberg, 1986). Durante el reflejo de eyaculacion, las
secreciones de las distintas glandulas sexuales accesorias vierten su contenido en la uretra
prostatica. No obstante, las secreciones de las glandulas bulbouretrales son vertidas en la

uretra bulbar, en el caso de la rata (Benson, 1994).

1.2 Anatomia de la uretra de la rata macho

La uretra de la rata, se encuentra dividida en cuatro regiones anatomicas, en las cuales existe
variacion en sus diferentes segmentos (Hebel y Stromberg, 1986) es decir, diferentes
longitudes y didmetros. La uretra prostatica, membranosa, bulbar y parte de la peneana se
encuentran en la cavidad abdominal. El resto de la uretra peneana se localiza en el perineo. La
uretra prostatica es un conducto cilindrico de 6 mm de largo y 1 mm diametro interno. La
uretra membranosa tiene 15 mm longitud, su forma es piramidal de base proximal, la parte
mas ancha tiene un diametro interno proximal de 4 mm y 2 mm de diametro distal, mismos
que se reducen hasta medir 1 mm en su porcion mas angosta. La uretra bulbar tiene forma de
saco cuya base mide 10 mm de diametro interno. La uretra peneana comprende dos porciones,
la interna en la cavidad abdominal y la externa en el periné. La uretra peneana interna mide 17
mm de largo; la externa, 7 mm. Toda la uretra peneana tiene un diametro interno de 1 mm.
Desde la uretra prostatica hasta la peneana se observan dos curvaturas, la primera esta en la

region bulbar; la segunda al iniciar la peneana externa (Martinez Reyes 2003; Figura 1).

Vejiga
urinaria B
Figura 1. Se muestran los segmentos
anatomicos de la uretra de la rata macho,
inicia en la vejiga urinaria y finaliza en el
meato uretral (modificada de Martinez
Reyes, 2003).
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1.3 Glandulas sexuales accesorias que participan en el eyaculado

1.3.1 Glandulas sexuales accesorias en mamiferos

Los mamiferos macho tienen glandulas sexuales accesorias que difieren en numero,
morfologia y tamafio segln la especie a la que pertenezca el macho, presentando siempre al
menos una glandula, la préstata, como es el caso del perro. Incluso pueden presentar varios pares
de una misma glandula (Setchell y cols., 1994). Las glandulas bulbouretrales se encuentran
ausentes en los mamiferos acuaticos, mustélidos, osos y perros (Einarsson, 1971: citado en
Setchell y cols., 1994), mientras que en los demas mamiferos presentan un par de
bulbouretrales, sin embargo, los marsupiales tienen tres pares (Setchell y cols., 1994; Figura
2). Las vesiculas seminales estan presentes en la mayoria de los mamiferos, excepto en los
carnivoros. La rata macho, como todos los roedores, presenta mayor nimero de glandulas
accesorias, a saber, vesiculas seminales, glandulas coagulantes, prostata dividida en tres
I6bulos y glandulas bulbouretrales (Setchell y cols., 1994; Figura 3).
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Figura 2. Representacion del tracto genital de diferentes mamiferos donde se muestran las
diferentes glandulas sexuales accesorias de cada especie de macho (modificada de
Nalbandov, 1976).
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Figura 3. Se muestran las diferentes glandulas sexuales accesorias de la rata macho
(modificada de Zuckerman, 1956).

Se ha mostrado que la actividad de las glandulas sexuales accesorias es influenciada
por los andrégenos, testosterona y 5-a-dihidrotestosterona (Poiani, 2006), actuando
directamente sobre las glandulas. En el toro, al inyectar testosterona directamente en las
vesiculas seminales, transcurridas tres semanas se observa que contienen cuatro veces mas
fructuosa y &cido citrico que los machos intactos (Mann, 1974). En la rata se ha observado
correlacion entre la concentracion de testosterona y el tamafio de las glandulas sexuales
accesorias, ya que la disminucion de la concentracion de testosterona, reduce el tamafio de las
glandulas (Melis, 1999).

La mezcla de secreciones de las glandulas sexuales accesorias, forman el plasma

seminal que junto con los espermatozoides constituyen el eyaculado o semen (Setchell y cols.,



1994). El plasma seminal sirve de vehiculo para transportar a los espermatozoides, desde la
uretra prostatica, hasta el meato uretral, donde seran expulsados y en caso de ocurrir la copula,
seran depositados en la vagina. Asi mismo, provee proteccion y nutrientes (zinc, fructosa) a
los espermatozoides durante su trayecto en el tracto reproductor femenino (Luke y Coffe.,
1994). Ademas, se ha mencionado que en el hombre, del 100 % del fluido seminal expelido
durante la eyaculacion, el 99% corresponde al plasma seminal y el 1 % a los espermatozoides
(Setchell y cols., 1994).

Cuando el semen es colectado artificialmente, es decir, por electro-eyaculacion, se
afecta la contribucion de las secreciones de las glandulas accesorias, porque su liberacion es
dependiente de la posicion de los electrodos estimulantes (Setchell y cols., 1994).

El plasma seminal cumple principalmente tres papeles en la reproduccion: 1)
contribuye al proceso de capacitacion espermatica (Poiani, 2006). 2) influye en la competencia
espermatica, porque sirve para formar tapones seminales, ademas de transportar espermicidas
que modifican la velocidad de los espermatozoides (Poiani, 2006). 3) contribuye al proceso de
fertilizacion, facilitando el movimiento de los espermatozoides (Poiani, 2006). Cada glandula
sexual accesoria secreta diferentes sustancias (fructosa, &cido citrico, zinc, proteinas)
constituyentes del plasma seminal.

Las vesiculas seminales contribuyen con el mayor volumen del semen y sus
secreciones contienen fructosa y sorbitol, que actian como fuentes energéticas para los
espermatozoides. Estos compuestos se encuentran en concentraciones elevadas en toros y
carneros. En jabalies y caballos sus concentraciones son bajas. Ademas, contienen fosfatos y
carbonatos cuya funcion es proteger a los espermatozoides de los cambios del pH en la vagina
de la hembra (Setchell y cols., 1994).

Las secreciones de las glandulas bulbouretrales en el toro tienen la funcion de limpiar
la uretra de residuos de orina antes de que ocurra la eyaculacion. En el jabali el componente es
la sialomucina que es la responsable de gelatinizar el semen (Setchell y cols., 1994).

La prostata es la fuente principal de &cido citrico, ademas, sus secreciones son ricas en
iones tales como, sodio, cloro, calcio, magnesio y zinc.

Las glandulas accesorias son importantes, ya que si no funcionan correctamente causan
infertilidad, como se ha demostrado en el hombre (Philippov y cols., 1998). La extraccion de

las vesiculas seminales y glandulas coagulantes en el ratdn, se asocia con la reduccion en la
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fertilidad (Suzuki y cols., 1994). Sin embrago, la extirpacion de las glandulas accesorias en el
hamster dorado, pueden o no afectar la fertilidad, dependiendo de la glandula removida (Jiang
y cols., 2001).

1.3.2 Glandulas sexuales accesorias en la rata

Préstata. Esta glandula se localiza anterior a la vejiga urinaria y posterior a las
vesiculas seminales. Rodea a la uretra prostatica (Lee y cols., 1999). Esta dividida en tres
pares de I6bulos: ventrales, dorsales y laterales (Hebel y Stromberg, 1986). En la rata, la forma
es difusa, ya que estd formada por acinos glandulares y cada uno drena en la uretra por
maltiples ductos. Los l6bulos ventrales tienen superficie curva y longitud de 14-17 mm. Los
I6bulos dorsales y laterales tienen 26.7 mm de largo (Hebel y Stromberg, 1986). Cada par de
I6bulos secreta diferentes componentes, los ventrales citratos y poliaminas, como la
espermidina y espermita (Rosenthal y Tabor, 1956; Pegg y cols., 1970). Esta ultima se
relaciona con la movilidad y fertilizacion de los espermatozoides (Pegg y cols., 1970). Los
I6bulos dorsales secretan mayor cantidad de fructosa (Wilson y French, 1980). La secrecién de
los l6bulos laterales es poco conocida. En el hombre, la préstata aporta 0.5 ml de un total de 3
ml (Luke y Coffe, 1994).

Glandula bulbouretral. En la rata se localiza cerca del bulbo del pene y se conecta a
la uretra por un ducto (Sikorski, 1978). Es una glandula pareada, con forma esférica y mide 5
mm de diametro (Hebel y Stromberg, 1986; Setchell y cols., 1994). Secreta mucoproteinas
cuya funcién es neutralizar el pH y revestir la pared uretral antes de que ocurra la expulsién
seminal (Setchell y cols., 1994). En el hombre aportan 0.1-0.2 ml del total de volumen
expelido que corresponde a 3 ml (Luke y Coffe, 1994). La glandula bulbouretral también es
Ilamada de Cowper.

Vesicula seminal. En la rata se localiza dorso-lateral a la vejiga urinaria, es una
glandula pareada, tiene pliegues de forma irregular. Cada vesicula mide 17-25 mm de
longitud, 8-11 mm de ancho y 5-6 mm de grosor (Hebel y Stromberg, 1986), (Setchell y cols.,
1994). Son las responsables de la secrecion de fructosa (Fouquet, 1971; Mann, 1974) y
sorbitol, que actian como fuentes energéticas para los espermatozoides. Ademas, contiene
fosfatos y carbonatos cuya funcion es proteger a los espermatozoides de cambios de pH

(Setchell y cols., 1994). Contribuyen con el mayor volumen del semen. Se ha encontrado que
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en el semen del humano aportan de 1.5-2 ml de un total de 3 ml expelidos (Luke y Coffe,
1994). Principalmente, secreta proteinas (SVS I-SVS VII), que contribuyen a la formacién del
tapdén seminal en la rata (William-Ashman, 1983).

Glandula coagulante. Se adosa a la pared concava de la vesicula (Jesik y cols., 1982).
Es una glandula pareada, tiene forma de pequefio saco; su longitud varia de 3-6 mm (Hebel y
Stromberg, 1986) y s6lo estd presente en los roedores (Setchell y cols., 1994).Su secrecion
contiene una enzima llamada vesiculasa, que al unirse con las proteinas secretadas por las
vesiculas seminales, forman el tapon seminal (Williams-Ashman, 1984). Las glandulas

coagulantes también se conocen con el nombre de prostata anterior (Setchell y cols., 1994).

1.3.4 Glandulas sexuales y tapon seminal de la rata macho
Cuando la eyaculacién ocurre, se mezclan las secreciones de las vesiculas seminales y las
glandulas coagulantes Asi, la mayor parte del fluido seminal se coagula y endurece para
formar un tapon seminal y el resto de tal fluido llega a los cuernos uterinos (Wallach y Hart,
1983; Williams-Ashman, 1983). El tapdn seminal se adhiere al cérvix y a las paredes
vaginales adquiriendo la forma de copa (Blandau, 1945; Matthews y Adler, 1977).

Funcion: El tapon seminal tiene diferentes funciones: a) previene la salida del semen
de la vagina de la hembra (Leuckart, 1847: citado en Carballada y Esponda, 1993) b) bloquea
la inseminacién inmediata de subsecuentes machos (Martan y Shepherd, 1976) y c) facilita el
transporte espermatico transcervical (Blandau, 1945). Esto es posible, porque el tapdn seminal
se adhiere fuertemente al cérvix y a las paredes vaginales, ejerciendo una presion que impulsa
a los espermatozoides depositados en la vagina, a cruzar el cérvix y asi, llegar a los cuernos
uterinos (Blandau, 1945). Ademas, se muestra que la localizacion adecuada del tapon seminal
es importante para que ocurra el transporte espermatico, lo cual fue evidenciado en machos
gue mantuvieron la pelvis hacia atras o hacia adelante durante la eyaculacién. En el primer
caso, la cuenta obtenida fue de 43.4 millones de espermatozoides, mientras que en el segundo,
la cuenta fue de 24.6 millones. Se observa que existe relacion entre la posicion del tapon
seminal y el conteo espermatico en Utero, porque si los tapones no estan alojados al menos tres
cuartas partes en la union vagino-cervical, el conteo disminuye (Matthews y Adler, 1978).

La adhesion adecuada del tapon seminal, también influye sobre el transporte

espermatico de la vagina hacia los cuernos uterinos. Se ha evidenciado que los lobulos
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dorsales de la préstata son los responsables de que el tapon se adhiera, cuando ésta no ocurre
los espermatozoides permanecen en la vagina (Tlachi-L6pez y cols., 2011).

Formacion: Las caracteristicas del tapon seminal, como son el tamafio y la forma de
copa, se ven modificadas si no ocurre la inmovilidad coordinada de la pareja durante la
eyaculacion. Cuando no ocurren los segundos de inmovilidad, el tapdn no se aloja en la
posicion adecuada (adosado al cérvix y a la vagina). Cuando la cantidad de secrecion seminal
es menor, se observa una concavidad en la parte proximal del tapon (Carballada y Esponda,
1993).

En estudios in vitro se separaron las diferentes fracciones de las secreciones de las
vesiculas seminales: la fraccion A contiene prolina, nitrégeno y proteinas, la fraccion B
contiene proteinas. Esta fraccion puede ser degradada por colagenasa parecida a la peptidasa
(CLP) (Koren y cols., 1974). La fraccion C contiene proteinas, que no puede ser degradada
por CLP. Al mezclar las fracciones A, B y C con la enzima vesiculasa, se observa que esta
mezcla forma un coagulado compacto de apariencia similar a la del tapén seminal. Esto
mismo se obtiene al excluir la fraccién C. Con esto, se evidencia que la prolina es rica en

péptidos y juega un papel principal en la estructura del tapon seminal (Koren y cols., 1975).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Extirpacion de las glandulas sexuales accesorias
Se han extirpado diferentes glandulas sexuales accesorias, para conocer su importancia en la
conducta copulatoria, fertilidad y eyaculado de la rata macho. Las vesiculas seminales y
glandulas coagulantes, son los dos pares de glandulas sobre las que se enfoca el presente

trabajo, por lo que solo se mencionara el efecto de la extirpacion de dichas glandulas.

2.1.1. Extirpacion de las vesiculas seminales

Conducta copulatoria. Se ha realizado la extraccion completa de las vesiculas
seminales, para conocer su efecto sobre los valores de los parametros copulatorios de la rata
macho, encontrando que éstos no se modifican después de la cirugia (Cukierski y cols., 1991).
Asimismo, los machos son capaces de alcanzar la saciedad sexual, sin modificar sus
pardmetros ni el nimero de series eyaculatorias (Beach y Wilson, 1963).

Fertilidad. Se ha demostrado que la remocién completa de las vesiculas seminales
afecta la fertilidad, ya que los machos son infértiles (Cukierski y cols., 1991). La completa
extraccion las vesiculas seminales, afecta la fertilidad del macho, dado que no hay embriones
14 dias después del apareamiento (Carballada y Esponda, 1992). En otros estudios después de
la cohabitacion con los machos no se encontraron crias transcurrido el tiempo de gestacién
(Queen y cols., 1981).

Eyaculado. Se ha observado que la extraccion de diferentes porciones de las vesiculas
seminales, estéa relacionada con el decremento del conteo espermatico en Utero, En virtud de
que una mayor extirpacion de porciones de las vesiculas (1/3, 1/2, 2/3, de cada una, una
glandula completa o ambas) disminuye el conteo espermaético en Utero y aumenta en vagina. A
su vez, ambos conteos se correlacionan con la reduccion del peso del tapon seminal, ya que,
conforme se van extirpando mas porciones de vesiculas, el peso del tapon va en declive
(Carballada y Esponda, 1992). Se ha observado que después de la completa ablacion de las
vesiculas seminales, el macho no produce tapdn seminal y, por consecuencia, no ocurre el
transporte espermatico y todos los espermatozoides se quedan en la vagina (Cukierski y cols.,
1991). Sin embargo, la extraccion de los espermatozoides del epididimo, mostr6 que estos son

capaces de fertilizar después de realizar la inseminacion intrauterina (Cukierski y cols., 1991).
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2.1.2 Extirpacion de glandulas coagulantes

Fertilidad. Después de la completa ablacion de las glandulas coagulantes, las ratas macho se
vuelven infértiles, dado que transcurrido el tiempo de gestacion no hay camadas (Queen y
cols., 1981).

Eyaculado. La ablacion de las glandulas coagulantes, muestra que las secreciones de
dichas glandulas parecen ser indispensables para la formacion del tapon seminal, porque en el
53% de los machos, después de la copula, no se forma el tapdn seminal en la vagina de la
hembra y no ocurre el transporte espermatico. En el 47 % restante, si se forman lo tapones, sin
embargo, son de diferentes tamafios y pesos. El 27 % produce tapon de tamafio moderado y el
conteo espermatico disminuye un 65 %, es decir, sélo el 45 % logra cruzar el cérvix, por lo
que, estos machos son fértiles. EI 20 % restante de los machos produce tapones de tamafios
muy pequefios y s6lo un macho logra ser fértil (Carballada y Esponda, 1992).

2.1.3 Formacidn, constitucién y presencia del tapon seminal
Formacion. Existe controversia respecto a la formacion del tapon seminal. Algunos dicen que
la rata macho deposita el semen y un coagulado seminal (tapon seminal) en la vagina de la
hembra (Chester y Zucker, 1970). Otros concuerdan con esta descripcion, diciendo que
durante la eyaculacion, un tapén copulatorio es depositado en la vagina de la hembra después
de una masa espermatica (Wilson y cols., 1965). Esto sugiere que el tapon seminal ya esta
formado dentro de la uretra del macho. En cambio, otros consideran que la rata expele
espermatozoides, seguido de secreciones de las glandulas accesorias y que el tapon seminal se
forma dentro de la vagina (Wallach y Hart, 1983).

