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Una vez...€1 escribio un poema
Y lo llamé “Chops”,
Porque asi se llamaba su perro, y
Porque de eso se trataba.
Y el maestro le dio un sobresaliente
Y una estrella de oro
Y su madre lo colgé en la puerta de la cocina
Y se lo leyé a todas las tias...

Una vez...escribié otro poema.
Y lo llamo “Inocencia con signo de interrogacion”,
Porque asi se llamaba su pena, y
Porque de eso se trataba.
Y el profesor le dio un sobresaliente
Y una mirada estraiiay fija.
Y su madre jamas lo colgé en la cocina
Porque él jamas se lo enseiio...

Una vez, a las tres de la madrugada...probé con otro poema...
Y no lo llamo de ninguna manera,
Porque de eso se trataba
Y se dié a si mismo un sobresaliente
Y un tajo en cada muiieca humeda
Y lo colgo en la puerta del baiio
Porque no pudo llegar a la cocina.

(Escrito por un muchacho de quince aiios, dos afios antes de suicidarse)
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RESUMEN

El tratamiento neonatal con clomipramina (CLI) en ratas produce, durante la edad adulta,
alteraciones conductuales que semejan el cuadro clinico de la depresion que se presenta en seres humanos,
por ello ha sido propuesto como un modelo animal de depresion. Las principales caracteristicas conductuales
inducidas mediante este tratamiento son: alteraciones én el patron de suefio, disminucion de la agresividad,
alteracion en la actividad motora, asi como disminucion de las conductas motivadas placenteras, entre las
que destaca el deterioro de la conducta sexual masculina (Neill, 1990; Vogel et al, 1982, 1990). Ademas de
mostrar un incremento en la inmovilidad en la prueba de nado forzado, prueba que permite detectar el estado
depresivo del animal, lo que apoya la nocién de que la cantidad de inmovilidad durante dicha prueba es
directamente proporcional al estado depresivo en la rata (Velazquez-Moctezuma, 1992). Entre las
alteraciones conductuales referidas, destacan las deficiencias que se presentan en la conducta sexual
masculina que se caracterizan por presentar incremento en la latencia de monta, de intromision y de
eyaculacion ademds de un menor nimero de montas e inromisiones, asi como una menor frecuencia de
eyaculacion. Se ha postulado que los efectos de la CLI sobre las alteraciones de la conducta sexual en la rata
macho podrian estar mediados por la participacion de los diversos sistemas de neurotransmisién
involucrados también en la regulacion de la conducta sexual, como el sistema noradrenérgico,
serotoninérgico y colinérgico, ademds de la participacién de las hormonas esteroides que participan en el
mantenimiento de la conducta sexual, especificamente la testosterona. El interés del trabajo fue determinar el
papel de los sistemas de neurotransmisién colinérgico, noradrenérgico y serotoninérgico, asi como la
participacion de la testosterona y corticosterona en las alteraciones de la conducta sexual masculina y su
posible validacion del modelo animal de depresion. Se utilizaron ratas Wistar que fueron inyectadas
neonatalmente con CLI o con solucion salina. Cuatro meses después se evalud la conducta sexual y la prueba
de nado forzado para corroborar el estado depresivo del animal. Una vez corroboradas las alteraciones
conductuales, ambos grupos (CLI y control) de animales se dividieron en dos grupos. Uno de ellos se utilizé
para el andlisis de la conducta sexual masculina con la administracion de oxotremorina (agonista
muscarinico), yohimbina (antagonista alfa-2), 8-OH-DPAT (agonista 5-HT1a) y solucién salina, en una
secuencia aleatotia y en dosis que se sabe estimulan la conducta sexual. Para las valoraciones conductuales
los machos se colocaron en presencia de hembras receptivas y proceptivas durante 30 minutos. El otro grupo
se utilizé para establecer los niveles plasmaticos de corticosterona y testosterona en condiciones basales con
‘el fin de determinar el funcionamiento de los ejes neuroendocrinos hipotadlamo-hipéfisis-adrenal e
hipotdlamo-hipdfisis gonada, respectivamente. Cada uno de los animales se decapitaron para la obtencién del
plasma, extraccion de las hormonas esteroides y su andlisis por medio de HPLC. Los resultados muestran
que el tratamiento neonatal con CLI en la rata macho afecta marcadamente diferentes aspectos de la
conducta copulatoria al incrementar la latencia de monta (LM), de intromisién (LI), el nimero de montas
(NM), el intervalo interintromision (III), asi como disminuir la frecuencia de eyaculacién (FE) y la tasa de
aciertos (TA). Por otro lado, la administracion de los diferentes farmacos, yohimbina, OXO y 8-OH-DPAT
sobre la conducta sexual en las ratas control provocan efectos similares. Disminuyeron la LE, NM y el NI
que preceden a la eyaculacion, ademas de incrementar la FE. En el caso de la administracion de los farmacos
en las ratas CLI, la yohimbina restaura solamente un parametro de la conducta sexual, la LE. De manera
similar, el tratamiento con OXO solamente disminuye el NI. Sin embargo, la administracién de 8-OH-DPAT
no solamente restablece sino que estimula la conducta sexual al disminuir la L1 y de eyaculacion, el NM y el
NI, ademas de incrementar la FE y la TA. Concerniente al tiempo de inmovilidad en la prueba de nado
forzado en las versiones de 15 y 5 minutos, se incrementaron en los animales tratados neonatalmente con
CLI En la medicién de los niveles plasmaticos de corticosterona y testosterona no se detectaron diferencias.
Estos resultados sugieren que la administracion cronica de CLI en la etapa neonatal afecta la conducta sexual
masculina a través de alterar los sistemas colinérgico y noradrenérgico o su interaccién mutua en regiones
que regulan la conducta sexual, como el drea predptica medial, sin afectar el funcionamiento basal de los ejes
‘hipotdlamo-hipéfisis-adrenal e hipotdlamo-hipéfisis gonada.