La estimulacion eléctrica del nervio intermesentérico, muestra que la rata macho
anestesiada, expele el tapon seminal cuando se contraen las vesiculas seminales y los
musculos bulboesponjosos, ademas, son acompafiados delas erecciones intensas (Bernabe y
cols., 2007). Las emisiones seminales espontaneas apoyan la idea de que el tapon es
expulsado, estas emisiones ocurren cuando el macho no ha tenido actividad copulatoria, para
la colecta del eyaculado se colocaron hojas de papel debajo de la jaula donde habitaba el

macho, con el fin de que al momento que expeliera el semen este fuera depositado en la hoja,
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observando que existe la presencia de tapones seminales en la eyaculacion (Kihlstrom, 1966;
Beach, 1975).

Constitucion: EI analisis microscopico del tapdn seminal, muestra que los machos con
aparato reproductor intacto producen tapones sélidos, homogéneos que se adhieren a la pared
vaginal de la hembra después de la cépula. En cambio, tapones producidos por machos sometidos
a la extirpacion de porciones de las vesiculas seminales, son blandos y de menor tamafio.
Estos tapones tienen apariencia de copa en la region de la abertura cervical, la cual esta llena

de espermatozoides (Carballada y Esponda, 1993; Figura 4).

Figura 4. Se muestra la estructura del tapon seminal y distribucion de los espermatozoides en
la vagina y cuernos uterinos. a) tapén de un macho intacto llenando la vagina, b) tapon
seminal de un macho que le fueron extirpados segmentos de las vesiculas seminales, el tapdn
presenta la forma de copa en la region proximal llena de espermatozoides v=vagina con
tapon en cuyo centro se encuentran espermatozoides, u= cuernos uterinos, p= tapén seminal
(modificada de Carballada y Esponda, 1993).
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Se ha mostrado que el tapon seminal estd compuesto por dos partes: la region central,
conformada principalmente por un gran nimero de espermatozoides, y la region periférica
compuesta por fluido seminal (Lataste, 1883: citados en Carballada y Esponda, 1993). En la
region central existen espermatozoides entrelazados y mezclados con las secreciones que
constituyen al tapon. Esto indica que los espermatozoides forman un esqueleto (Carballada y
Esponda, 1993). Ademas, se ha propuesto que estos espermatozoides son morfoldgica y
fisiolégicamente adaptados para actuar como “kamikazes”, al “sacrificarse” para desempefiar
una funcion distinta de la fecundacion. El nimero de espermatozoides “kamikazes” es bajo.
Por ejemplo, en un eyaculado de 60 millones de espermatozoides, alrededor del 1-5%
corresponde a los “kamikazes” (Baker y Bellis, 1988).

Presencia: El tapdn seminal se encuentra presente en diferentes regiones de la uretra de
roedores machos adultos, cabe mencionar que estos machos no han tenido actividad
copulatoria (Kunstyr y cols., 1982). Los tapones se localizan desde la vejiga urinaria hasta el
prepucio, aunque usualmente se encuentran en la uretra proximal, causando sélo oclusion
parcial, sin presentar dificultad al momento de orinar (Figura 5). Tales tapones uretrales pesan
en promedio 0.063 g. Treinta dias después de la remocion de las vesiculas seminales se
observa que el peso de los tapones obtenidos de las uretras disminuye significativamente
(Kunstyr y cols., 1982).

Figura 5. Tapones extraidos de las uretras masculinas. a: encontrado en la vejiga urinaria; b:
en la uretra proximal; c: diverticulo uretral o uretra bulbar; d: uretral distal y prepucio
(modificada de Kunstyr y cols., 1982).
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Se realizaron experimentos donde mezclaron las secreciones de las vesiculas
seminales, mé&s bulbouretrales o bien de vesiculas seminales méas coagulantes, se observa la
produccién de coagulado débil, mientras que si se mezclan las secreciones de las tres

glandulas, se produce un coagulado fuerte (Hart y Greestein, 1968).

15



3. JUSTIFICACION

La rata de laboratorio ha sido una de las especies mas utilizadas en los estudios reproductivos.
Sobre la rata, existen numerosos trabajos que detallan su conducta copulatoria, asi como su
fisiologia sexual, sin embargo, algunas interrogantes aln permanecen sin contestar. Por
ejemplo, se desconoce si el tapdn seminal que se encuentra en la vagina inicia su formacion en
la uretra del macho, durante las intromisiones pre-eyaculatorias, asi como la participacion de
las glandulas coagulantes y vesiculas seminales en este proceso. De no ser asi, entonces el
tapén se formaria hasta después de la expulsion seminal dependiendo esta formacion de las
secreciones de las glandulas coagulantes. Asi, la presente propuesta de estudiar la formacion
del tapon seminal ayuda a entender detalles del proceso de la emision seminal como parte de

la eyaculacion.
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4, HIPOTESIS

El tapon seminal inicia su formacion en la uretra de la rata macho durante las intromisiones
pre-eyaculatorias. La formacion culmina en la vagina después de la expulsion seminal durante
la eyaculacion, en el encuentro copulatorio. Dicho proceso se debe a la aportacion de las

secreciones de las vesiculas seminales y glandulas coagulantes.
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S. OBJETIVO GENERAL

Evidenciar que la formacién del tapdn seminal inicia en la uretra masculina y culmina en la
vagina durante el encuentro copulatorio de la rata y que la formacién del tapon depende de las

secreciones de las glandulas coagulantes y vesiculas seminales.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Constatar la presencia de tapones seminales en la uretra de los machos después de

realizar 3 intromisiones 0 6 intromisiones previas a la eyaculacion.

2) Conocer la participacién de las glandulas coagulantes sobre la formacion de los
tapones seminales en la uretra de los machos después de realizar 3 intromisiones, 6

intromisiones 6 1 eyaculacion.

3) Determinar la contribucion de las vesiculas seminales sobre la formacion de los
tapones seminales en la uretra de los machos, después de realizar 3 intromisiones, 6

intromisiones 6 1 eyaculacion.

4) Determinar la contribucion de las glandulas coagulantes méas vesiculas seminales sobre
la formaciéon de los tapones seminales en la uretra de los machos después de realizar 3

intromisiones, 6 intromisiones ¢ 1 eyaculacion.

5) Verificar la presencia de tapones seminales en la vagina de las hembras, después de la

eyaculacion de machos sin glandulas coagulantes, vesiculas seminales o ambas glandulas.
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7. METODOLOGIA

7.1 Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, machos y hembras sexualmente maduras, de 3 meses de
edad. Los machos pesaron alrededor de 300 gramos y las hembras pesaron 250 gramos
aproximadamente. Los animales fueron proporcionados por el bioterio del Centro Tlaxcala de
Biologia de la Conducta. Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de bioterio,
con ciclo invertido de luz-oscuridad 12-12 horas (la luz se apagaba a las 8:00 horas. Se les
proporciond alimento (Rodent Laboratory Chow 5001) y agua ad libitum. El protocolo
experimental fue aprobado por el comité de animales de laboratorio, de acuerdo con las lineas
del Consejo Mexicano sobre el Cuidado de Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999).

7.2 Pruebas de entrenamiento copulatorio

Las pruebas de entrenamiento copulatorio de los machos se realizaron durante la fase oscura
del ciclo invertido de luz-oscuridad. Ademaés, de los machos, se utilizaron hembras, las cuales
fueron previamente ovariectomizadas y tratadas con 10 pg de estradiol y 2 mg de
progesterona, a las 48 y 4 horas previas a la prueba copulatoria, para la induccién del estro.
Asi mismo, se utiliz6 un redondel de observacién cuyo didmetro y altura eran de 60
centimetros, en el cual el macho se introdujo durante 5 minutos para su habituacion;
posteriormente, la hembra con estro inducido fue introducida al redondel para dar inicio a la
prueba copulatoria. Dada la inexperiencia sexual de los machos, las pruebas terminaron
cuando se cumplieron los siguientes criterios: 1) a los 15 minutos después de iniciada la
prueba, si el macho no tenia actividad sexual o solo realizaba montas, 2) a los 30 minutos
después de la primera intromision, aunque el macho no eyaculara, o bien 3) en el momento en
gue ocurria la eyaculacion. Los machos fueron sometidos a cuatro pruebas copulatorias, con
tres dias de intervalo entre ellas (Lucio y Tlachi-Lopez, 2008). Los machos sexualmente
inexpertos fueron sometidos a 4-6 pruebas de entrenamiento copulatorio. Soélo aquellos
machos que eyacularon en las seis 0 en sus Ultimas cuatro pruebas, fueron considerados como
sexualmente expertos e incluidos en los grupos experimentales, mismos que fueron sometidos

a pruebas copulatorias post-cirugia.
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7.3 Grupos experimentales

Una vez que los machos adquirieron la experiencia para ser considerados sexualmente
expertos, les fue realizada la cirugia, dos dias después de la Gltima prueba copulatoria. Las
cirugias fueron distintas dependiendo del grupo experimental: cirugia simulada, extirpacién de
las glandulas coagulantes, extirpacion de las vesiculas seminales y extirpacion de ambas
glandulas. Después de cada cirugia, se dejaron transcurrir dos semanas para realizar la prueba

copulatoria post-cirugia correspondiente.

7.3.1 Cirugia simulada de extirpacion bilateral de glandulas coagulantes y
vesiculas seminales (Sim)
Los machos (n = 17) fueron anestesiados con pentobarbital sédico (26 mg/kg de peso, Pet’s
Pharma de México, via intraperitoneal). Se les rasur6 la region abdominal, se les aplicd
cloruro de benzalconio al 10%, para desinfectar la region y se realiz6 una incision longitudinal
en la pared abdominal sobre la linea media, para exponer las visceras abdominales. Los
intestinos y el estomago fueron colocados fuera de la cavidad abdominal y se cubrieron con
gasa humedecida con solucion salina fisioldgica al 0.9%, a 37° C. Posteriormente, se
identificaron las vesiculas seminales y las glandulas coagulantes que estan adosadas a las
primeras (Figura 6). Con una pinza de diseccion, se sujetdé una de las gldndulas coagulantes
por el apice y suavemente se separ0 de la vesicula seminal correspondiente con un hisopo,
hasta llegar a su conducto. Las glandulas del lado contralateral, tuvieron la misma
manipulacion. Después, los intestinos y el estobmago fueron introducidos nuevamente a la
cavidad abdominal. La pared muscular y la piel fueron suturadas utilizando una aguja e hilo
seda. Al téermino de la cirugia, el macho fue colocado en una jaula con cama de aserrin y una

lampara de calor hasta su recuperacion.
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Figura 6. Region abdominal del macho sexualmente experto con cirugia simulada. Note que
las glandulas coagulantes estan separadas de las vesiculas seminales.

7.3.2 Extirpacion bilateral de glandulas coagulantes (GCx)
Con este grupo de machos (n = 19) se sigui6 el mismo procedimiento de la cirugia simulada
aungue, una vez que fueron separadas las glandulas coagulantes se ligaron sus conductos y las

coagulantes fueron extraidas de la cavidad abdominal (Figura 7).
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Figura 7. Region abdominal del macho sexualmente experto con extirpacién bilateral de las
glandulas coagulantes, solo se observan las vesiculas seminales.
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7.3.3 Extirpacion bilateral de vesiculas seminales (VSx)
Con este grupo de machos (n = 19) se realiz6 la misma manipulacién de la cirugia simulada, y
después de haber separado las glandulas coagulantes de las vesiculas seminales, se ligaron los
conductos de estas Ultimas para extraerlas de la cavidad abdominal (n= 19 animales; Figura 8).

Figura 8. Region abdominal del macho sexualmente experto con extirpacion bilateral de las
vesiculas seminales, sélo se muestran las vesiculas seminales.

7.3.4 Extirpacion bilateral de las glandulas coagulantes y vesiculas seminales
(GCx+VSx)
En este grupo de machos (n = 6) la cirugia se realiz6 de manera similar al procedimiento
mencionado para la cirugia simulada. Ademas, se localizaron y ligaron los conductos tanto de
las glandulas coagulantes como de las vesiculas seminales para extraer ambos pares de
glandulas de la cavidad abdominal (n= 6 animales).

7.3.5 Pruebas copulatorias post-cirugia de tres o seis intromisiones o una
eyaculacion
Con el fin de determinar la influencia de las intromisiones en la formacién del tapon seminal,
los machos de cada grupo experimental fueron sometidos a una de estas tres pruebas

copulatorias: tres intromisiones (machos Sim, CGx y VSx), seis intromisiones (machos Sim,
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CGx y VSX) o una eyaculacion (machos Sim, GCx, VSx y GCx+VSx).Cabe mencionar que a
los machos se les permitio realizar una serie eyaculatoria, 30 minutos antes de iniciar la prueba
correspondiente, para descartar la posibilidad de que la uretra tuviera residuos de secreciones
de las glandulas accesorias. Al término de cada prueba de 3 y 6 intromisiones los machos
fueron sacrificados para revisar la uretra. Al grupo de machos que se les permitio eyacular, se

les reviso la uretra, a las hembras se les reviso tanto la vagina como los cuernos uterinos.

7.3.5.1 Revision de la uretra del macho después de las pruebas de tres o seis
intromisiones o una eyaculacion
Al concluir las pruebas, los machos fueron anestesiados con pentobarbital sédico (26 mg/kg de
peso, Pet’s Pharma de México, via intraperitoneal). Se rasurd la piel abdominal. El area fue
desinfectada con cloruro de benzalconio al 10%. Se realizé una incision en la linea media,
iniciando desde el meato uretral hasta el cuello de la vejiga urinaria, para exponer la uretra en
sus cuatro regiones (prostatica, membranosa, bulbar y peneana). La uretra fue cuidadosamente
revisada en toda su longitud, con la finalidad de encontrar el tapon uretral preformado. Los
tapones encontrados fueron retirados para medir sus parametros: peso y tamafio. El peso,
expresado en miligramos, se determiné utilizando una balanza analitica. El tamafio, expresado
en milimetros (largo y ancho), se determiné utilizando un vernier digital. Al finalizar el

analisis, los machos fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sédico.

7.3.5.2 Exploracion de la vagina y cuernos uterinos de la hembra después
de la prueba de una eyaculacion
Cinco minutos después de haber ocurrido la eyaculacion, las hembras fueron anestesiadas con
pentobarbital sodico (26 mg/kg de peso, Pet’s Pharma de México, via intraperitoneal).Se les
rasur6 la piel abdominal, se aplic6 cloruro de benzalconio al 10% para desinfectar la region.
Posteriormente, se realizo una incision sobre la linea media del abdomen. Se localizaron los
cuernos uterinos y se ligaron en sus extremos proximal y distal. Los cuernos se extrajeron de
la cavidad abdominal y se colocaron en una caja Petri con solucion salina a 37 °C, para
retirarles los vasos sanguineos y la grasa adyacente. Una vez que los cuernos quedaron

limpios, fueron cortados sus extremos proximales, para depositar su contenido en un tubo de
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microcentrifuga, que se mantuvo en un termo-bafio a 37 °C (Figura 9; Lucio y Tlachi-Lépez,
2008).
Para la obtencion del tapon, se separ6 la sinfisis pubica y se realizd una incision

longitudinal en la pared de la vagina. Se desprendio y extrajo el tapdn vaginal y se midieron

sus parametros: peso y tamario.

Figura 9. Obtencion del semen contenido en los cuernos uterinos. a) diseccién de los cuernos
uterinos. b) cuernos uterinos limpios sumergidos en solucién salina. c¢) fluido seminal de los
cuernos uterinos dentro de un tubo de microcentrifuga (Lucio y Tlachi-Lépez, 2008).

El fluido de los cuernos uterinos se obtuvo para realizar la cuenta espermatica. Esta se
define como el nimero de espermatozoides expresado en millones por mililitro. Para ello, se
determind primero la densidad espermatica. Se tomaron 10 pl del fluido colectado, se
vertieron en un portaobjetos y se le puso un cubreobjetos. La muestra se colocé en un
microscopio 6ptico (Optiphot 2 Nikon) con el objetivo 20x. Tres campos al azar fueron
seleccionados y se trazaron cinco lineas imaginaras en zig-zag. Todos los espermatozoides que
tocaron las lineas fueron contados. Después se obtuvo el promedio de los tres campos. Una
vez conociendo la densidad espermatica, se determind la dilucion adecuada (Tabla 1; Lucio y
Tlachi-L6pez, 2008).

Para realizar la cuenta espermatica, se utilizd una cAmara de Neubauer. Después de
haber elaborado la dilucién correspondiente, se colocaron 10 pl en cada una de las dos
cuadriculas de la cdmara. Cada cuadricula tiene 5 cuadrantes -A, B, C, D, E- (Figura 10). Sélo
se contaron las cabezas de los espermatozoides que se encontraban dentro de la cuadricula E

(que incluye Ej, E;, Es, E4 y Es). El resultado se sumo, se promedié y multiplicé por
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1,000,000. Se utilizé el objetivo 20x del microscopio Optico (Optiphot 2 Nikon) para realizar

la cuenta.

Tabla 1. Dilucion del semen segun la densidad espermética.

Densidad espermatica

Mayor de 200

Dilucién del semen
{semen:diluyente)

1:400
1:300
1:200

1:100
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Figura 10. Camara de Neubauer resaltando la vista detallada de una cuadricula que
muestra los cuadros A, B, C y D que corresponden a las esquinas de la cuadricula y el
cuadro E es el centra (tomada de Lucio y Tlachi-Lépez, 2008).
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7.4 Disefio experimental

Machos
Pruebas de
entrenamiento
copulatorio
Grupos
experimentales
]
l 1 1 ]
Sim GCx VSx GCx+VSx
2 semanas
después 3 3 3
— intromisiones intromisiones intromisiones M
(n=6) (n=6) (n=7)
6 6 6 Obtencion y
— Intromisiones intromisiones intromisiones — evaluacion del tapon
(n=6) (n="7) (n="7) uretral en el macho
1 B 1 1 1 Obtencion y
1 eyaculacion evaculacion eyaculacién — eyaculacion —'  evaluacion del tapon
(n=25) (n=6) (n=75) (n=6) vaginal en la hembra

Sim = cirugia simulada, GCx = extirpacion bilateral de glandulas coagulantes, VSx = extirpacién bilateral de vesiculas seminales,

y cuenta espermdatica

GCx+VSx = extirpacion bilateral de glandulas coagulantes mas extirpacion bilateral de vesiculas seminales.



7.10 Anélisis estadistico
Los datos de los pardmetros de largo, ancho y peso de los tapones uretrales y vaginales, asi
como la cuenta espermaética se analizaron mediante la prueba H de Kruskal Wallis, con valor
de significancia de 0.05. Como la prueba post-hoc se empled el ajuste de Bonferroni. El
primer andlisis estadistico se realizd considerando el tipo de la prueba copulatoria, es decir,
tres o seis intromisiones o una eyaculacion, cada una con sus manipulaciones experimentales
de machos Sim, GCx y VSx. El segundo analisis estadistico se realizd para conocer el efecto
de la ablacion de las glandulas coagulantes y vesiculas seminales, sobre los parametros de los
tapones tanto uretrales como vaginales, en los tres tipos de pruebas copulatorias.

El anélisis estadistico se efectud con el programa IBM SPSS Statistics Base 20.0. Las

gréficas se realizaron con el programa Prism 6 para Windows, version 6.01.
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8. RESULTADOS

8.1  Entrenamientos copulatorios para la asignacion de machos a distintas pruebas
copulatorias (tres, seis intromisiones o0 una eyaculacion)

Los machos que realizaron pocas intromisiones para eyacular (en promedio entre 9.13 y
10.38) se asignaron a las pruebas de tres intromisiones; los que presentaron mayor nimero de
intromisiones (en promedio entre 9.5 y 13.92) fueron asignados a la prueba de seis
intromisiones. Para el grupo de machos de una eyaculacion, solo se consideraron los que
eyacularon. Se consideraron solo aquellos machos que eyacularon en las ultimas cuatro

pruebas copulatorias (Tabla 2).
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Tabla 2. Asignacion de los machos a pruebas copulatorias y tipo de cirugia dependiendo
de su entrenamiento copulatorio.

Entrenamientos copulatorios p . . Promedio Tipo de
romedio Promedio . . .
1ro. 2do. 3ro. 4to. individual  grupal portipode  cirugiay
prueba prueba
6 9 10 10 8.75 9.13
6 9 13 7 8.75 Si
4 13 7 5 7.25 gm
0 15 11 11 11.75 . .
13 10 9 9 10.25 intromisiones
7 3 9 8 8
7 9 8 9 8.25 9.46
14 9 11 8 10.5
9 10 8 10 9.25 Gg"
]31 197 191 153 8115 260 intromisiones
10 7 11 9 9.25
17 12 19 10 14.5 10.21
5 8 9 9 7.75
6 7 6 17 9 VSx
15 5 5 11 9 3
13 12 9 10 11 intromisiones
8 17 9 10 11
9 12 6 10 9.25
11 12 7 11 10.25 13.92
14 8 12 7 10.25 Sim
16 17 21 13 16.75 6
19 25 16 13 18.25 . ..
10 11 18 73 15.5 1nfromisiones
12 15 12 11 12.5
17 12 17 14 15 11.57
10 11 10 12 10.75
16 12 14 8 12.5 GCx
10 16 10 11 11.75 12.33 6
11 8 12 13 11 ) intromisiones
9 12 8 8 9.25
17 10 6 10 10.75
6 7 12 9 8.5 11.50
13 14 8 7 10.5
9 17 13 16 13.75 VSx
12 15 11 11 12.25 6
23 10 12 15 15 intromisiones
8 10 4 19 10.25
8 10 4 19 10.25

Promedio (individual y grupal) del nimero de intromisiones que realizaron los machos para su
asignacion a las pruebas de copulatorias (de tres o seis intromisiones) y tipo de cirugia
(Sim=simulada, GCx=Extirpacion de coagulantes, VSx=Extirpacién de seminales). Los datos
resaltados en gris corresponden a los machos que en las pruebas copulatorias no presentaron
tapones uretrales.
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8.2 Formacidn del tapon seminal durante la copula de los machos Sim, GCx y VSx

8.2.1 Tapones de machos Sim que ejecutaron tres o seis intromisiones o una

eyaculacion

Tapones seminales uretrales y vaginales

La mayoria de los machos con cirugia simulada (Sim) tuvieron tapones uretrales, cuando
realizaron las pruebas de tres o seis intromisiones. En la prueba de tres intromisiones, el 83 %
de los machos presentaron tapones, localizandose en la uretra membranosa, en el 17 %
restante no hubo tapdn uretral. Los machos que ejecutaron seis intromisiones presentaron
tapones uretrales: 17 % en la uretra prostatica y 66 % en la membranosa, el resto (17 %) no
tuvo tapon. Las vaginas de las hembras utilizadas en las pruebas de tres o seis intromisiones,
no fueron revisadas para verificar la ausencia o presencia del tapon, porque a los machos no se
les permitio eyacular.

Los machos Sim que ejecutaron una eyaculacion no presentaron tapones uretrales. Al
revisar las vaginas de las hembras, en el 100% de ellas se encontraron tapones vaginales
después de ocurrida la eyaculacion.

Los tapones uretrales y los vaginales obtenidos de los machos con cirugia Sim, fueron
estadisticamente diferentes entre ellos, respecto al largo (H de Kruskal Wallis = 9.620, gl = 2,
p = 0.008), ancho (H de Kruskal Wallis = 9.833, gl = 2, p = 0.007) y peso (H de Kruskal
Wallis = 9.446, gl = 2, p = 0.009). Los tapones uretrales obtenidos en las pruebas de tres
intromisiones versus seis intromisiones, no mostraron diferencias significativas en cuanto al
largo (Ajuste de Bonferroni, p = 0.54; Figura 11-1), ancho (Ajuste de Bonferroni, p = 0.42;
Figura 11-11) ni peso (Ajuste de Bonferroni, 0.84; Figura 11-I11). El tamafio de los tapones
uretrales obtenidos después de tres intromisiones, fue 2.6 x 0.80 milimetros (largo x ancho;
mediana) y 0.60 miligramos de peso (mediana) versus los tapones obtenidos con seis
intromisiones, el tamafo fue 2.0 x 1.0 milimetros (largo x ancho) y 0.90 miligramos de peso.
Cuando los tapones fueron obtenidos de las vaginas, la diferencia significativa fue evidente,
respecto al largo (Ajuste de Bonferroni, p = 0.008; Figura 11-1), ancho (Ajuste de Bonferroni,
p = 0.008; Figura 11-11), y peso (Ajuste de Bonferroni, p = 0.008; Figura 11-111) versus los

tapones uretrales, porque los tapones de las pruebas de tres y seis intromisiones, fueron de
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menor tamafio comparados con los de la eyaculacién. El tamafio de los tapones vaginales fue
de 11.5 x 5.3 milimetros (largo x ancho) y 89.8 miligramos de peso. Tanto los tapones
uretrales como los vaginales fueron de forma cilindrica y de consistencia dura y ésta se

mantuvo en los tres tipos de pruebas copulatorias.
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Figura 11. Se muestran los parametros 1) largo, Il) ancho, Ill) peso de los tapones uretrales
(obtenidos de 3 y 6 intromisiones) y vaginales (obtenidos de una eyaculacion) de machos con
cirugia simulada. H de Kruskal Wallis, p > 0.05.
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8.2.2 Tapones de machos GCx que ejecutaron tres o seis intromisiones o una eyaculacion

Tapones seminales uretrales y vaginales

El 83% de los machos GCx que realizaron la prueba de tres intromisiones, presentaron tapones
uretrales localizados en el segmento de la uretra membranosa. En el caso de los machos que
realizaron seis intromisiones, el 71% de ellos presentaron tapones, el 14 % de ellos en la uretra
prostatica, el 57 % restante, en la membranosa.

Nuevamente, las hembras que se utilizaron en las pruebas de intromisiones, no se les
reviso la presencia/ausencia del tapdn en la vagina, porque los machos no eyacularon.

Tras la eyaculacion se revisaron los segmentos de la uretra masculina, no se encontro
presencia de tapones uretrales. Ademas, se inspeccionaron las hembras, donde se encontraron
tapones vaginales en el 100% de ellas.

Los tapones uretrales y los vaginales de los machos GCx presentaron diferencias
significativas entre los pardmetros de largo (H de Kruskal Wallis = 10.903, gl = 2, p = 0.004)
y ancho (H de Kruskal Wallis = 10.622, gl = 2, p = 0.005), es decir, en su tamafio, ademas del
peso (H de Kruskal Wallis = 10.644, gl = 2, p = 0.005). Respecto a los parametros de los
tapones uretrales de las pruebas copulatorias de tres versus seis intromisiones, no mostraron
diferencias en el largo (Ajuste de Bonferroni, p = 0.421; Figura 12-1), ancho (Ajuste de
Bonferroni, p = 0.841; Figura 12-11) ni peso (Ajuste de Bonferroni, p = 0.841; Figura 12-111).
Los tapones obtenidos de las pruebas de tres intromisiones, tuvieron 2.9 milimetros de largo x
1.0 milimetros de ancho (mediana) y 1.0 miligramos de peso, versus los obtenidos de seis
intromisiones, cuyas medidas fueron 1.9 milimetros x 0.8 milimetros (largo x ancho) y 1.7
miligramos de peso (Figura 12-1, 11, I11). Los tapones uretrales fueron de menor tamafio versus
los tapones vaginales. Las diferencias significativas fueron evidentes cuando los tapones se
obtuvieron de las vaginas versus las uretras en los parametros de largo (Ajuste de Bonferroni,
p = 0.004; Figura 12-1), ancho (Ajuste de Bonferroni, p = 0.004; Figura 12-11) y peso (Ajuste
de Bonferroni, p = 0.004; Figura 12-111).Los parametros de los tapones vaginales fueron 15.5
milimetros de largo, 4.9 milimetros de ancho y 123.8 miligramos de peso. Estos tapones
fueron planos vistos lateralmente, ademas, su consistencia es blanda. La consistencia fue la

misma tanto para los tapones uretrales como para los vaginales.
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Figura 12. Se muestran los parametros 1) largo, 1) ancho, Il1) peso de los tapones uretrales
(obtenidos de 3 y 6 intromisiones) y vaginales (obtenidos de una eyaculacion) del grupo de
machos que se les extirparon las glandulas coagulantes. H de Kruskal Wallis, p< 0.05.
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8.2.3 Tapones de machos VSx que ejecutaron tres o seis intromisiones o una

eyaculacion

Tapones seminales uretrales y vaginales

El 86% de los machos VSx presentaron tapones uretrales después de ejecutar tres
intromisiones; 14% en la uretra prostatica y 72% en la membranosa. En el 14% restante, la
uretra estuvo vacia. ElI 86% de los machos que realizaron la prueba de seis intromisiones
tuvieron tapones uretrales, localizandose en la uretra membranosa. En el 14 % restante el
tapon estuvo ausente.

No se encontraron tapones en las uretras de los machos después de haber ocurrido la
eyaculacion. En el 100% de las vaginas se encontraron masas viscosas, de consistencia blanda
y sin forma. No hubo variacion en la consistencia de los tapones uretrales y vaginales.

Los machos VSx no mostraron diferencias significativas en los parametros de largo (H
de Kruskal Wallis = 3.155, gl = 2, p = 0.206; Figura 13-1) y peso (H de Kruskal Wallis =
5.509, gl = 2, p = 0.064; Figura 13-111) de sus tapones uretrales de tres intromisiones versus
seis intromisiones versus los vaginales obtenidos de la eyaculacion. Sin embargo, si hubo
diferencias significativas en el ancho de los tapones uretrales y vaginales (H de Kruskal Wallis
= 6.768, gl =2, p = 0.034; Figura 13-11). La diferencia se evidenci6 entre los tapones uretrales
obtenidos de la prueba de seis intromisiones versus los vaginales obtenidos de la eyaculacion
(Ajuste de Bonferroni, p = 0.01). En las pruebas de tres intromisiones se encontraron tapones
de 2.5 milimetros de largo, 0.95 milimetros de ancho y 0.89 miligramos de peso (mediana).
Los parametros de los tapones de las pruebas de seis intromisiones fueron 1.8 milimetros x 0.8
milimetros (largo x ancho) y 0.55 miligramos de peso. El tamafio de los tapones vaginales fue
de 3.6milimetros x 1.8 milimetros (largo x ancho) y 4.2 miligramos de peso. Por lo que los
parametros de largo y peso se mantuvieron independientemente de la prueba copulatoria a la

que fueron sometidos los machos.
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Figura 13. Se muestran los parametros |) largo, 11) ancho, Ill) peso de los tapones uretrales
(obtenidos de 3 y 6 intromisiones) y vaginales (obtenidos de una eyaculacion) del grupo de
machos que se les extirparon las vesiculas seminales. H de Kruskal Wallis, p< 0.05
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8.3 Ablaciéon de las glandulas sexuales (glandulas coagulantes y vesiculas seminales)
sobre los pardmetros de los tapones (uretrales y vaginales) durante la cépula

Otra comparacion estadistica fue realizada con el objetivo de conocer el efecto de la
extirpacion de las coagulantes, asi como de las seminales, sobre la formacion tanto de los
tapones uretrales, como la de los vaginales. Las pruebas estadisticas se aplicaron comparando
los parametros de los tapones de machos Sim versus GCx versus VSx de acuerdo al tipo de
prueba copulatoria a la que fueron sometidos, recordemos que las pruebas consistieron en

ejecutar tres o seis intromisiones o una eyaculacion.

8.3.1 Prueba de tres intromisiones realizada por los machos Sim, GCx y VSx

Tapones seminales uretrales

Cabe recordar que se encontraron tapones uretrales, sélo en el 83 % de los machos Sim, GCx
y VSx. Este resultado fue independiente del tipo de cirugia que les fue realizada a los grupos
experimentales. En el 17 % de los machos pertenecientes a los tres diferentes grupos, la uretra
estuvo vacia.

Los parametros evaluados de los tapones uretrales fueron largo, ancho, peso y
consistencia. No hubo diferencias significativas en el largo de los tapones uretrales de los
machos Sim versus GCx versus VSx (H de Kruskal Wallis = 0.972, gl = 2, p = 0.615; Figura
14-1), tampoco en el ancho (H de Kruskal Wallis = 0.815, gl = 2, p = 0.665; Figura 14-11) ni en
el peso (H de Kruskal Wallis = 3.569, gl = 2, p = 0.168; Figura 14-111). Los tapones uretrales
de machos Sim midieron 2.6 milimetros de largo, 0.8 milimetros de ancho y pesaron 0.6
miligramos (mediana). EIl tamafio de los tapones de machos GCxfue2.9 x1.0 milimetros (largo
X ancho) y pesaron 1.7 miligramos. Los parametros de los tapones de machos VSx fueron 2.5
milimetros de largo, 0.95 milimetros de ancho y 0.89 miligramos de peso. La consistencia de
los tapones uretrales fue diferente entre los grupos; ésta fue dura, blanda y muy blanda para

los machos Sim, GCx y VSx, respectivamente.
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Figura 14. Se muestra que parametros 1) largo, Il) ancho y 111) peso de los tapones uretrales durante
la prueba de tres intromisiones, segun el tipo de cirugia a la que se sometieron los machos. Cirugia
simulada (Sim), extirpacion bilateral de: glandulas coagulantes (GCx), vesiculas seminales (VSx). H
de Kruskal Wallis, p> 0.05
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8.3.2 Prueba de seis intromisiones realizada por los machos Sim, GCx y VSx

Tapones seminales uretrales

Se encontraron tapones uretrales preformados en el 83 % de los machos Sim, en el 71 % de
machos GCx y en el 86 % de machos VSx que les fue permitido realizar seis intromisiones sin
eyacular.

Los tapones uretrales de los machos Sim versus GCx versus VSX no mostraron
diferencias significativas entre sus parametros. Los machos Sim, GCx y VSx tuvieron tapones
de 2.0, 2.1 y 1.8 milimetros de largo (mediana), respectivamente (H de Kruskal Wallis =
1.655, gl = 2, p = 0.437; Figura 15-1), 1.0, 0.9 y 0.95 milimetros de ancho (H de Kruskal
Wallis = 0.860, gl = 2, p = 0.651; Figura 15-11) y 0.9, 2.7 y 0.55 miligramos de peso (H de
Kruskal Wallis = 0.362, gl = 2, p = 0.834; Figura 15-111), respectivamente. La consistencia fue
diferente en los tres casos, dura (Sim), blanda (GCx) y muy blanda (VSx).
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Figura 15. Se muestra el 1) largo, Il) ancho y Il1) peso de los tapones durante la prueba de seis
intromisiones, segun el tipo de cirugia a la que se sometieron los machos. Cirugia simulada (Sim),
extirpacion bilateral de: glandulas coagulantes (GCx), vesiculas seminales (VSx).H de Kruskal

Wallis, p> 0.05.
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8.3.3 Tapones seminales obtenidos en la Prueba de una eyaculacion realizada por
los machos Sim, GCx, VSx y GCx+VSx

Tapones seminales vaginales

Los tapones de los machos Sim fueron coagulados, de consistencia dura y forma cilindrica.
Los de machos GCx fueron coagulados, de consistencia blanda y forma plana vistos
lateralmente, a diferencia de los tapones Sim. Los machos VSx no formaron tapon tras la
eyaculacion y en la vagina sélo se encontr6 una masa viscosa sin forma. Los machos
GCx+VSx no formaron tapon; sélo se encontraron secreciones de las glandulas accesorias que
no les fueron extirpadas (no se formo la masa viscosa).

Los parametros de los tapones obtenidos de las vaginas fueron diferentes dependiendo
del tipo de cirugia realizada. Respecto al largo, se presentaron diferencias significativas entre
los grupos de machos Sim versus GCx versus VSx (H de Kruskal Wallis = 13.346, gl =2, p =
0.001; Figura 16-1). Entre los machos Sim versus GCx existio una diferencia significativa,
dado que los tapones de los machos Sim fueron de menor tamafio, midiendo 11.5 milimetros
versus 15.5 milimetros de largo (Ajuste de Bonferroni, p = 0.004). Entre los machos Sim
versus VSx también existio diferencia significativa, ya que los tapones de VSx tuvieron 3.6
milimetros de largo (Ajuste de Bonferroni, p = 0.008). Asimismo, la diferencia en el largo de
los tapones fue notable entre los machos GCx versus VSx (Ajuste de Bonferroni, p = 0.004).