INTRODUCCION
El término depresion y los con el emparentados se han relacionado durante mas de dos

milenios a toda una serie de difcrentes estados de afliccion. En alguna época, el término se
refirio a un estado emocional de cierta duracidn, probablemente molesto, sin duda no
acostumbrado, pero que no podia ser considerado como algo patolégico. En otras ocasiones
pudo significar un temperamento o un tipo de caracter con un determinado tono y una
determinada disposicion emocional pero tampoco patolégicos. Otras veces tan solo una forma
de sentir, de duracidén relativamente corta, de tono infeliz, pero dificilmente enfermiza, hasta
que al fin, el término pudo denotar una enfermedad, un estado conflictivo suficientemente
grave y. duradero como para que se pensara en ¢l como una seria patologia, como actualmente
se considera (Stanley, 1986). El amplio espectro de términos y las variaciones emocionales a
que éstos se refieren, no suponen necesariamente una enfermedad mental o un estado
psicopatologico. S6lo cuando estos sentimientos se prolongan o se agravan pueden empezar a
considerarse como una enfermedad e incluso entonces, estos estados afectivos tendran que ir
acompafiados de otros sintomas para que sean calificados como depresidn endogena (Stanley,
1986).

La depresion se distingue clinicamente en dos tipos: la depresion reactiva que se define
co;no una depresion originada por eventos de la vida externa que afectan el estado de dnimo del
individuo y la depresion endégena, a la que nos referiremos en este trabajo, que se define como
una depresion sin precipitante externo y generada por cambios bioquimicos en el sistema
nervioso central (Mendels, 1968; Mendel, 1970; Williams,1984; Neill, 1990; Vogel,1990;
Kandel,1991).

La depresion enddgena se caracteriza esencialmente porque los individuos presentan,
durante un periodo de mas de dos semanas, los dos sintomas principales: cambios en el estado
de 4nimo y anhedonia o en su caso, el sujeto puede experimentar al menos uno de los sintomas
principales con cuatro de los sintomas considerados como datos secundarios (Nelson y

Charney, 1981; DSM-IV, 1995; Cuadro 1), en conjunto estos datos son:




DATOS PRINCIPALES

* Notorio estado de animo disférico (estado en el que el sujeto no se siente bien, presenta ansiedad,
nerviosismo e/o inquietud)

* Anhedonia (generalizada pérdida de interés e incapacidad para experimentar placer).