En cuanto al ancho de los tapones vaginales, hubo diferencias significativas entre los
tres grupos de machos (H de Kruskal Wallis = 11.065, gl = 2, p = 0.004; Figura 16-11). Esta
diferencia fue entre GCx versus VSx (Ajuste de Bonferroni, p = 0.010) porque los tapones de
machos GCx midieron 4.9 milimetros versus 1.8 milimetros de ancho. También existio
diferencia entre machos Sim versus VSx, porque los tapones de los machos Sim midieron 5.3
milimetros de ancho (Ajuste de Bonferroni, p = 0.008). Entre los machos Sim versus GCx, no
existio diferencia significativa en este parametro.

Otro parametro evaluado fue el peso, en el que se encontro diferencia significativa
entre los machos Sim versus GCx versus VSx (H de Kruskal Wallis = 10.741, gl = 2, p =
0.005; Figura 16-I11). La diferencia significativa fue entre los machos GCx versus VSx,
porque los tapones pesaron 123.8 miligramos contra4.2 miligramos (Ajuste de Bonferroni, p =

0.004). Ademas, los tapones de machos VSx, también fueron diferentes significativamente
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comparados con los de machos Sim, porque estos pesaron 89.8 miligramos (Ajuste de
Bonferroni, p = 0.008). La consistencia de los tapones vaginales fue dura, blanda y muy
blanda para Sim, GCx y VSx. Entre los machos Sim versus GCx no hubo diferencias en este
parametro.

Cabe recordar que la funcion del tapdn seminal es favorecer el transporte espermético
transcervical, de la vagina hacia los cuernos uterinos. Se realiz6 la cuenta espermética para
conocer el efecto de los parametros de los tapones de machos Sim, GCx, VSx y GCx+VSx
sobre el transporte espermatico. En el caso de los machos que formaron tapones seminales en
la vagina, ocurrio el transporte espermatico. La cuenta espermatica obtenida de los machos
Sim fue de 43.2 millones, la de machos GCx fue de 19.2 millones de espermatozoides. Los
espermatozoides que fueron expelidos por los machos VSx y GCx+VSx tras la eyaculacion, se
quedaron en la vagina, por lo que se obtuvieron diferencias significativas en cuanto a la cuenta
espermatica (H de Kruskal Wallis = 20.552, gl = 3, p = 0.0001). Entre los machos Sim versus
los GCx no se encontraron diferencias significativas (Ajuste de Bonferroni, p = 0.030). En
cambio, cuando se compararon los machos Sim versus los VSx si hubo diferencias
significativas entre ambos grupos (Ajuste de Bonferroni, p = 0.004). Ademas, los machos Sim
manifestaron diferencia entre los GCx+Vsx (Ajuste de Bonferroni, p = 0.004). Asi mismo, la
cuenta espermatica de los machos GCx fue diferente significativamente versus los VSx
(Ajuste de Bonferroni, p =0.002) y versus GCx+VSx (Ajuste de Bonferroni, p = 0.002; Figura
17).
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Figura 16.Se muestra el 1) largo, I1) ancho y I11) peso de los tapones seminales obtenidos después
de la eyaculacién, segun el tipo de cirugia a la que se sometieron los machos. Cirugia simulada
(Sim), extirpacion bilateral de: glandulas coagulantes (GCx), vesiculas seminales (VSx) y
glandulas coagulantes+vesiculas seminales (GCx+VSx). H de Kruskal Wallis, p< 0.05.
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Figura 17. Se muestra el nimero de espermatozoides obtenido del Utero de la hembra con la que
eyacularon los machos, dependiendo el tipo de cirugia. Cirugia simulada (Sim), extirpacion
bilateral de: glandulas coagulantes (GCx), vesiculas seminales (VSx) y glandulas
coagulantes+vesiculas seminales (GCx+VSx).H de Kruskal Wallis, p < 0.05.
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9. DISCUSION

Se ha evidenciado que los machos requieren entre 5-18 intromisiones para eyacular en su
primera serie eyaculatoria (Bermant, 1967; citado en Chester y Zucker, 1970). Por tal razon,
en el presente estudio los machos que realizaron alrededor de 9 intromisiones para eyacular,
fueron asignados a las pruebas de tres intromisiones; en tanto que los que realizaron cerca de
12, se asignaron a las pruebas de seis intromisiones. Consideramos que en las pruebas de tres
intromisiones, los machos estarian por debajo de la mitad de su umbral eyaculatorio, mientras
que aquellos de las pruebas de 6 intromisiones estarian a la mitad de su excitacion sexual. En
teoria esto supondria encontrar tapones uretrales de distintos tamafios y pesos, siendo mas
pequefios y de menor peso aquellos de las pruebas de tres intromisiones. Esto se especulo a
principio porque se pensd que conforme el macho se aproxima a su umbral eyaculatorio, es
mayor la cantidad de secreciones de las glandulas accesorias vertida en la uretra. Sin embargo,
se encontrd que tanto los tapones uretrales obtenidos en las pruebas de tres como de seis
intromisiones fueron similares en sus tamafios (ancho y largo) y pesos de los machos Sim.
Sorprendentemente, tampoco hubo diferencias en los tapones uretrales en las pruebas de tres y
seis intromisiones de los machos GCx, ni VSx; siendo similares con los de machos Sim. Este
resultado no se esperaba, porque la literatura menciona que las secreciones de las glandulas
coagulantes, asi como de las vesiculas seminales son importantes para la formacion del tapon
vaginal, en cambio, estos resultados muestran que las secreciones de una u otra glandula son
suficientes para la formacion del tapén uretral. Cabe mencionar que la localizacion de los
tapones uretrales de los machos Sim y GCx fue en la uretra membranosa en la prueba de tres
intromisiones, mientras que en la prueba de seis intromisiones la mayoria de los tapones se
encontraron en la membranosa y unos cuantos en la prostatica, tanto de machos Sim como
GCx. Los tapones de los machos VSx en la prueba de tres intromisiones se localizaron
principalmente en la uretra prostatica, los otros en la membranosa, y en la prueba de 6
intromisiones se localizaron todos en la uretra membranosa. Tedricamente, se considerd que a
menor numero de intromisiones i.e., tres, se encontrarian los tapones uretrales en los
segmentos mas proximales de la uretra y que a mayor nimero de intromisiones i.e. ,seis,
estarian mas distales, siendo de mayor tamafio y peso los tapones obtenidos con mayor

numero de intromisiones. Curiosamente no fue asi, dado que, tanto en las pruebas de tres
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como de seis intromisiones, los tapones fueron similares, ademas, la mayoria de los tapones
fueron encontrados en la uretra membranosa tanto en los machos Sim como en aquellos con
ablacion de GC o VS. Nuestros resultados, que incluyen tamafio y peso de tapones uretrales,
asi como la localizacién de estos en la uretra sugieren primero que, efectivamente, hay
formacion de tapones durante el encuentro copulatorio. Segundo que los tapones uretrales
formados se localizan en la uretra membranosa. Tercero que los tapones uretrales formados
estan constituidos de las secreciones prostaticas y de las glandulas coagulantes, cuando no hay
vesiculas seminales o0 bien de secreciones prostaticas y secreciones de las seminales cuando no
hay glandulas coagulantes. La Unica diferencia estriba en la consistencia, siendo menos
consistentes los tapones uretrales de los machos VSx. Cuarto, la formacion del tapon seminal
en la uretra depende de las inserciones peneanas que realiza el macho favoreciendo la
liberacion de las secreciones de las glandulas hasta el 6ptimo de tamafio y peso del tapon
seminal.

Aunque los tapones preformados en las uretras no mostraron diferencias significativas
en sus tamarfios (largo y ancho) y pesos. Sin embargo, los tapones uretrales obtenidos en los
machos Sim, en las pruebas de tres intromisiones, equivalieron al 24 % del largo, 17 % del
ancho y al 3 % del peso, respecto a los tapones vaginales. Los tapones de seis intromisiones
correspondieron al 18 %, 21 % y 2 % de los tapones vaginales, para largo, ancho y peso,
respectivamente. Los tapones uretrales de las pruebas de tres intromisiones de machos GCx
equivalen al 12 % del largo, al 26 % del ancho y al 6 % del peso, para la de seis equivalen al
16 %, 12 % u 1 % para largo, ancho y peso, respectivamente. Los tapones uretrales de machos
VSx equivalen al 35 % del peso, 21 % del ancho y 2 % del peso en la prueba de tres
intromisiones, en la de seis equivalen al 28 % del largo, 18 % del ancho y al 3 % del peso. Se
observo el incremento de 0.6 a 0.9 mg entre los tapones obtenidos de tres a seis intromisiones
en los machos Sim, esto indica que las secreciones de las glandulas sexuales accesorias, son
liberadas acumulativamente sin mostrar diferencias significativas, probablemente porque los
machos que realizaron tres intromisiones estan tan excitados como los que realizaron seis
intromisiones, alcanzando el tamafio y peso Optimo de tapon uretral para poder ser expelido
sin dificultad.

Los tapones seminales estan constituidos por las diferentes secreciones de las glandulas

accesorias (Mann y Lutwak-Mann, 1981; citado en Chow y cols., 1996). Las glandulas
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sexuales accesorias estan inervadas por el ganglio pélvico mayor (Setchell y cols., 1994), el
cual recibe informacion de los nervios hipogastrico y pélvico. El nervio hipogéstrico se origina
en los segmentos espinales toracicos; el nervio pélvico, en el segmento lumbar 6 y sacro 1, que
también dan origen al nervio pudendo (Hulsebosch y Coggeshall, 1982). EI hipogastrico es un
nervio de fibras simpaticas en tanto que el pélvico ademas de fibras simpéticas tiene fibras
parasimpaticas (Hulsebosch y Coggeshall, 1982).De esta forma, las glandulas sexuales
accesorias reciben inervacion tanto del sistema nervioso simpatico como del parasimpatico. El
sistema nervioso simpatico provoca la contraccion de las visceras; el parasimpatico, las relaja
(Hsieh y cols., 2011). Cuando el macho realiza la insercién peneana en la vagina de la hembra,
el pene recibe estimulacion sensorial mediante el nervio dorsal que es una rama del pudendo.
Esta informacion llega hasta los segmentos espinales por las fibras sensoriales del pudendo y
hacen sinapsis con las neuronas autonomicas (Dail y cols., 1989). Probablemente, en la rata
macho, la excitaciéon sexual que se incrementa gradualmente con el nimero de intromisiones
produce la activacion de las fibras simpaticas que inervan a las glandulas accesorias. De este
modo, se liberan pequefias secreciones en la uretra proximal (prostatica y/o membranosa)
dando lugar al inicio de la formacion del tapdn uretral. Se ha descrito que en la fase de
emision seminal, ademas del cierre del cuello de la vejiga urinaria, ocurre la confluencia tanto
de las secreciones de las glandulas accesorias en la uretra prostatica, asi como de los
espermatozoides provenientes de la cauda epididimaria (Mitsuya y cols., 1960; citado en
Toner y Adler, 1986). Nuestros resultados de las pruebas de tres y seis intromisiones sugieren
que la fase de emisidon seminal, comprende la liberacion de las secreciones de las glandulas
accesorias para iniciar la formacion del tapén en la uretra del macho. Esto hace pensar que la
fase de emision comprende dos eventos. Durante el primero las glandulas accesorias liberan la
cantidad necesaria para formar el tapon uretral, ocurriendo esto con las primeras
intromisiones. La segunda comprenderia el transporte de los espermatozoides por el vaso
deferente, hasta la uretra proximal, acompafado de la cantidad necesaria de las secreciones de
las glandulas accesorias para expeler el eyaculado Optimo. Debe recordarse que de este
eyaculado, se forma el tapén vaginal (Koren y col., 1975), que ademas de adherirse a las
paredes vaginales y al cérvix (Blandau, 1945; Matthews y Adler, 1977), debe cumplir con los

parametros estandar (100-120 mg de peso y 5 x 10 mm aproximadamente de tamafio, ancho y
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largo respectivamente (Austin y Dewsbury, 1986; Lucio y Tlachi-Lopez, 2008) para que
cumpla con su funcién de favorecer el transporte espermatico transcervical.

Se ha sugerido que la presencia de las secreciones de las glandulas sexuales accesorias
en la uretra prostatica, es una condicion requerida para que ocurra el reflejo eyaculatorio, es
decir, para que suceda la expulsion del fluido seminal por el meato uretral (Holmes y Sachs,
1991). Los resultados del presente trabajo indican que, en la rata macho, més que la presencia
de las secreciones de las glandulas accesorias, es la presencia de los tapones uretrales.

Los machos intactos durante la copula, pueden no expeler semen a pesar de presentar
la conducta eyaculatoria (el patrén motor de eyaculacién), a esto se le conoce como
eyaculacion seca. En el presente estudio el 15 % de los machos (7 % Sim, 4 % GCx y 4 %
VSx) no presentaron tapones uretrales, posiblemente a que presentaron eyaculaciones secas y
por esta razon las uretras estaban vacias después de la ejecucion de las intromisiones. La
ausencia de tapones uretrales no se debi¢ a la extirpacion de glandulas coagulantes o vesiculas
seminales dado que, en algunos machos Sim, también hubo ausencia de tapones uretrales. Las
descripciones de otros investigadores y nuestros resultados muestran lo que se ha mencionado
con anterioridad, que el patron motor de eyaculacion puede acompafiarse o no de su respuesta
genital, consistente en la expulsion de semen.

Los machos de diferentes especies (hombre, hamster, rata, gato y chimpancé) presentan
emisiones seminales espontaneas fuera del contexto copulatorio, liberando el contenido de las
glandulas accesorias con espermatozoides (Beach, 1975). Las emisiones se manifiestan en
machos que no han tenido actividad copulatoria. Por ejemplo, las ratas macho presentan estas
emisiones, transcurridas 51 horas después de haber eyaculado una vez. Si eyaculan hasta 5
veces durante la copula, presentan emisiones espontaneas 114 horas despues del encuentro
copulatorio (Beach, 1975). Por esta razdn, nuestros machos fueron sometidos a una
eyaculacion 30 minutos antes de la realizacién de las pruebas copulatorias de tres o seis
intromisiones o una eyaculacion, dado que no habian tenido actividad copulatoria durante dos
semanas (tiempo transcurrido entre las ablaciones quirdrgicas y la ejecucion de la prueba
copulatoria). Esto fue asi, para que las uretras estuvieran libres de cualquier contenido
remanente de secreciones de las glandulas sexuales accesorias, durante la primera serie

copulatoria. Esos remanentes podrian confundir la formacion de los tapones uretrales durante
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el encuentro copulatorio. Este suele finalizar con la eyaculacion, que puede constatarse con la
presencia de un tapdn vaginal (Carballada y Esponda, 1993).

Los tapones vaginales difieren significativamente en peso y tamafio de los tapones
uretrales, descritos en parrafos anteriores. En el presente estudio se encontré que los tapones
vaginales de los machos Sim fueron parecidos en sus parametros respecto a los pardmetros
estandar (Lucio y Tlachi-Lopez, 2008). En contraste, la extirpacion de las coagulantes
modifica la forma, la consistencia y el largo de los tapones vaginales, sin interferir con el
ancho, ni peso. Los parametros se afectaron porque la funcion de las glandulas coagulantes es,
como su nombre lo dice, coagular el semen (Williams-Ashman, 1984), actuando sobre las
proteinas SV I-VII aportadas por las seminales (Fawell y Higgins, 1987; Bradshaw y Wolfie,
1977; citado en Carballada y Esponda, 1992). Curiosamente, los tapones vaginales de los
machos sin coagulantes fueron planos, blandos y més largos en el 100 % de las hembras. Esto
difiere a lo obtenido por Carballada y Esponda (1992) luego de extirpar las coagulantes, dado
que ellos solo encontraron tapones en el 50% de las hembras. EI mayor efecto sobre los
tapones vaginales, fue tras la extirpacion de las vesiculas seminales. Nuestros resultados
mostraron que los tapones vaginales no se formaron, y en lugar de ello, s6lo se encontré una
masa viscosa sin cuerpo. Esto indica que las secreciones de las vesiculas seminales son
cruciales para la formacién del tapon vaginal, ya que su ablacion provoca que el tapén no se
forme, porque aportan el 70% del plasma seminal, asi como el sustrato para la enzima
coagulasa, provista por las glandulas coagulantes, asi la union de ambas secreciones forman el
tapén. Pessah y Kochva (1975) no extirparon las vesiculas seminales, sino que hicieron que
los machos eyacularan varias veces y esto sirvié para mostrar que el peso del tapén vaginal
disminuye con las sucesivas eyaculaciones, sugiriendo que es debido a la disminucion de las
secreciones de las seminales.

La funcién del tapon vaginal es favorecer el transporte de los espermatozoides que
fueron depositados en la vagina, hacia los cuernos uterinos. Esto implica el cruce de la gran
mayoria de los espermatozoides por el cérvix, lo que se manifiesta en una mayor o menor
cuenta espermatica en el utero. La cuenta espermatica de los machos Sim fue de 43.25
millones de espermatozoides, la de los machos GCx fue de 19.25 millones. En cambio, en los
casos de machos VSx y GCx+VSx fue cero espermatozoides en el Utero. Esto se debid a que

no hubo tapon seminal y por lo tanto, no hubo transporte espermatico. Dado que el transporte
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espermatico no ocurrid, los espermatozoides fueron encontrados en la vagina donde fueron
depositados en el momento de la eyaculacion. El transporte espermatico no se afect6 en el
caso de los machos Sim, porque los pardmetros de los tapones vaginales se mantuvieron
similares al estandar. La ablacion de las coagulantes provoco que los tapones vaginales fueran
planos, lo que redujo la cuenta espermética aproximadamente 50 %. Para que la mayoria de
los espermatozoides alcancen el Utero, el tapon debe ocupar el mayor espacio vaginal y estar
firmemente adherido a las paredes vaginales y al cérvix (Matthews y Adler, 1978).Si bien, los
tapones de los machos GCx estuvieron firmemente adheridos al cérvix, esto no basto para que
ocurriera el transporte; ya que fue necesario también que el tap6n ocupara el conducto vaginal
y dada la forma plana del tapén el espacio vaginal no se ocup6. La forma del tapén es
importante para que facilite el transporte espermatico en los roedores (Mann y Lutwak-Mann,
1981; citado en Chow y cols., 1996). Estos resultados difieren a los de Carballada y Esponda
(1992) al extirpar las coagulantes. Ellos encontraron que el 50 % de los machos que no
formaron tapon mientras que la otra mitad si lo formo, 50 %. Los que no formaron tapon
presentaron una cuenta espermatica in Utero de cero. Los que si formaron tapén (de tamafios y
pesos diferentes) presentaron cuentas desde 1 millon hasta 44 millones de espermatozoides.
Estas diferencias quizas se deban a la completa o incompleta extirpacion delas glandulas
coagulantes .Nosotros nos cercioramos de retirar el par de glandulas con sus respectivos
conductos. De los machos VSx solo se obtuvieron masas viscosas en lugar de tapones y en los
machos GCx+VSx ni siquiera se formd la masa viscosa. Estos resultados constatan que la
formacion del tapon vaginal, es indispensable para que ocurra el transporte espermatico al 100
% (Matthews y Adler, 1977).Los resultados de los machos VSx coinciden con los de
Carballada y Esponda (1992) quienes mostraron que el principal efecto de la remocion de las

seminales es el fracaso del transporte transcervical.
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10. CONCLUSIONES

Nuestros resultados demostraron que el tapén seminal inicia su formacion en la uretra
membranosa con las intromisiones pre-eyaculatorias, alcanzando su Optimo en tamafio-
peso, desde la ejecucién de las primeras intromisiones (tres). Este tapon uretral carece de
espermatozoides. Esto sugiere que durante las primeras intromisiones, solo se liberan las
secreciones de las glandulas accesorias y que en la intromision que acompafia a la
eyaculacion, los espermatozoides epididimarios son transportados hacia la uretra
membranosa, acompariados de la cantidad suficiente de secreciones glandulares, para
formar el eyaculado y el tapon vaginal. La formacion de los tapones uretrales, no es
afectada por la ausencia de las secreciones de las glandulas coagulantes o de las vesiculas
seminales, en otras palabras, basta con las secreciones de algunas de ellas. En cambio, la
formacion del tapén vaginal depende de ambas glandulas, siendo mas importante la
participacion de las vesiculas seminales. A menor cantidad del plasma seminal provisto
por las seminales, menor es el tamafio de los tapones vaginales, alterando su forma y
disminuyendo asi, el transporte espermatico transcervical. Ademas, la ablacion de ambos
pares de glandulas, es decir, coagulantes y seminales, provoca que el tapon seminal no se

forme.
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11. PERSPECTIVAS

Este trabajo nos permitié conocer méas detalles sobre la fase de emision seminal y la fase de
expulsion del eyaculado. No obstante, abre mas interrogantes tales como: ¢los tapones
uretrales contienen espermatozoides de manera similar a los tapones vaginales? Para ello, seria
atinado descoagular los tapones seminales encontrados en las uretras de los machos para
comprobar la ausencia/presencia de espermatozoides. Esto permitira describir mas procesos
incluidos en la fase de emision seminal.

Otra interrogante, es saber ;qué estd ocurriendo en la uretra del macho antes de la
eyaculacion? Esto podria responderse mediante el analisis de presion insertando electrodos de
manera cronica en las glandulas accesorias (prostata, vesiculas seminales y glandulas
coagulantes). Esto nos ayudaria a diferenciar cual de las tres glandulas vierte primero sus
secreciones en la uretra proximal.

Nuestros resultados sugieren que existe la liberacion gradual de las secreciones de las
glandulas accesorias conforme el macho ejecuta las intromisiones antes de eyacular. Se sabe
que a medida que incrementa el nimero de intromisiones a intervalos regulares de tiempo se
incrementa el nivel de excitacion del macho. De ahi que se podrian forzar los intervalos inter-

intromisidn, unos breves y otros largos en animales de distintos fenotipos copulatorios.
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SUMMARY

The studies of sexual satiety in male rats under the Coolidge effect indicate that males reassume copulation until ejaculation.
Recently, it was demonstrated that sexually satiated males preserve the motor patterns of intromission and ejaculation, also penile
erection, but not seminal expulsion. The first aim was to investigate if penile erections displayed by sexually satiated males dislodge
the seminal plugs from the vagina and its effect on sperm transcervical transport. The second aim was to determine the recovery time
of seminal expulsion after sexual satiety and its optimal ability to induce pregnancy. Results show that during the Coolidge effect
males were able to dislodge the seminal plugs deposited by others (experiment 1A) disturbing the sperm transport (experiment 1B)
then interfering with pregnancy (experiment 1C). After satiation, the ejaculate parameters recover slowly: it starts after 10 days with
the seminal plug formation, and continues with an increase in sperm count in the uterus 15 days post-satiety (experiment 2). Sexu-
ally satiated males impregnated only 28% of the females during 15 days of cohabitation, whereas, satiated males that rested for
15 days impregnated 89% of the females (experiment 3). We concluded that males with successive ejaculations remain potential riv-
als, because they may disrupt the sperm transport of other males. The ejaculate features recovery after sexual satiety is gradual,
begins with the secretions of the sex accessory glands and is followed by the sperm count. Full fertility recovery is reached after

15 days of sexual abstinence when males are able to impregnate most females.

INTRODUCTION

Copulation not only comprises the behavioural acts but also
has external and internal genital components. The behavioural
acts include the pelvic thrusting pattern of mount, intromission
and ejaculation. The external genital elements include the vascu-
lar and muscular events required for penile erection, whereas
the internal genital constituents comprise the autonomic activi-
ties of sexual accessory glands involved in seminal emission and
expulsion (Morali et al., 2003). During intromissions males
insert the penis into the vagina. The skeletal movements of this
copulatory pattern are easily recognized, however, penile erec-
tion is commonly inferred unless observed by a mirror located at
45° under the mating arena (Sachs & Meisel, 1988). Similarly,
when the ejaculatory behavioural pattern is observed the corre-
sponding genital response is inferred unless seminal expulsion is
corroborated by examining the presence of the seminal plug in
the female’s vagina (Sachs & Meisel, 1988; Agmo, 1997). Upon
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ejaculation, spermatozoa are followed by the secretions of the
accessory sexual glands, which coagulate within the vagina to
form the seminal plug (Blandau, 1945; Matthews & Adler, 1977).
The plug holds the spermatozoa under pressure permitting its
transcervical transport that lasts around 6 minutes after ejacula-
tion (Matthews & Adler, 1978). Thus, if the plugs are removed
from the vagina in less than 6 minutes the sperm transport is
disrupted (Matthews & Adler, 1977). Males are able to remove
his own or others plugs after executing few intromissions
(Wallach & Hart, 1983; Lucio et al., 1994).

In laboratory conditions, males display a mean of 7 to 10 ejac-
ulatory series (with a variation from 5 to 18) before reaching
sexual satiety (Ferndndez-Guasti & Rodriguez-Manzo, 2003; Tla-
chi-Lopez et al., 2012). Sexual satiety in rats is accredited when
the males stop copulating for long periods (30-90 min) after sev-
eral consecutive ejaculations (Beach & Jordan, 1956). Interest-
ingly, also after various successive ejaculations there is a sharp

© 2014 American Society of Andrology and European Academy of Andrology
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reduction in sperm count in the female (Toner & Adler, 1985;
Austin & Dewsbury, 1986; Tlachi-Lopez et al., 2012) and male
(Judd et al., 1997; Tlachi-Loépez et al., 2012) reproductive tracts,
accompanied by a diminished seminal plug weight and size
(Toner & Adler, 1985; Austin & Dewsbury, 1986; Tlachi-Lopez
et al., 2012).

Remarkably, several authors have reported that in sexually
satiated males the female partner change re-stimulates mating:
the so-called Coolidge effect (Fowler & Whalen, 1961; Fisher,
1962; Wilson et al., 1963; Zucker & Wade, 1968; Hsiao, 1969).
Recently, we demonstrated that sexually satiated males, under
the Coolidge effect, display the three behavioural copulatory
patterns (mount, intromission and ejaculation) but fail to expel
seminal fluid, as no spermatozoa or seminal plugs were found
in the female genital tract (Tlachi-Lopez et al., 2012). Surpris-
ingly, we also found that sexually satiated males, exposed to the
Coolidge effect, displayed a similar number of intromissions as
control non-sexually satiated ones, to remove from the vagina
the seminal plugs deposited by others (Tlachi-Lopez et al,
2012). These data suggest that the biological aim of the Coolidge
effect could be the interference of transcervical sperm transport,
thus maintaining sexually satiated males as reproductive
competitors. The purpose of the initial series of experiments
was to analyse this proposition. In the first experiment (1A) we
re-assessed the ability of the same animals before and after
sexual satiety to remove the seminal plugs deposited by other
males. In a second part of this experiment (1B) we studied the
capacity of sexually satiated males to disrupt the transcervical
sperm transport when presented to a recently mated unknown
female. Thirdly (1C), in an independent group of females we
studied whether such sperm transport disruption effectively
precluded pregnancy.

Previous studies indicate that spontaneous recovery from sex-
ual satiety starts 72 h after exhaustion (Romano-Torres et al,
2007) and is complete after 15-21 days (Beach & Jordan, 1956;
Larsson, 1956). Considering the disparity between behavioural
ejaculation and seminal expulsion (vide supra), we asked when
after sexual satiety the males regain a functional seminal plug
accompanied by spermatozoa. To answer this question, we anal-
ysed the seminal plug and the sperm count in the same animals
tested at 5, 10 and 15 days post-satiety and also in an indepen-
dent set of animals that rested for 15 days post-satiety (experi-
ment 2) and the fertile capacity of sexually satiated males,
immediately after satiety or 15 days post-recovery (experiment
3).

MATERIALS AND METHODS

Animals

Wistar rats from the vivarium of the Centro Tlaxcala de Bio-
logia de la Conducta were used. Males and females weighed
around 300 and 230 g, respectively, at the beginning of the
study. Rats were kept under standard conditions, in a room with
controlled temperature of 20 + 2 °C, and under an inverted 12/
12 light-dark cycle, lights on at 2000. Animals were provided
with commercial rat pellets (Purina Chow, México DF, México)
and water ad libitum. The experimental protocol was approved
by the Tlaxcala University Committee on Laboratory Animals,
according to the guidelines of the Mexican Council on Labora-
tory Animals’ Care (NOM-062-7Z00-1999).

© 2014 American Society of Andrology and European Academy of Andrology
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Copulatory tests for sexual satiety

Males were sexually experienced (rats ejaculating in less than
15 min in four training trials). Ovariectomized females were
brought into behavioural estrus by the sequential treatment with
10 pg of estradiol benzoate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
and 2 mg of progesterone (Sigma-Aldrich) administered sc, 48
and 4 h before the copulatory encounters respectively. Steroids
were dissolved in olive oil and injected in the neck region.

Rats were allowed to mate in Plexiglas cylinders (50 cm diam-
eter and 50 cm height) with wood shavings covering the floor.
Tests were performed during the second third of the dark period.
The male was given five minutes of adaptation, after which a
sexually receptive female was introduced. Males ejaculated to
reach sexual satiety, defined as 30 min of sexual inactivity, with
the same female (Beach & Jordan, 1956; Tlachi-Lopez et al,
2012). The number of ejaculatory series to reach sexual satiation
was recorded.

Experiment 1

(A) Ability of sexually satiated males to take-out the seminal plugs
deposited by other males

Sexually experienced males (n = 9) were used before and after
sexual satiation. In this experiment, all females were ovariecto-
mized and treated with steroids as previously described. The
observation cylinders were located over a black cardboard to
quickly visualize the seminal plugs. The time to take out the
seminal plug was calculated from the female’s introduction in
the copulatory arena. Control tests implied the execution of one
ejaculatory series. After the post-ejaculatory interval, the first
female was replaced by another recently mated female that had
another male’s seminal plug in her vagina. One week later, the
same group of males was retested after sexual satiety. Animals
copulated continually to reach sexual satiety. After 30 minutes
of sexual inactivity, following an ejaculation, the first female was
replaced by another one recently mated and also with another
male’s seminal plug in the vagina. In both conditions (control
and sexually satiated), after the female change the following
parameters were registered: (i) latency to the first behavioural
pattern of intromission, (ii) number of behavioural patterns of
intromission necessary to remove the seminal plug from the
vagina and (iii) time to take-out the seminal plug from the
vagina.

(B) Capacity of sexually satiated males to disrupt other male’s
sperm transport

Following the aforementioned design, 5 min after the males
under the control or sexual satiation condition removed the
seminal plug from the vagina deposited by another male, the
female was anaesthetized with sodium pentobarbital (26 mg/kg,
i.p.; Pfizer, México DF, México). Later a medial abdominal inci-
sion, the uterine horns were tied proximally and distally using
000 silk threads, removed from the abdominal cavity, and
immersed in a Petri dish containing physiological saline solution
at 37 °C. This procedure allows the elimination of blood, fat tis-
sue and external uterine vessels, besides serving to maintain the
uterine fluid under a controlled temperature for adequate sper-
matozoa survival. The uterine fluid content of both uterine horns
was placed into a 1.5 mL micro-centrifuge tube and maintained
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in a thermo bath at 37 °C. The variable evaluated in the uterine
fluid content was the sperm count as described in detail else-
where (Lucio et al., 2009). Sperm count was evaluated as follows:
10 pL of semen was diluted 1 : 200 with the help of a Shali pip-
ette. After vigorous shaking, 10 uL of the diluted semen was
placed in a Neubauer haemocytometer for counting under a 20x
microscope objective. The number of spermatozoa in five
squares was counted. The mean was multiplied by 10° to obtain
the sperm count in the uterine sample. Sperm count is defined
as the number of spermatozoa expressed in millions. A complete
absence of spermatozoa in the female’s uterine horns was desig-
nated as sperm transport prevention, whereas a reduced count
spermatozoa was designated as sperm transport interruption.

(C) Effectiveness of sexually satiated males to preclude pregnancy
after other male’s sperm transport disruption

Eight males were tested before and after sexual satiety. This
sample was independent of that used for the previous experi-
ments. The experimental design was the same as that reported
for experiment A; however, recently mated, non-ovariectomized
females were exposed to control or sexually satiated males.
Immediately after the seminal plug removal the females were
individually caged and twice daily checked for pups’ delivery for
21 days.

Experiment 2

Ejaculate features along recovery after sexual satiety

Immediately after sexual satiety, the males (n = 8) were indi-
vidually housed for recovery. Five, 10 and 15 days later they exe-
cuted one ejaculatory series. To prevent testing after-effects, an
independent group of males that reached sexual satiety and that
rested for 15 days was added (n = 8). The control group, before
sexual satiety, consisted of males executing only one ejaculatory
series.

Once the ejaculatory behavioural motor pattern was observed,
the female was transferred from the observation cylinder to an
empty cage, where it was left for 5 min before anaesthetization
with sodium pentobarbital (26 mg/kg, i.p.; Pfizer). The proce-
dure to obtain the uteri fluid content was the same as that used
for experiment 1B (vide supra). In the uterine fluid we evaluated
the sperm count, defined as the number of spermatozoa
expressed in millions. The seminal plug was removed surgically
from the vagina by separating the pubic symphysis and making
an incision in the vaginal wall. The seminal plug was detached
from the lateral and ventral vaginal walls plus the cervix (Lucio
et al., 2009). The seminal plug parameters measured were as fol-
lows: size using a digital calliper (length and width), expressed in
millimetres, and weight, using an analytical balance, expressed
in milligrams. After collecting the semen and the seminal plug,
the females were euthanized using an additional injection of
sodium pentobarbital (50 mg/kg, i.p.; Pfizer) (Lucio et al., 2009).

Experiment 3

Impregnation capacity of sexually satiated and rested males
Control and sexually satiated males (n = 6, each) were tested
for their fertile capacity. The sexually satiated group was divided
in two: tested immediately after sexual satiety or after allowing
15 days of sexual abstinence during which the animals were
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individually caged (27 cm height x 37 cm length x 15 cm
width). Control, sexually satiated and sexually rested males were
placed in reproductive cages to evaluate impregnation capacity.
Reproductive cages (32 cm height x 47 cm length x 20 cm
width) contained one male and three naturally cycling females,
cohabiting during 15 days, corresponding to three oestrous
cycles. The females were placed when showing a vaginal pro-
oestrous, determined by vaginal smear. The date of parturition
was recorded to determine the day of pregnancy by subtracting
21 days regressively. The parameters evaluated were as follows:
(i) Fertility index, established by dividing the number of preg-
nant females by the number of available females, (ii) number of
pregnant females in the three different cycles and (iii) number of
pups per female.

Statistical analysis

All data were expressed as mean + SE. Most data did not fol-
low a normal distribution and therefore were compared with
non-parametric statistics. Two independent samples of rank
scale numeric data were compared by the Mann-Whitney
U-test, whereas for dependent samples: before and after sexual
satiety, the Wilcoxon T test was used. Proportion comparisons
were made with the Fisher F test. All statistical measurements
were performed using Sigma Stat version 3.5 software for Win-
dows Vista (Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA). The signifi-
cance level was fixed at 0.05 (Zar, 1999).