DATOS SECUNDARIOS

* Alteraciones del suefio (acortamiento de la latencia del suefio de movimientos oculares rapidos
(MOR), incremento en la frecuencia de los periodos de MOR y una distribucion temporal anormal
del rebote de MOR seguido de la privacién de suefio MOR (Kupfer,1976; Coble,1976;
Vogel, 1988).

* Incremento o disminucion del apetito.

*  Disminucion de la libido.

* Ideas suicidas.

* Pensamientos de minusvalia.

* Falta de energia.

Cuadro 1. Datos principales y secundarios para el diagnéstico de la depresion endégena

Existen ademas alguhos signos que si bien no se presentan sistematicamente,
representan un apoyo importante para el diagnostico de la depresion comd son el avance de
fase en los ritmos circadianos, el aumento en los niveles del cortisol plamatico e incapacidad de
la dexametasona para suprimirlo (Gibbons y McHugh, 1962; Holsboer, 1983). Los sintomas
caracteristicos que acompafian esta enfermedad sugieren fuertemente la participacion de varios
sistemas de neurotransmision, ya que muchos de ellos participan tanto en la expresion como

en la regulacion de varias de las conductas que acompafian a los transtornos afectivos (Sachar,

1985).

HIPOTESIS ACERCA DEL ORIGEN DE LA DEPRESION

Existen diferentes hipotesis acerca de la depresion enddégena surgidos de diferentes




hallazgos, cada una de ellas involucra la participacién de uno o varios de los sistemas de
neurotransmision conocidos e inclusive, en algunos casos, la interaccién entre ellos y con

diferentes sistemas neuroendocrinos.

Hipotesis Monoaminérgica

Una de las hipétesis mas aceptadas acerca de la naturaleza de la depresion es la que
involucra una deficiencia funcional en las aminas biogénicas (Kandel y Schwartz, 1991;
Feldman et al, 1997). La hipofuncién de mas de una via neural, como la noradrenérgica y la
serotoninérgica, se han considerado como las causas de la depresion (Van de Kar, 1989).

Esta idea se ha derivado de estudios relacionados con los efectos de varias drogas sobre
los sistemas cerebrales mencionados. La primera evidencia para la hipotesis de las aminas
biogénicas se remonta a las observaciones realizadas en 1950 sobre la reserpina, un alcaloide
obtenido de la Rauwolfia, usada ampliamente para el tratamiento de la hfpertensién, la cual
precipitaba un sindrome depresivo en aproximadamente 15% de los pacientes tratados. Esto
tenia paralelo con los estudios en animales, en los cuales lé reserpina producia un sindrome
similar a la depresion, que consistia en retardo motriz y sedacién. Poco antes de estas
observaciones se demostro que la reserpina inactivaba la formacion de vesiculas intracelulares
de almacenamiento de aminas y que por esta causa los neurotransmisores liberados en el
citoplasma se encontraban desprotegidos y se volvian vulnerables a la degradaciéon por la
enzima monoaminooxidasa (MAO), en consecuencia, las concentraciones de serotonina y
noradrenalina disminuian considerablemente (Kandel y Schwartz, 1991).

Originalmente los inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAOQO) -como la iproniazida-
fueron sintetizados y utilizados en el tratamiento de la tuberculosis para mas tarde establecerse
como efectivos antidepresivos. Estos compuestos incrementan las concentraciones de
serotonina y noradrenalina cerebral al disminuir su degradacién por la MAO. En el transcurso
de los tratamientos clinicos se observo que algunos pacientes tuberculosos deprimidos
experimentaban elevacion del 4nimo cuando eran tratados con la iproniazida. Otro importante
apoyo a la hipodtesis fue el descubrimiento de los compuestos triciclicos (clorimipramina,

imipramina, amitriptilina, etc.) que bloquean la recaptura de las monoaminas desde el espacio




sinaptico, prolongando asi el periodo en el cual tales neurotransmisores persisten en su efecto
sobre las neuronas postsinapticas (Kandel y Schwartz, 1991).

Los estudios realizados para la determinacion de los niveles de monoaminas y sus
metabolitos apoyan también de manera importante la hipétesis monoaminérgica. Entre los
resultados mas relevantes de estos estudios se encuentran los bajos niveles de serotonina
cerebral encontrados en suicidas depresivos comparados con los controles no suicidas. Tales
disminuciones van del 11 al 30 % en tronco cerebral y en dos de los seis nucleos del rafé
respectivamente (Meltzer y Martin, 1987). En el caso del acido 5-hidroxiindolacético (5-
HIIA), el principal metabolito de la serotonina, los resultados no son concluyentes, sin
embargo, suicidas con historias de transtornos afectivos muestran niveles inferiores a los
controles (Meltzer y Martin, 1987; Geracioti et al, 1997). En el caso del 3-metoxi-4-
hidroxifenilglicol (MHPG), el principal metabolito de la noradrenalina en el cerebro
humano, las mediciones en orina realizadas en pacientes con episodios depresivos, tanto con
depresion primaria como maniaco depresivos, muestran disminucién de éste metabolito
durante dichos episodios (Kopin et al, 1983; Post et al 1984 ; Siever, 1987). De manera
similar, los niveles de MHPG se han encontrado significativamente disminuidos en el
liquido cefaloraquideo (LCR) lumbar en relacién a los individuos controles, relacionandose
esta informacién directamente con los niveles en orina. Estos niveles se incrementan cuando
los pacientes depresivos son tratados con antidepresivos triciclicos como la imibramina 0
desmetilimipramina, asi como durante la etapa de reestablecimiento en pacientes tratados
con electroshocks (Roy et al, 1985; Katz et al, 1994 ).

De la misma manera, la dopamina junto con sus metabolitos, sobre todo el édcido
homovanilico (HVA), se han encontrado disminuidos en el LCR lumbar. En estudios post-
mortem de los pacientes deprimidos que fallecieron por causas ajenas al suicidio se encontraron
niveles inferiores de dopamina tanto en el nucleo estriado, como en el rafé y el micleo rojo. Por
otro lado, algunos estudios reportan incremento en la concentraciéon de HVA en el LCR de
pacientes deprimidos, sugiriendo una disfuncion en el recémbio de la dopamina en la depresion

(Gjerris et al, 1987).



Hipotesis Colinérgica

A pesar de lo anterior, Janowsky y cols (1972; 1987; 1995) propusieron una
explicacion alternativa al origen de la depresion endégena. Ellos sugirieron que la depresion es
originada por una hiperfuncion del sistema colinérgico. Esto se ha evidenciado por la capacidad
de los compuestos anticolinesterdsicos y otros colinomiméticos de producir efectos
conductuales caracteristicos de los sindromes depresivos y alterar variables neuroendocrinas y
polisomnograficas en una direccién semejante a la depresion endogena (Steven,1986,
Janowsky y Overstreet, 1995). Diversos trabajos han mostrado una supersensibilidad del
sistema colinérgico en sujetos con enfermedades afectivas. Ademads, se ha observado que los
agentes antimuscarinicos tienen propiedades antidepresivas notables que, sin embargo,
necesitan una mayor evaluacion (Steven, 1986). Es importante subrayar que la
supersensibilidad del sistema colinérgico puede ser un factor etioldgico en las enfermedades
afectivas, primero por el desarrollo de tolerancia a agentes antic_olinérgicos y segundo, porque
es probable que sea uno de muchos factores causales. Los defectos de la capacidad hedénica en
los desérdenes afectivos y los papeles de los mecanismos colinérgicos en la regulacion de tales
capacidades, en animales, son consistentes con la hipotesis del estado de hiperfuncionalidad
colinérgica, lo cual puede producir anhedonia (Steven,1986; Janowsky y Overstreet, 1995).

Es importante resaltar que los hallazgos realizados en seres humanos y en los diferentes
modelos animales han sugerido que los sistemas neuronales monoaminérgicos, coiinérgicos y
vinculacion entre si y con otros sistemas de neurotrasmision puedan ser de importancia en la
mediacion de diversas funciones alteradas en los trastornos afectivos (Morris et al, 1978). En
todo caso es preciso realizar més estudios para confirmar estos hallazgos y para analizar su
significado fisiologico y clinico. En general, parece que los hallazgos de los recientes estudios
sobre el metabolismo de las monoaminas en los trastornos afectivos apoyan fuertemente la
idea, sugerida hace mas de una década, de que la heterogeneidad clinicé de los trastornos
depresivos esté relacionada con las diferencias en el metabolismo de las monoaminas y las
investigaciones futuras podrian aportar evidencias de la participacion de cada una de

monoaminas en dichos trastornos.