RESULTS

Experiment 1

(A) Ability of sexually satiated males to take-out the seminal plugs
deposited by other males

Seven of nine sexually satiated males reassumed copulation
when a novel inseminated female was introduced. One of these
seven males presented the behavioural ejaculatory pattern
before the seminal plug was dislodged. Thus, the analysis of
seminal plug dislodgement includes six males. The time to pres-
ent the first behavioural intromission was longer for the sexually
satiated males, under the Coolidge effect than for males before
sexual satiation (p = 0.031 Wilcoxon T test) (Fig. 1). As previ-
ously reported (Tlachi-Lopez et al., 2012) sexually satiated males

Figure 1 Time to present the first behavioural pattern of intromission
before and after sexual satiety. After sexual satiation, males under the Coo-
lidge effect spent more time to present this behavioural parameter. Data are
expressed as mean + SE; n = 6; Wilcoxon T test, *p < 0.05.
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executed a similar number of behavioural patterns of intromis-
sion to take-out the seminal plug from the vagina before
(mean + SE, 2.8 + 0.5) and after sexual satiation (2.1 4+ 0.4,
p = 0.875, Wilcoxon T test). The time to take-out the seminal
plug from the vagina was 63.2 £+ 25.0 sec before sexual satiation
and 96.8 £ 31.5 sec after sexual satiety (p = 0.313, Wilcoxon T
test).

(B) Capacity of sexually satiated males to disrupt other male’s
sperm transport

Before sexual satiation, one of six males interrupted sperm
transport, whereas the remaining five prevented it, defined as
the complete absence of spermatozoa in the female’s uterine
horns. After sexual satiation two of six males interrupted sperm
transport, whereas four prevented it. No difference was observed
in this proportion before and after satiation (Fisher F test,
p = 1.000). Regardless of the sexual condition, three animals did
not completely prevent other male’s sperm transport, however,
their sexual activity effectively diminished to less than 22% the
sperm count in the female’s uterine horns.

ANDROLOGY

(C) Effectiveness of sexually satiated males to preclude pregnancy
after other male’s sperm transport disruption

Before and after satiation males equally abolished pregnancy
because of the disruption of sperm transport induced by their
sexual activity. Thus, none of the females previously impreg-
nated by other males showed pups after they copulated with sex-
ually satiated males, under the Coolidge effect. Six of eight
satiated males reinitiated copulation and all six dislodged semi-
nal plugs from the inseminated females.

Experiment 2

Ejaculate features along recovery after sexual satiety

The ejaculate of the sexually satiated males was different in
the various days after sexual satiation. At day 5 post-satiety,
there was no seminal plug in the vagina or spermatozoa in the
uteri. The same animals tested 5 days later, at day 10 post-sati-
ety, deposited seminal plugs with features similar to those of
control ones (Fig. 2A) without being adhered to the vaginal walls

Figure 2 Seminal plug’s characteristics (A) and sperm count (B) in control and sexually satiated males tested 5, 10 and 15 days after satiation. No seminal
plug (A) or sperm (B) were found in the vagina or uteri 5 days after satiation. At the 10th day after satiety well-formed plugs were found but no spermatozoa
was present in the uterine horns. At day 15 post-satiation spermatozoa were found in uteri, and its count was reduced. Data are expressed as mean + SE;

n = 8; Mann-Whitney U-test, *p < 0.05; ***p < 0.001.
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and cervix. This lack of adhesion resulted in retention of the
spermatozoa in the vagina. In a final test of these same subjects,
on day 15 post-satiety, 5 days after the previous test, the seminal
plugs had the control characteristics (Fig. 2A) and were adhered
to the vaginal walls and cervix. Seminal plugs obtained at 10 or
15 post-satiety days were similar in weight and length, but
showed statistical differences in width vs. those obtained before
sexual satiety (Fig. 2A; 10 days vs. control p = 0.045; and 15 days
vs. control p = 0.031; Mann-Whitney U-tests). The sperm count
in the uterine horns at day 15 post-satiety was reduced (Fig. 2B)
as compared with controls. Notwithstanding, such reduction in
sperm count could be the result of previous ejaculations (at days
5 and 10). In the independent group of males that rested for
15 days after sexual satiety the sperm count was higher than that
obtained from animals with previous ejaculations 15.2 + 2.0 vs.
6.7 + 0.2 million, respectively (p = 0.001; Mann-Whitney U-test)
and similar to that obtained from control males that were not
subjected to sexual satiety: 20.5 + 2.8 million (p = 0.184; Mann—
Whitney U-test).

Experiment 3

Impregnation capacity of sexually satiated and rested males

Sexually satiated males impregnated (5/18) females and the
sexually satiated males that rested for 15 days impregnated 16 of
18 females. However, control males impregnated all females (18/
18). Thus, the fertility index was 0.28, 0.89 and 1.0 for the sexu-
ally satiated, sexually rested and control males respectively.
Rested and control males did not differ in their fertility index,
whereas this parameter diverged between sexually satiated vs.
control and vs. rested males (Fisher F test, p = 0.001 in both
comparisons) (Fig. 3).

Females that copulated with control males became pregnant
in the first (14 of 18) or the second cycle (4 of 18). The females
that cohabited with sexually satiated males were impregnated in
the second (3 of 18) or third cycle (2 out of 18). Only one of the
sexually satiated males impregnated all three females. Interest-
ingly, when the sexually satiated males rested for 15 days they
impregnated 16 of the 18 females: 9 in the first, 5 in the second
and 2 in the third oestrous cycles. Four rested males impreg-
nated their three corresponding females, only one of them

Figure 3 Fertility index (number of pregnant females/total available
females) shown by control, sexually satiated and sexually satiated males that
rested for 15 days. Sexually satiated males showed lowest fertility index
compared with sexually rested and control males. Six males and 18 females
per sexual condition; Fisher F test, *** p < 0.001.
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during the first cycle (Fig. 4). Statistical comparisons between
the number of pregnant females in the three oestrous cycles and
the male’s sexual condition (control, satiated and rested)
revealed differences only in the first cycle: sexually satiated
males vs. both control and rested males (Fisher F test, p = 0.001,
for both cases). In the second and third cycles no differences
were found. Thus, during the first cycle sexually satiated males
rested for 15 days were able to impregnate 50% of females (9 out
of 18) similar to the 78% (14 of 18) of the females impregnated
by control subjects.

The analysis of the number of pups was based only on those
females that became pregnant. Clearly, the five pregnant females
after cohabitation with sexually satiated males had a lower num-
ber of pups than those of the 18 females impregnated by control
males (mean number of pups + SE, 7.4 + 1.1 vs. 11.2 + 0.3,
Mann-Whitney U-test, p = 0.006). The females that mated with
males that rested for 15 days had a mean of 10 (£0.7) pups. Such
number did not differ from that observed in females that
copulated with control or sexually satiated males.

DISCUSSION

As described by others (Fisher, 1962; Wilson et al., 1963; Zucker
& Wade, 1968; Fiorino et al., 1997) and ourselves (Tlachi-Lopez
et al., 2012), we found that most of the males resumed copulation
after changing the female with which they copulated to satiety,
that is, showed the Coolidge effect. It has been described that
such copulatory resumption includes ejaculation (Karen &
Barfield, 1975; Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994,
1995; Phillips-Farfan & Fernandez-Guasti, 2009). However, the
males displayed the behavioural motor pattern characteristic of
ejaculation, but failed to expel semen (Tlachi-Lopez et al., 2012).

Figure 4 Number of pregnant females in three consecutive oestrous cycles
and number of pups delivered after cohabitation for 15 days with control,
sexually satiated or sexually rested males. Each dot represents a pregnant
female accompanied by the number of pups distributed in three oestrous
cycles distributed in the three groups: control, satiated and rested — after
15 days of sexual abstinence. Control males impregnated all females during
the first and second cycles. Sexually satiated males impregnated few
females during the second and third cycles, whereas the sexually rested
males impregnated most of the females during the first and second cycles.
The number of pregnant females in the first oestrous cycle differed between
sexually satiated males and the other two groups (see text). Mann-Whitney
U-test p = 0.001 for both cases. The number of pups/pregnant female was
also reduced in sexually satiated males (see text). ‘b is different from ‘a’.
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Present results of the first experiment (1A) further support the
notion that each behavioural motor pattern of intromission was
accompanied by a penile erection, because the number of intro-
missions and the time to dislodge the seminal plug from the
vagina was similar in males tested before and after sexual satia-
tion. Thus, after sexual satiety the penile erection remains equally
effective as before satiation, although satiated males showed
longer latencies to display the first behavioural pattern of
intromission.

It has been described that one of the main functions of the
seminal plug is to hold the spermatozoa under pressure until
transcervical transport is completed (Matthews & Adler, 1977).
In Norway rats, the first post-ejaculatory interval lasts 5-10 min
(Dewsbury, 1972), time enough to prevent the male from
dislodging his own plug before transcervical sperm transport.
Present data (experiment 1B) revealed an almost abolished
spermatozoa presence in the uterine horns of just mated females
that copulated under the Coolidge effect with sexually satiated
males. This finding suggests that during the first behavioural
patterns of intromission the penile spines detach the plug from
the cervix and vagina, inducing its dislodgement and preventing
the spermatozoa to flux across the cervix. After these observa-
tions, we propose that the male does not require taking out the
plug from the vagina to disturb sperm transport. In fact the
study of Matthews & Adler (1977) supports this idea. They
showed that a single post-ejaculatory intromission executed at
0-2 min produced a large reduction in uterine sperm count. Fur-
thermore, the hugely reduced sperm count, produced by the
mating activity of sexually satiated males exposed to the Coo-
lidge effect, successfully prevented putative pregnancy gener-
ated by other males (experiment 1C). These results, taken
together, reinforce the idea (Tlachi-Lopez et al., 2012) that
impregnation rivalry might be a biological explanation to main-
tain copulation capacity after sexual satiety in rats that have pro-
miscuous, multi-male mating encounters (Wallach & Hart,
1983). If the main function of copulation in sexually satiated rats,
exposed to the Coolidge effect, is to withdraw the seminal plug
deposited by other males and such action is accomplished after
few intromissions, it is valid to ask why sexually satiated males
under this condition display one (or several) behavioural ejacu-
lations (Hsiao, 1965). The answer to this question remains a mat-
ter of speculation. We suppose that behavioural ejaculation is
achieved as a result of the excitement obtained by the previous
intromissions (Bermant, 1967; Clement & Giuliano, 2011). That
is the excitation produced by intromissions arrives to the ejacu-
lation threshold producing this behavioural response that seems
similar between sexually satiated and non-satiated males.

The biological significance of many ejaculations may be ini-
tially (up to the fourth) to impregnate the female (Toner & Adler,
1986) and to safeguard the male’s investment from displacement
of its ejaculate by another male (Lanier ef al., 1979), and later
(from the fifth ejaculation onwards) to prevent that other males
fertilize the receptive female (Tlachi-Lopez et al., 2012). How-
ever, to copulate several times, as occurs in natural conditions,
or to copulate until sexual satiety in laboratory circumstances
has behavioural and physiological costs. The behavioural conse-
quences are primarily the inhibition of sexual intercourse
(Phillips-Farfan & Fernandez-Guasti, 2009), whereas the physio-
logical costs are a dramatic reduction in seminal plug and sperm
concentration (Austin & Dewsbury, 1986; Toner & Adler, 1986),
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implying the depletion of the accessory sexual glands secretions
(Pessah & Kochva, 1975; Purvis et al., 1986) and a drastic
decrease in epididymal spermatozoa (Judd et al., 1997; Tlachi-
Lopez et al., 2012). Interestingly, it has been demonstrated that
during copulation to sexual satiety and immediately after there
is an increase in serum testosterone levels (Bonilla-Jaime et al.,
2006) that return to a basal concentration 24 h later (Fernandez-
Guasti et al., 2003). The recovery of the behavioural patterns
after sexual satiety must be also accompanied by the recupera-
tion of the internal and external genital components that lead to
fertility; however, they do not seem to be parallel. Thus, the max-
imal behavioural inhibition is found 24-48 h after sexual satiety
when males do not mate even if exposed to unknown sexually
receptive females (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994;
Romano-Torres et al., 2007). Four days after sexual satiety, most
males (63%) showed a single ejaculatory series that contains var-
ious mounts, intromissions and a behavioural ejaculation after
which males do not resume mating, whereas 3 days later (i.e.
7 days after sexual satiety) all males displayed few ejaculatory
series but much less than control males (Romano-Torres et al.,
2007). Interestingly, a drastic reduction in seminal vesicles secre-
tion is observed after many hours of continuous copulation and
its recovery requires 4-6 days (Pessah & Kochva, 1975; Purvis
et al., 1986). To remind, the seminal plug’s formation depends
on the seminal vesicles and coagulating glands activities (Beil &
Hart, 1973; Williams-Ashman, 1983). The seminal vesicles secre-
tions constitute the substrate to the vesiculosa synthesized and
excreted by the coagulating glands (Beil & Hart, 1973; Curry &
Atherton, 1990). Present data revealed that 5 days after sexual
satiety the behavioural ejaculations were unaccompanied by
seminal plug deposition in vagina or spermatozoa in the uterine
horns (experiment 2), leading to the conclusion that the secre-
tions of all accessory glands, and possibly also the epidydimal
sperm count (vide infra), remained unrecovered. Interestingly at
10 days post-satiety, the ejaculate includes seminal plug and
spermatozoa. The weight and size of the plug indicate that the
seminal vesicles and coagulating glands secretions are re-estab-
lished (Dewsbury, 1982), although at this interval the spermato-
zoa was found in the vagina instead of in the uterus most likely
because of the lack of adhesion of the well-coagulated plug. As
aforementioned, sperm transport occurs because the plug exerts
a hydrostatic pressure pushing spermatozoa from the vagina to
the uterus (Blandau, 1945) and for this process the seminal plug
strong adhesion is crucial. In the past, we found that the prostate
lesion prevents vaginal plug’s adhesion (Tlachi-Lopez et al,
2011) suggesting that prostate’s secretion recovery is slower than
that of the seminal vesicles and coagulating glands. Future histo-
logical experiments are in progress to explore this suggestion.
The total recuperation of the secretions of the accessory sexual
glands seems to be completed 15 days after sexual satiety when
coagulated seminal plugs are tightly adhered to the vagina pro-
moting the sperm transport from the vagina to the uteri. None-
theless, the sperm count of the males that repeatedly ejaculated
(at 5 and 10 days post-satiety) was still reduced by 67%, and of
the animals that rested for 15 days after satiety was reduced by
26% of the expected quantity, with about 20 million, correspond-
ing to 100%. In line, sexually exhausted males under the Coo-
lidge effect have a decreased sperm count in the epididymal
caudae of around 44% (Tlachi-Lopez et al., 2012). These find-
ings, taken together, suggest that the testicular and epididymal
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functions are still incomplete even 15 days after copulation to
satiety. It seems that full sperm count recovery needs a longer
time than that required for the seminal plasma. Thus, we pro-
pose that after a continuous ad libitum copulation test the differ-
ent ejaculate components recover at different intervals: the
seminal vesicles and coagulating gland secretions’ recover first
(within 10 days), the prostate secretions recover later (within the
10th and 15th day’s post-satiety) and finally the full sperm count
(after the 15th day). In addition, the sperm count was much
higher in males that rested for 15 days post-satiety (15 millions)
than that of animals also tested 15 days after satiety, but that
were sequentially tested three times with a 5 days interval (6
millions). These data strengthen the relevance of after-effects of
previous ejaculations on sperm counts as it does on copulatory
behaviour parameters (Larsson, 1956). It is well known that the
accessory glands’ secretion depend upon the presence of andro-
gens (Mann & Lutwak-Mann, 1981); thus, it may be proposed
that the testosterone serum levels drastic increase after repeated
mating triggers the synthesis of the accessory glands secretions.

It is considered that sexual behaviour after satiety is fully
recovered when males present the behavioural copulatory
capacity at basal values (similar to that displayed by sexually
experienced non-satiated males). Generally, it is accepted that
such capacity is attained 15-18 days after exhaustion (Beach &
Jordan, 1956; Larsson, 1956). In a final experiment we showed
that sexually satiated males were able to impregnate only five
females during the second and third cycles, and those females
had the lower number of pups; whereas males that rested for
15 days after satiety impregnated almost all females: 50, 28 and
11% during the first, second and third cycles, and those females
produced a number of pups that did not differ from those pro-
duced by control males. Considering the results of sperm count
in experiment 2 and those of fertility in experiment 3, it seems
that males that rested for 15 days after satiety were equally able
as control ones to ejaculate, to impregnate most of the females
(89%) and to produce the same number of pups per litter. These
data reveal that a sperm count of around of 15 million is equally
effective as 20 million to fertilize and those 15 days of sexual
abstinence are enough to recover full fertility although the sperm
count seemed reduced.

CONCLUSION

The Coolidge effect is a study model useful to demonstrate
that seminal expulsion is independent of the behavioural pattern
of ejaculation. Sexually satiated males, exposed to the Coolidge
effect, are unable to expel seminal fluid, but retain their penile
erectile ability, which permits intromission and removal of the
seminal plugs deposited by other males. This capacity gives sex-
ually satiated males the ability to interfere with the transcervical
sperm transport and to effectively prevent putative impregna-
tion of other males, rendering them reproductive competitors.
After sexual satiety, the recuperation of the full copulatory
behaviour parameters is not accompanied by a parallel recovery
of the ejaculate features: the sex accessory glands function
seems to be recuperated earlier than that of the testicle and
epididymis.
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0-1.4 Recuperacion de la capacidad fértil de la rata macho
saciada sexualmente

Tlachi-Lépez JL, Rodriguez-Piedracruz V, Lucio RA.
Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala.

La rata macho al copular repetidamente muestra saciedad sexual. No obstante, al reemplazarle
a la hembra, reanuda su actividad, desplegando los patrones motores copulatorios, incluso has-
ta el de la eyaculacién. Durante tal “eyaculacion” no expele fluido seminal que le permita ferti-
lizar a la hembra con la que reanudé la cépula. Tras la sexta eyaculacion, los espermatozoides y
tapon seminal practicamente desaparecen. Por ello, nos preguntamos ;cudnto tiempo requie-
ren los machos saciados sexualmente para recuperar la capacidad eyaculatoria que les permita
inducir prefiez? Se utilizaron ratas de la cepa Wistar mantenidas en condiciones estandar de
bioterio. Machos expertos sexualmente y hembras en estro natural. Con ellos se formaron uni-
dades reproductivas, un macho y tres hembras, cohabitando durante 15 dias. La cohabitacién
se dividié en periodos de 1-5, 6-10 y 11-15 dfas, abarcando tres ciclos estrales. La etapa de
estro se determiné mediante frotis vaginales realizados durante 15 dias continuos. Conforme
las hembras se prefiaban, se colocaban en jaulas individuales hasta el parto. Los grupos (n=6)
fueron de machos expertos sexualmente (G1); machos saciados sexualmente (G2) y machos con
abstinencia sexual de 15 dias tras la saciedad sexual (G3). Los pardmetros evaluados fueron,
dia de fertilizacién, nimero de hembras prefiadas y niimero de crias. Los machos G1 prefiaron
al 78% de sus hembras (14/18), en dias 1-5 de cohabitacién y al 22% (4/18) en los dias 6-10.
Los machos G2 prenaron al 16% de sus hembras (3/18), en dias 6-10 de cohabitacién y al 11%
(2/18) enlos dias 11-15. Los machos G3 prefaron al 50% de sus hembras (9/18) en los dias 16-
20,28% (4 /18) enlos dias 21-25y 12% (3/18) en los dias 26-30. El nimero de crias disminuyd
significativamente en los G2 y G3 versus G1 (7.4+0.4; 8.8+0.9; 11.6+0.2, respectivamente). Asi,
15 dias de recuperacién sexual son insuficientes para producir el eyaculado 6ptimo que fertilice
al mayor nimero de hembras. Esto indica que no existe correlacién entre la recuperacién de la
actividad motora que ocurre a los 15-16 dias post-saciedad y la expulsion seminal para prefar
a un mayor nimero de hembras. ‘

Agradecimientos:
Financiamiento: CONACYT-105502 (RAL).
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C-165 Interrupcion o evitacion del transporte espermatico
transcervical como estrategia reproductiva de la rata
macho saciada sexualmente

Rodriguez-Piedracruz V, Tlachi-Lépez JL, Lucio RA.
Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta; Universidad Auténoma de Tlaxcala.

La rata macho ejecuta patrones motores copulatorios acompafiados de respuestas genitales;
la intromisién de la ereccién peneana, la eyaculacién de la expulsion seminal. Esta tltima no
es presentada por los machos saciados sexualmente. Por ello, nos preguntamos si la respuesta
genital de ereccién la manifiestan los machos saciados sexualmente. Una forma indirecta de
evaluar la ereccién es mediante la obtencion del tapon seminal al realizar inserciones peneanas.
El desprendimiento de tapones entre 5-6 min tras la eyaculacion, interfiere con el transporte
espermatico transcervical. Ratas Wistar, machos expertos sexualmente, hembras ovariectomi-
zadas (estro inducido) e intactas (estro natural) fueron utilizadas. Los machos (n=9) realiza-
ron una eyaculacion con hembras ovariectomizadas, posteriormente, fueron reemplazadas por
otras ovariectomizadas recién inseminadas, copularon hasta desprender el tapén de la vagina.
Transcurridos 7 dias, los machos copularon hasta saciarse sexualmente con hembras ovariec-
tomizadas, 6 de 9 machos reanudaron la cépula hasta desprender el tap6n seminal. Obtuvimos
que los machos antes y después de la saciedad sexual presentan tiempo similar para desprender
los tapones (63.20+25.0 vs 96.80+31.5 seg, respectivamente) y despliegan el mismo ntimero
de intromisiones (2.8+0.50 vs 2.1+0.04, respectivamente). Sin embargo, el tiempo para realizar
la primera intromision, es significativamente mayor después de la saciedad sexual (42.0+9.90
seg) que antes de ella (11.80£3.6 seg). Por ello, determinamos la cuenta espermatica en ttero.
Antes de la saciedad, 5 de 6 machos impidieron el transporte (no hubo espermatozoides) y 1 lo
interrumpi6 (1.5x106 espermatozoides). Después de la sacied ad, 4 de 6 machos impidieron el
transporte y 2 lo interrumpieron (4.5x106 espermatozoides). En otro experimento, los machos
copularon con hembras ovariectomizadas hasta saciarse sexualmente, inmediatamente des-
pués las hembras fueron reemplazadas por intactas recién inseminadas para desprenderles el
tapén y determinar el efecto sobre la prefiez. Observamos que los machos impidieron la prefiez.
Estos resultados indican irrefutablemente que los machos saciados sexualmente mantienen la
ereccion peneana, siendo igual de dptima que antes de la saciedad. Esto les permite interferir
con el transporte espermatico de otros machos manteniéndolos como rivales copulatorios.

Agradecimientos:
FINANCIAMIENTO: SEP BECANET-Superior-Titulacion y CONACYT 105502 (RAL).
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Evaluacion de la conducta copulatoria de
la rata macho sometida al aislamiento
socio-materno durante el periodo
postnatal: papel de los estimulos tactiles.

Aguilar C'?, Lucio RA?, Flérez-Jiménez M' Rodriguez-Piedracruz V, y Melo AI'

! Centro de Investigacioén en Reproduccion Animal, Universidad Auténoma de Tlaxcala.
2 Maestria en Ciencias Biolégicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala.
3 Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala.

En ratas macho, el aislamiento socio-materno temprano, a través de la crianza artificial (CA), altera
los reflejos peneanos ex copula. En los experimentos in copula encontramos que se reduce el
porcentaje de machos que ejecutan el patrén motor de eyaculacion y estan muy incrementadas las
latencias de monta e intromision, aun tras cuatro pruebas copulatorias. Consideramos que al
duplicar el nimero de oportunidades copulatorias, a ocho pruebas, y proveyéndoles de estimulacién
tactil-perineal mejorarian su desempefio copulatorio. Tal estimulacion fue en sustitucion de los
lamidos genitales que la madre proporciona y que, incide en los procesos de masculinizacién. Para
ello, machos de 4 dias de edad fueron distribuidos al azar en los siguiente grupos: 1) Criados por su
madre (CM), 2) Separados del nido y mantenidos dentro de un sistema de crianza artificial (CA), 3)
Mantenidos en CA y provistos de estimulacion téctil-perineal, 5 veces al dia durante 45 seg, (CA-
Perineal), 4) Mantenidos en CA y provistos de estimulacion téactil-perineal-corporal, 5 veces al dia
durante 45 seg, (CA-Perineal-Corporal). Todas las crias fueron destetadas al dia 22 de vida y
alojadas en cajas colectivas dentro del bioterio. A la edad de 3 meses se iniciaron las pruebas
copulatorias con hembras ovariectomizadas con estro inducido hormonalmente. Encontramos que el
porcentaje de machos CA y CA-Téctil-Perineal que presentaron el patrén eyaculatorio, en la octava
prueba, fue significativamente menor que el de los machos CM y CA-Perineal-Corporal (0% y 25%
vs 91% y 100%, respectivamente; p<0.05 en todas las comparaciones). Ademas, los machos CA
presentaron mayor latencia de monta y de intromision en las pruebas 3, 4 y 6, respecto a los machos
CM y CA-Perineal-Corporal, p<0.05. El numero de intromisiones de los machos CA fue
significativamente menor en comparacién con los machos CM y CA-Perineal-Corporal (p<0.05).
Estos resultados sugieren que, a pesar de una mayor nimero de oportunidades copulatorias, los
machos CA no mejoraron su desempefio sexual. Ademas que el reemplazo de la estimulacion tactil-
perineales-corporal previene algunos de los efectos del aislamiento temprano. Proyecto
parcialmente apoyado por CONACYT # 156413 a Dr. Angel 1. Melo.
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La copula de la rata macho incluye montas e intromisiones que culminan cuando deposita el semen
en la vagina. Parte del fluido seminal se coagula formando el tapén que se adhiere al cérvix-vagina
favoreciendo el transporte espermdtico transcervical. El tapon contiene proteinas de las vesiculas
seminales (VS) que sirven de sustrato para la vesiculasa, secretada por las glandulas coagulantes
(GC). Existe controversia respecto a la formacion del tapén, algunos mencionan que el macho
deposita semen mds tapon; otros sostienen que tras la expulsion seminal se forma el tapén dentro de
la vagina. Por lo que el objetivo fue evidenciar que la formacion del tapén seminal inicia en la
uretra masculina y culmina en la vagina durante el encuentro copulatorio y que, su preformacién
depende de las secreciones de VS y GC. Se utilizaron ratas Wistar: hembras ovariectomizadas con
estro inducido y machos sexualmente expertos (n=26) identificados en aquellos de extirpacién
bilateral de VS, GC, VS+GC y cirugia simulada. A los machos se les permitié realizar tres
intromisiones o una eyaculacién. Al término se sacrificaron para verificar la presencia del tapon
uretral preformado, cuyos pardmetros evaluados fueron: largo-ancho, peso y consistencia. Ademas,
en el caso de la eyaculacion, las hembras se sacrificaron para obtener el tapén de la vagina y el
fluido uterino para el conteo espermético. Los machos que realizaron tres intromisiones presentaron
tapones uretrales preformados de largo-ancho (mm): 3.23%£1.07x1.03+0.20 (VS);
6.63+2.31x1.70+0.58 (GC), 2.4340.66x1.0£0.28 (Sim). Ademas, de peso (mg) 1.0+0.17 (VS),
8.14.1 (GC), 3.60+3.2 (Sim), y de consistencia muy blanda, blanda y dura, respectivamente. Los
machos de una eyaculacién no presentaron tapones uretrales; en cambio, los obtenidos de vagina
tuvieron de largo-ancho (mm) 4.03+0.63x1.86+0.27 (VS), 15.90+1.25x4.86+0.16 (GC),
10.24:1.16x5.42+0.10 (Sim) y de peso (mg) 5.40+1.46, 133+21.4, p=88.7+10.8, respectivamente.
La consistencia fue similar a la mencionada anteriormente. Los machos VS+GC no formaron tapon
tras la eyaculacién. No hubo efecto sobre el transporte espermético 42.6+4.61 (Sim) y 19.1£0.99
(GCx) millones de espermatozoides; no hubo transporte en VS y VS+GC. Entonces el tapén se
preforma durante la cépula y su formacion depende de las secreciones de las GC aunque
principalmente de las VS. Financiamiento: Beca CONACYT 277930 (VRP).
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coagulantes en la formacién del tapén seminal durante el

encuentro copulatorio de la rata

Verdnica Rodriguez Piedracruz! y Rosa Angélica Lucio Lucio?

IMaestria en Ciencias Bioldgicas?, Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta?,

Universidad Autonoma de Tlaxcala

Durante el encuentro copulatorio, la rata macho despliega numerosos patrones intercalados de
monta e intromisién. Después de 8 a 12 intromisiones el macho alcanza el umbral eyaculatorio y
realiza el patrén motor de eyaculacién. Este incluye la expulsién de semen por el meato urinario. El
semen para ser expelido debe recorrer la uretra, que es un conducto largo con distintas regiones
anatdmicas: prostdtica, membranosa, bulbar y peneana (Figura 1).

Membranosa
Prostatica

Peneana

Figura 1. Aparato urinario inferior que muestra las

porciones de la uretra.

La eyaculacidn consta de dos fases, la emision y
la expulsion seminal. Durante la emisidn
seminal se cierra el cuello de la vejiga urinaria y
confluyen, en la uretra prostatica, los
espermatozoides (provenientes de la cauda del
epididimo) y las secreciones de las distintas
glandulas sexuales accesorias (vesiculas
seminales, glandulas coagulantes y prdstata). En
la fase de expulsion seminal acontece la salida
del semen (secreciones de las -glandulas
sexuales accesorias y espermatozoides). Cuando
el macho eyacula durante el encuentro
copulatorio, se observa un tapén seminal en la
vagina de la hembra, este tapdn estd
constituido principalmente, de secreciones de
las seminales y glandulas coagulantes. Las
secreciones de las seminales contribuyen con el
mayor volumen del plasma seminal y sus
secreciones contienen proteinas (llamadas SI-

SVII). Las secreciones de las glandulas coagulantes contienen una enzima denominada vesiculasa que
al unirse con las proteinas secretadas por las seminales forman se coagulan y forman al tapén

3-6 de octubre de 2012. Tlaxcala, México.
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seminal. El resto del semen llega a los cuernos uterinos. El tapon seminal se adhiere fuertemente al
cérvix y a las paredes vaginales, ejerciendo una presion que impulsa a los espermatozoides
depositados en la vagina a cruzar el cérvix y llegar a los cuernos uterinos. El transporte espermatico a
través del cérvix es dependiente de la formacion y adhesion adecuada del tapdn seminal. Existe
controversia respecto a la formacién del tapén seminal, algunos mencionan que la rata macho
deposita semen y un coagulado seminal (tapdn seminal) en la vagina de la hembra. Otros concuerdan
con esta descripcion, diciendo que durante la eyaculacién un tapén copulatorio es depositado en la
vagina de la hembra después de una masa espermdtica. En cambio, otros consideran que la rata
expele semen liquido y que dentro de la vagina se forma el tapén seminal. En nuestro laboratorio,
durante observaciones incipientes hemos revisado en un par de animales que después de 4
intromisiones es posible observar un tapdn preformado en la uretra masculina. El objetivo general es
evidenciar que la formacién del tapon seminal inicia en la uretra masculina y culmina en la vagina
durante el encuentro copulatorio y que la preformacién del tapén depende de las secreciones de las
vesiculas seminales y glandulas coagulantes. Se utilizaran ratas de la cepa Wistar, machos
sexualmente expertos y hembras ovariectomizadas con estro inducido (10 ug de estradiol y 2 mg de
progesterona). Se les proporcionara alimento y agua ad libitum. Los machos seran divididos en tres
grupos experimentales: grupo I) machos con cirugia simulada; es decir, se les realizard el
procedimiento quirdrgico sin la extirpacion de glandulas sexuales accesorias (n=24), grupo I} machos
con extirpacion bilateral de las vesiculas seminales (n=24) y grupo 1ll) machos con extirpacion bilateral
de las gldndulas coagulantes (n=24). Los tres grupos de machos serdn sometidos a una de estas tres
situaciones: una eyaculacidn, tres intromisiones o siete intromisiones. Al término los machos seran
sacrificados para realizar la verificacién del tapon seminal en la vagina de la hembra (en el caso de
una eyaculacién) o bien, para evaluar el tap6n seminal dentro de la uretra (en las tres situaciones) y
se realizard la descoagulacidon de los tapones seminales para verificar la presencia de
espermatozoides.

3-6 de octubre de 2012. Tlaxcala, México.
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TH022

HISTAMINE INTRA-AMYGDALA IMPAIRS EMOTIONAL

MEMORY RETRIEVAL IN MICE SUBJECTED TO THE INHIBITORY
AVOIDANCE TASK BUT NOT TO THE EPM

DAHER FP(1), and MATTIOLI R(2), (1) Faculty of Philosophy, Sciences and Letters of Ribeirao Preto,
Univ. of Sao Paulo, Ribeirao Preto, Brazil; (2) Dept. of Physiotherapy, Federal Univ. of Sao Carlos, Sao
Carlos, Brazil.

There is evidence that histamine (HA) modulates learning and memory in different types of behavioral
tasks, but the exact course of its mechanisms is controversial. It's known that the amygdala plays a
role in modulation of emotions and memory. Our goal was to compare HA (0.5 1 g/0.1 l) microin-
jected into the amygdala in modulation of anxietyrelated behaviors and emotional memory of mice
subjected to elevated plus-maze (EPM) or inhibitory avoidance task (IAT). Sixty one male Swiss mice
(25-35g) were bilaterally implanted with guide cannulas. In the first experiment, the animals were
microinjected with saline (SAL) or HA before Trial 1 and were exposed to EPM for Smin. Twenty four
hours later the same protocol was repeated (Trial 2). The second experiment consisted of four sessions
in the IAT: Habituation, Training 1 and 2 (interval of 2min between the two; footshock; 0.5mA/3sec)
and Test (24h later; without footshock). Mice were microinjected before Training 1 and Test with SAL
or HA. The animals were assigned into four groups for each experiment: SAL-SAL, SAL-HA, HA-SAL and
HA-HA. The data were analyzed using two way ANOVA and Duncan'’s tests. 740AE were reduced between
Trials for SAL-HA and HA-SAL (F(1.30)=23.41; p=0.000037), and %0AT decreased to all groups
(F(1.30)=8.18; p<<0.0001). No significant changes were observed in that measures in Trial 1 com-
pared all groups (p=>0.05), an EPM index of anxiety. In the IAT, the step-through latency increased
in SALSAL, HA-SAL and HA-HA on the Test relative to Training (F(2.23)=23.98; p<0.0001), and no
statistical differences were observed to SAL-HA (p=>0.05). Based on our results, the HA intra-amygdala
at the dose studied is not involved on the anxiety-like behaviors and mnemonic process in the EPM,
but impairs the emotional memory retrieval in the IAT. We suggest that HA is distinctly involved at a
pathway that mediates anxiety and fear.

TH024
EARLY EFFECTS OF PERIODIC MATERNAL SEPARATION ARE REVERSED
ON ADULT FEMALE RATS DESPITE OF GONADAL HORMONES ABSENCE

Naima Lajud(1), Angélica Roque(1), Mariana Junco(1), Esperanza Meléndez(2), Luz Torner(1), Centro
de Investigacion Biomédica de Michoacan - (1)Instituto Mexicano del Seguro Social, Morelia. Mich.,
Mexico; (2)Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Mich., México.