ASPECTOS NEUROQUIMICOS DE LA DEPRESION.

Las aminas biogénicas juegan un papel central en las teorias acerca de la etiologia de la
depresion. Acorde con esto, el sistema serotoninérgico tiene un papel en la homeostasis
principalmente, ayudando al organismo a modular estimulos .excesivos, generalmente tiene una
influencia inhibitoria sobre la conducta o un efecto mcdulatorio general (Vogt, 1982).
Considerables evidencias sugieren que la serotonina participa sobre la sensibilidad al dolor
(Shawn et al, 1967; Brown y Linola, 1990; Coccaro, 1992), las emociones, la agresividad
(Miczek et al, 1989; Olivier y Mos, 1992), el ciclo suefio-vigilia (Fornal y Radulovacki, 1983;
Reyes et al, 1983), la ingesta de alimento (Meltzer y Martin, 1987) la actividad sexual
(Ahlenius et al, 1971, 1980; Larsson et al, 1978, 1986; McIntosh y Barfield, 1984a), la funcién
neuroendocrina, (Shawn et al, 1967; Brown y Linola, 1990; Coccaro, 1992), los ritmos
circadicos (Kordon et al, 1981; Bruinink et al, 1983) y la termoregulacién (Sallanon et al, 1983;
Young et al, 1985; Dourish et al, 1985 ;Meltzer Y. Martin, 1987), entre otros fenoémenos.
También se ha dado una gran importancia a la noradrenalina en la etiologia de la depresion
dada por su participacién en la funcién neuroendocrina (Bfowh et al, 1994), mecanismos de
recompensa, atencion (Foote et al, 1980), motivacion, respuesta al estrés (Gold et al, 1986;
Nauta y Fertag, 1986), conducta sexual (Bitran y Hull, 1987) y regulacion del ciclo suefio-
vigilia (Cespuglio, 1982), ademas de participar en la respuesta al sindrome de supresion a
opioides y de alcohol, por lo que se sugiere que puede estar involucrado en la sintomatologia
de las enfermedades afectivas (Siever, 1987, Caldecott et al,-1991; Brown et al, 1994; Charney
et al, 1994; Schatzberf y Schildkraut, 1995).

Una de las aproximaciones importantes en la investigacion sobre la depresion son los
estudios farmacdlogicos que han proporcionado evidencias para determinar el efecto de la
serotonina y la noradrenalina sobre la arquitectura del suefio en relacion a la depresion. La
disminucién de la latencia de sueflo de movimientos oculares rapidos (SMOR) es la
anormalidad mas caracteristica de la depresion y esto podria estar relacionado con la
disminucién en los niveles de serotonina, ya que el incremento de su disponibilidad inducido
por fenfluramina o zimelidina, bloqueadores selectivos de la recaptura de serotonina, alargan la

latencia de SMOR (Fornal y Radulovacki, 1983; Reyes et al, 1983). Por otro lado, el sistema




colinérgico es otro de los sistemas que esta implicado en las alteraciones descritas en pacienes
deprimidos, que incluyen el inicio temprano de la etapa de SMOR ¢ incremento en la duracion
del mismo, particularmente en la primera mitad del periodo de suefio (Kupfer, 1976; Sitaram y
Gillin, 1980; Vogel et al, 1988). Asi, la estimulacion colinégica con fisostigmina o con un
agonista muscarinico como la arecolina puede mimetizar los cambios en el suefio que se
presentan en la depresion (Tamminga, 1976). Sin embargo, probablemente las evidencias mas
convincentes de que la acetilcolina esta involucrada en los transtornos afectivos resultan de las
observaciones realizadas con agentes colinomiméticos que, inducen rapidamente un estado
depresivo en sujetos normales (Bowers et al, 1964; Carroll et al, 1978; Sitaram et al, 1980;
Janowsky et al, 1982; Risch et al, 1983; Dilsaver, 1986).