Adverse early life experience is known to exert detrimental effects on brain development and to in-
crease susceptibility to anxiety and depressive disorders in adulthood. Maternal separation (MS) is 2
widely used early life stress model associated with persistent abnormalities in behavioral and neu-
roendocrine functions in adult male, but not female rats. In the neonate, MS causes a decrease in
dentate gyrus (DG) neurogenesis that could be related to the behavioral alterations observed in adults;
however the effect of MS on female pups and its relationship to adult behavior is still unknown. Here,
we evaluated the effect of MS on DG neurogenesis of neonate female rats and its long term behavioral
consequences under different hormonal conditions. Sprague Dawley control (CONT) and MS (3hr daily
from PND1-14) female pups were injected with Bromodeoxyuridine (BrdU, 50mg/kg) twice at postnatal
day (PND) 5 and sacrificed at PND15 to evaluate the effect of MS on DG neurogenesis. Additional litters
were allowed to grow and their behavior on the elevated plus maze and the forced swimming test was
evaluated as adults. Groups included rats under normal cycling conditions (diestrus), after adult ovari-
ectomy with estrogen implants (OVX-+E2), and after ovariectomy at weaning (OVX PND21) in order to
determine the effect of estrogens on MS behavioral consequences. Qur results show that MS causes
a decrease in total number and density of BrdU/Dex positive cells that survive in the DG at PND15 (p
_ 0.05). Female MS Adults from Diestrus, 0VX++E2 and OVX PNDZ1 groups showed no differences in
any of the behavioral tests when compared to their control counterparts. In conclusion, MS decreases
neonatal hipocampal neurogenesis without affecting adult behavior. We propose that early effects of
MS are reversed on adult female rats despite of gonadal hormones absence.

TH023
EARLY MATERNAL SEPARATION:
IMPACT ON BEHAVIOR IN MOTHER RATS

AGUGGIA J(1), SUAREZ M(1), and RIVAROLA MA(1), (1)School of Exact, Physical and Natural Sciences-
National University of Cordoba, Argentina.

Stress during the postpartum period (such as the disruption of mother-infant relationship) can affect
the well-being of both the mother and her offspring. While the consequences of maternal-separation on
pups has been well characterized, surprisingly few studies have addressed the effects of such stress
in the dam. The aim of this study was to investigate how daily prolonged periods of pup separation
during the postpartum affects behavioral profiles of the dam using different behavioral approaches.
After delivery, female Wistar rats were subjected to either animal facility rearing (AFR) conditions or
daily 4,5 h of maternal separation (MS) from postpartum day (PPD) 1-21. Maternal care (pup retrieval)
was evaluated at PPD 3, 6 and 9. After the end of separation period and weaning, anxiety (elevated plus
maze) and depression-like behaviors (forced swimming test) were assessed. Finally, memory abilities
(one-trial step down inhibitory avoidance) were tested either 1h (short-term memory) or 24h (long-term
memory) after training. The results revealed that pup retrieval efficiency was significantly impaired at
PPD3 by MS. AFR dams retrieved their pups sooner and engaged in more pup directed activities (nest
building and carrying pups) and had a longer latency for self-grooming and rearing than mother rats
subjected to maternal separation. MSinduced increased anxiety-like behaviors as well as a deleterious
effect in the retention performance in both short and long-term memory. There were no differences in
depression-related behavior as assessed using the forced swimming test. Together this data indicates
that repeated matemal separation in the postpartum reduced maternal care, increased andety and
induce a reduction in the retention memory, providing further evidence for the detrimental behavioral
effects of separation in dams.

TH025
SEXUALLY SATIATED MALE RATS ARE CAPABLE TO DISPLAY
COPULATORY MOTOR PATTERNS BUT NOT TO INDUCE PREGNANCY

LUCIO RA (D), RODHGUH—PIEDIRACRUZV (1), TLACHI-LOPEZ JL (1), MARTINEZ JAIMES MD 2), VELAZQUEZ-
MOCTEZUMA J (2) AND MWIA-LMMNA M (2). (1) Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta,
Universidad Autbnoma de Tlaxcala. (2) Area de Neurociencias, Universidad Autnoma Metropolitana-
Iztapalapa., México.

Rats are gregarious and promiscuous and during altemate copulation, males execute mounts, intromis-
sions and finally ejaculate. These copulatory motor patterns are related to genital responses, thus intro-
mission and ejaculation are associated with penile erection and seminal expulsion, respectively. Ejaculate
into the vagina coagulates, thus the seminal-plug facilitates transcervical sperm transport. Transport
depends on plug's size and vaginal adhesion. After repeated ejaculations, males reach sexual satiety.
Nevertheless, the presence of a novel female reassumes copulation until motor pattern of ejaculation
without seminal expulsion. Questions included: During the sewal intercourse is able to prevent the induc-
tion of pregnancy of athers? When the seminal expulsion is restored? Are there changes in prostate? When
can induce pregnancy again? In laboratory conditions we used Wistar rats (sexually experienced males
and ovariectomized/intact females with induced/natural estrus). Immediately after sexual satiety, sperm
transport disruption and abolition pregnancy of others was evaluated. Assessment at different post-sexu-
alsatiety- days (PSD) included: ejaculate parameters at 5, 10, 15 and prostate histological changes at 15,
21 days; also the induction of pregnancy using fertility units during cohabitation. Results: Satiated males
maintained penile erection thus dislodges seminal-plug interrupting sperm transport avoiding pregnancy
of others. PSD-5: seminal expulsion was absent. PSD-10: seminal-plug was unadhered to vagina, so sperm
transport didnt occur. PSD-15: seminal-plug was attached to vagina but sperm count was decreased and
the percentage of sperm with progressive mtility was also declined. PSD 15-21: Cytoplasm of prostatic
cells present higher acidophilia refated to different synthesis activity, and consistent with apocrine secre-
tion. None female was pregnant at first days of cohabitation. Although behavioral copulation is restored
immediately after sexual satiety, the activity of prostate is not, requiring at least 21-days to its optimal
function. Then after consecutive ejaculations, the male, continues as rival avoiding parenthood during
alternate copulations. SEP (Cuerpos-Académicos UAM-UAT-UNAM-2012, Graduate-Fellowship-VRP); CONA-
CYT (Grant-109502-RAL, Fellowship-164340-JLTL).
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La rata macho realiza varias montas e intromisiones antes de eyacular y puede eyacular repetidas
veces, con la misma o diferente hembra hasta saciarse. Cuando eyacula, el fluido seminal que
contiene espermatozoides v plasma seminal queda depositado en la vagina. La mayor parte de este
plasma, proveniente de las gldndulas sexuales accesorias, forma el tapén seminal que empuja a los
espermatozoides hacia los cuernos uterinos. Esto se llama transporte espermatico transcervical y
sucede durante los primeros 6 minutos después de la eyaculacion. El intervalo posteyaculatorio que
dura entre 6 y 10 minutos, evita al macho retirar su propio tapén antes de que ocurra el transporte
espermatico. El desprendimiento del tapén se debe a las intromisiones durante las inserciones
peneanas. Las espinas peneanas al engancharse al tapdn con cada intromisién, lo desplazan hacia la
entrada vaginal y son suficientes 3 6 4 para retirarlo de la vagina. Si esto sucede en menos de 6
minutos, el transporte espermatico es interrumpido. El macho que realiza varias series eyaculatorias,
7 en promedio, muestra saciedad sexual, ausencia de montas e intromisiones por 30 minutos después
de la Gltima eyaculacién -criterio de saciedad sexual-. El cambio de pareja (efecto Coolidge) provoca la
reanudacién copulatoria, se dice que hasta la eyaculacidn. Interesantemente, se mostré que los
machos saciados son incapaces de expeler fluido seminal al reanudar la coépula. Entonces ¢para qué
seguir copulando? Asi, la pregunta del experimento fue ¢las intromisiones postsaciedad sirven de
algo? Se utilizaron ratas Wistar, machos sexualmente expertos y hembras ovariectomizadas: unas con
estro inducido y otras con estro inducido y ademds, recién inseminadas por otros machos i. e., con
tapén seminal. A 9 machos se les permitié realizar una serie eyaculatoria con una hembra con estro
inducido, al término, fue retirada. Transcurridos 20 minutos se introdujo otra hembra recién
inseminada por otro. Se registraron: (a) nimero de patrones de intromisién para obtener el tapon
seminal de la vagina; (b) tiempo para obtener el tapén y (c) tiempo para desplegar el primer patrén
de intromisién. Después de una semana se les permitié a los mismos machos copular hasta la
saciedad. Se siguié la secuencia anterior utilizando otro grupo de hembras en las mismas condiciones.
Se registraron los mismos pardmetros. Inmediatamente después de que los machos retiraban los
tapones, las hembras eran anestesiadas y tras una incisién abdominal los cuernos uterinos fueron
extraidos. En el contenido uterino se evalud: (a) cuenta espermdtica (nimero de espermatozoides
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expresado en millones). Antes de la saciedad sexual, todos los machos reanudaron la cépula; y 6 de 9
después de la saciedad. Todos ejecutaron el mismo nimero de patrones de intromision para
desprender los tapones seminales y el tiempo para retirarlo fue equivalente. Sin embargo, el tiempo
para presentar el primer patrén de intromisién, es decir, para realizar la primera insercion vaginal fue
11.8+3.6 antes vs 42.0+9.9 segundos después de la saciedad {Wilcoxon, P=0.048). Se encontré que los
machos al retirar los tapones de las vaginas afectaron el transporte espermatico. Antes de la saciedad
5 de 6 machos impidieron el transporte (no hubo espermatozoides en Gtero) y 4 de 6 después de la
saciedad también lo hicieron. El resto de los machos, 1 antes y 2 después interrumpieron el
transporte (disminuyeron la cuenta espermatica mas del 78% en Uterc). La mayoria de los
espermatozoides no fueron transportados se quedaron sobre la superficie de los tapones. Con estos
resultados surgié otra pregunta ¢los pocos espermatozoides transportados al Gtero son suficientes
para fertilizar a las hembras? Esa fue la pregunta del segundo experimento. El disefio fue similar al ya
descrito excepto que las hembras inseminadas, por otros, presentaban estro natural. Una vez
retirados los tapones de las vaginas, las hembras no fueron sacrificadas sino alojadas en jaulas
individuales durante 21 dias, esperando el dfa de parto. Se encontré que la mayoria de los machos
afectaron el transporte espermatico después de retirar el tapdn, tanto antes como después de la
saciedad. Consecuentemente, ninguna hembra fue fertilizada, ninguna tuvo crias. La pregunta final
fue écudndo los machos saciados recuperan la expulsidn seminal 6ptima que les permita prefiar? Esa
fue la pregunta del tercer experimento. Se utilizaron tres grupos: machos no-saciados (realizaron una
serie eyaculatoria); machos saciados sexualmente y machos descansados, (sometidos a-15 dias de
abstinencia sexual tras la saciedad); cada grupo de 6 individuos. Con ellos se formaron unidades
reproductivas que consistieron en colocar en una jaula a un macho con tres hembras con estro
natural. Asi cohabitaron durante 15 dias lo que representaba que cada hembra presentara tres ciclos
estrales. Se determiné e! dia que inicié la gestacién contando de manera regresiva 21 dias después
del parto. Se evaluaron: (a) indice de fertilidad; (b) nimero de hembras prefiadas en cada ciclo; (c)
nimero de crias. Se encontré que los machos no-saciados presentaron indice de fertilidad de 1,
porque todas las hembras con las que cohabitaron quedaron prefiadas, 14 de 18 en el primer ciclo
estral y 4 de 18 en el segundo. El indice de fertilidad de los machos saciados fue 0.27, porque pocas
hembras quedaron gestantes 3 de 18 en el segundoc y 2 de 18 en el tercero. Los machos descansados
tras la saciedad mostraron 0.88 de indice de fertilidad, prefiando a 16 de 18 hembras, 9 en el primer
ciclo, 5 en el segundo y 2 en el tercero. El nimero de crias fue 11.240.3, 7.4£1.1 y 10£0.7 de los
machos no-saciados, saciados y descansados, respectivamente (U Mann Whitney, P=0.006).
Conclusién, los machos sexualmente saciados, con efecto Coolidge, se mantienen como competidores
copulatorios al interferir con el transporte espermético de otros. Dado que no expelen semen en las
cépulas inmediatas a la saciedad, prefian a muy pocas hembras hasta su segundo ciclo estral. Son
necesarios 15 dias de abstinencia sexual y ademés dos ciclos estrales para prefiar a la mayoria de las
hembras. Es claro que los patrones copulatorios se restablecen antes que la respuesta genital de
expulsién seminal, que incluye el eyaculado 6ptimo que permite la prefiez.
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Tapones uretrales y tapones vaginales: participacion
de las vesiculas seminales y glandulas coagulantes

Veronica Rodriguez Piedracruz' y Rosa Angélica Lucio Lucio®.
*Maestria en Ciencias Biolégicas, “Centro Tlaxcala de Biologia de
la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala.

La rata macho durante el encuentro copulatorio ejecuta varios patrones motores de
monta e intromision intercalados. Después de 8 a 12 intromisiones el macho realiza el patrén
motor de eyaculacién, que se acompafia de la expulsion del semen por el meato uretral. Para
ello, el semen debe recorrer la uretra, que es un conducto con distintas regiones anatémicas
llamadas: prostatica, membranosa, bulbar y peneana. La eyaculacion consta de la emisién y
la expulsion seminal. Durante la emision seminal, el cuello de la vejiga urinaria se cierra,
ademas confluyen en la uretra prostatica los espermatozoides provenientes de la cauda
epididimaria y las secreciones de las vesiculas seminales, glandulas coagulantes y prostata,
que forman el plasma seminal. Durante la expulsion seminal acontece la salida del semen
(plasma seminal y espermatozoides). Una vez que el macho deposita el semen en la vagina,
gran parte del plasma seminal forma un tapdn vaginal. La formacién del tapén depende
principalmente de las secreciones de las vesiculas seminales y glandulas coagulantes que,
contienen las proteinas SVSI-SVSVIl y la vesiculasa, respectivamente. Las proteinas sirven de
sustrato al enzima, lo que conlleva a la formacion del tapdn vaginal, permitiendo el
transporte espermatico transcervical. Existe controversia respecto a la formacién del tapén,
algunos autores mencionan que la rata macho deposita semen y un coagulado o tapdn
seminal en la vagina. En cambio, otros consideran que la rata expele el semen y que dentro
de la vagina se forma el tapdn. El objetivo del presente trabajo es evidenciar que la
formacién del tapén ocurre durante el encuentro copulatorio, iniciando en la uretra
masculina y culminando en la vagina (tapdn uretral y vaginal, respectivamente). Dicha
formacién depende de las secreciones de las vesiculas seminales y gldndulas coagulantes. Se
utilizaron ratas Wistar, machos sexualmente expertos y hembras ovariectomizadas con estro
inducido (10 pg de estradiol y 2 mg de progesterona). Los machos fueron divididos en: grupo
) cirugia simulada (Sim), grupo I} extirpacién bilateral de glandulas coagulantes (GCx), grupo
1) extirpacién bilateral de vesiculas seminales (VSx) y grupo IV) extirpacién bilateral de
coagulantes mas seminales (GCx+VSx). A su vez los grupos |, Il y Ill se dividieron en tres
subgrupos a los que se les permitid realizar tres o seis intromisiones o una eyaculacién. El
grupo IV sélo realizé una eyaculacién. Al término de las pruebas copulatorias, los machos
fueron sacrificados para verificar la presencia o ausencia de tapén uretral. En el caso de una
eyaculacion, ademds del tapdn uretral, también se verifico la presencia del tapdn en la vagina
de las hembras. Los pardmetros medidos de ambos tapones fueron: tamafio (largo-ancho),
peso y consistencia. Asimismo, se obtuvo el fluido uterino para realizar la cuenta
espermatica. En la prueba de tres intromisiones encontramos tapones uretrales en los
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para el nacimiento/eclosion de las crias y asi maximizar su sobrevivencia.

Los ciclos estacionales a su vez, se dividen en sincronicos y asincrénicos. Los
sincrénicos (prenupciales o asociados) tienen la caracteristica de que tanto machos como
hembras presentan maduracion de los gametos, apareamiento y fecundacion al mismo
tiempo o también a que dentro de la poblacion la reproduccion es constante, dado que el
macho es reproductor continuo (tiene maduracién de gametos constante) y las hembras,
pese a tener un ciclo, siempre hay por lo menos una que es fértil. La sincronia reproductiva
se ha registrado en los meses de septiembre-diciembre (otofio), como en el caso de
Sceloporus jarrovi, S. poinssetti, S. grammicus y S. torquatus. Los ciclos asincronicos
(postnupciales) se caracterizan porque los machos presentan la fase de reactivacién gonddica
y la méxima actividad gonadal de marzo a julio (primavera) mientras que las hembras
presentan la vitelogénesis, ovulacion y fertilizacién de septiembre a diciembre (otofio), la
asincronia se presenta en S. malachiticus, S. grammicus, S. formosus y S. mucronatus. Para la
especie de Sceloporus torquatus, se ha registrado que son especies con reproduccién
estacional, reproductores de otofio y que son sincronicos intersexualmente.

Los objetivos de este trabajo son: en S. torquatus 1) describir la presencia de los
diferentes elementos germinales gonadales, en hembras y machos, a lo largo del afio
relacionandolos con el volumen gonadal y 2) determinar la presencia/ausencia de
espermatecas en hembras.

Se realizaran salidas mensuales en el municipio de Texcalyacac, Estado de México, en
las que se colectarén 3 individuos de cada sexo, para ser sacrificadas utilizando ether y
fijados en formol al 10%. Los organismos seran sexados en campo mediante la presencia
(machos)/ausencia (hembras) de escamas cloacales. A cada individuo se le tomardan medidas
morfométricas como longitud hocico-cloaca (LHC), largo, alto y ancho de la cabeza, longitud
del femur, longitud inter-axilar (DIA), largo de la mandibula y largo de la cola. Para obtener el
volumen, con un vernier se tomara el largo y ancho de las gonadas, en el caso de los foliculos
se tomard el mas grande como referencia. Posteriormente se procederd a incluir las génadas
en paraplast para hacer cortes en micrétomo a 8um y realizar tinciones de hematoxilina-
eosina y tricrémica de Mason. Finalmente se identificaran los elementos germinales por mes.
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