La pérdida del interés sexual es un sintoma clasico asociado con la depresion. En el
presente trabajo los sistemas de neurotransmision mencionados previamente participan en
dicha alteraciéon. La serotonina, en general tiene un efecto inhibitorio sobre la liberacion de
hormonas gonadales y la conducta sexual. Esto se sustenta en diversas manipulaciones
farmacoldgicas, principalmente en ratas, que sugieren que al administrar una droga que
incrementa la actividad serotoninérgica se suprime la conducta sexual, mientras que éu
disminucion facilita la conducta sexual (Ahlenuis et al, 1971, 1980; Larsson et al, 1978; 1986;
Mclntosh y Barfield, 1984a). De manera similar, la noradrealina juega un papel importante en
la regulacién de la conducta sexual. Estudios farmacolégicos han mostrado que la
administracion de yohimbina tiene un efecto estimulatorio en la conducta sexual, en seres
humanos y en ratas, a través del bloqueo selectivo de los receptores a-adrenérgicos (Koskinen
et al, 1990; Dewire et al, 1995; Carey y Jhonson, 1996; Tallentire et al, 1996). Por 1ltimo, el
sistema colinérgico juega también un papel importante en la conducta sexual. Asi los estudios
realizados en ratas muestran que la administracion del agonista muscarinico oxotremorina

facilita la conducta sexual masculina (Retana-Marquez, 1993).

ASPECTOS NEUROENDOCRINOS DE LA DEPRESION
Durante la ultima mitad del siglo, las investigaciones se han enfocado hacia la

regulacion bioldgica de la conducta a través de la interrelacion de dos sistemas: el nervioso y




el endocrino. Ambos sistemas coordinan complejas conductas y procesos fisiologicos
relevantes para la supervivencia (Stokes y Sikes, 1987; Philip et al, 1988). El ¢je hipotdlamo-
hipéfisis-adrenal (HHA) ejemplifica la relacién mas consistente entre el sistemas nervioso y
el sistema endocrino. Cuando se presenta un desbalance entre esta interrelacion pueden
producirse trastornos importéntes, como es ei caso de la disfuncién del eje HHA en pacientes
con depresion endogena, tal alteracidon se caracteriza por los elevados niveles del cortisol
basal de una magnitud semejante a los de la enfermedad de Cushing (Gold et al, 1984, 1986;
Plotsky et al, 1998). La hipersecrecion de ACTH y glucocorticoides basales, asi como las
pruebas de funcién neuroendocrina, indican una alteracion profunda en el sistema HHA en
los pacientes que sufren depresién severa (Barden et al, 1995). Tal alteracion del eje HHA se
considera un marcador biologico al confirmarse una relacion estrecha en un gran nimero de
pacientes deprimidos, ademas de coexistir con otras anormalidades del eje HHA estado-
dependientes, en particular la resistencia a la prueba de supresion a la dexametasona (Stokes,
1966, Carroll, 1968).

- Diferentes lineas de investigacion sugieren que el hipercortisolismo representa un
defecto funcional en o antes del hipotadlamo, resultado de la hipersecrecion de 1la CRF. Una
de las evidencias importantes sugiere que la respuesta de la ACTH a la hormona CRF
sintética se atenua en la depresion, indicando que las células corticotrépicas hipofisiarias se
restringen apropiadamente por la retroalimentacion negativa de los glucocorticoides (Gold et
al, 1984, 1986; Nemeroff et al, 1984; Maes et al, 1995). Por otro lado, diversos estudio han
determinado la participacién de los sistemas de neurotranmision en la liberacion del CRF en
el nicleo paraventricular. Tanto la noradrenalina como la adrenalina estimulan su liberacion,
se cree que a través de los receptores a-1-adrenérgico (Calogero et al, 1988). La acetilcolina
y la serotonina son también mediadores excitadores que participan en la liberacion del CRF.
Por otra parte, el acido-gamma-aminobutirico (GABA), el sistema de péptidos opioides, la
ACTH vy los glucocorticoides actiian como inhibidores (Calogero et al, 1988). En la misma
direccidn, se considera que los diferentes sistemas de neurotransmision participan también en
la etiologia de la depresion por lo que no se puede descartar la posibilidad de que estén

participando en la hiperfucnién del eje HHA:




Uno de los fendmenos de gran interés es el efecto estimulador que ejerce la
noradrenalina sobre el sistema HHA. En este sentido, la noradrenalina juega un papel
importante en la hipersecrecion de cortisol. Se ha observado que la administracion local del
CRF en la zona del locus coeruleus noradrenérgico en animales despiertos incrementa
marcadamente el diparo de las neuronas que lo componen (Valentino et al, 1983; Roy et al,
1987). El sistema serotoninérgico, es otro de los sistemas que tiene gran importancia en la
etiologia de la depresioén. Un gran numero de evidencias conducen a que la disfuncién del
sistema serotoninérgico puede inducir o contribuir a la severidad de los trastornos afectivos,
como mediador excitador de la liberacion de CRF, posiblemente a través de los receptores 5-
HT1a, 5-HT2 y 5-HT1c (Van de Kar, 1989; Calogero et al, 1993). Los estudios en animales
de esperimentacion y en seres humanos, muestran la relacion reciproca entre el eje HHA y la
actividad serotoninérgica: el incremento en la actividad de los glucocorticoides puede
disminuir la disponibilidad del precursor de serotonina (Maes et al, 1990 1990b; De Kloet y
Reul, 1987, Singh, 1990, 1991), incrementar el nimero o la sensibilidad de los receptores 5-
HT?2 en la corteza, asi como las respuestas conductuales que media este receptor (Kuroda et
al, 1992) e inducir ademas, la desensibilizacion del receptor 5-HTla (Haleem, 1992;
| Mendelson y MaEwen, 1992; Young et al, 1992).

Por otro lado, Rischy cols (1983) sugieren la participacion del sistema colinérgico
en la hipersecrecién de cortisol. En este contexto, se ha determinado que lés drogas
colinomiméticas pueden elevar la secrecion de ACTH, cortisol, y B-endorfinas. Varios
estudios clinicos han documentado el efecto de los colinomiméticos sobre la actividad
neuroendocrina en seres humanos. La infusion de fisostigmina y arecolina incrementa
significativamente los niveles de ACTH, cortisol y -endorfinas en paéientes normales y
con trastornos psiquidtricos (Risch et al, 1981, 1983; Calogero et al, 1989). También, la
fisostigmina revierte el efecto de la prueba de la dexametasona en sujetos normales, lo que
sucede de manera natural en algunos individuos deprimidos (Doerr y Berger, 1983).

Las alteraciones neuroendocrinas que se presentan en la depresion endégena, no solo
se limitan a la hiperactividad del eje HHA, también parecen involucrar al sistema

hipotalamo-hipéfisis-génada (HHG). La falta de interés sexual es uno de los signos que se
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presentan en pacientes con transtornos afectivos. Las complejas interacciones entre el
sistema nervioso y el eje HHG, pueden hacer al sistema muy sensible a cualquier desajuste
provocado por agentes o estimulos nocivos. La actividad del sistema HHG esta influenciada
por diferentes neurotransmisores vinculados también con la etiologia de la depresion,
excitando o inhibiendo la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropina (LHRH),
que a su vez actia en la hipéfisis para la liberacion de las hormonas luteinizante (LH) y la
foliculo estimulante (FSH) que regulan la secrecién de los andrégenos en el testiculo. En este
sentido, se ha intentado correlacionar la falta de interés sexual con los niveles hormonales de
testosterona, LH, FSH y estradiol, asi como su respuesta a la LHRH tanto en sujetos
normales como en pacientes con depresion enddégena. Sin embargo, las evidencias son
contradictorias, mientras que Levitt y Joffe (1988) y Rubin y cols (1989) determinaron que
la funcion del eje HHG en sujetos depresivos es normal, otros autores encontraron que los
niveles de testosterona estan disminuidos (Undén et al, 1988; Steiger et al, 1991) y la FSH
incrementada en los pacientes deprimidos con respuesta anormal a la prueba de supresion a
la dexametasona. Undén y cols (1988) proponen que la activacién del eje HHA influye en el
eje HHG en pacientes con depresion, dado que tienen incrementados los niveles de cortisol y
una respuesta anormal a la prueba de supresion a la dexametasona. En este mismo contexto,
Selye sugirio en 1946, que la exposicion cronica al estrés incrementa la actividad del eje
HHA y concomitantemente deprime la actividad del eje HHG.

Por otra parte, debido a las dificultades para realizar estudios en seres humanos, y
principalmente en investigaciones relacionadas con enfermedades mentales, ha sido necesaria
la implementacion de modelos animales que reproduzcan el cuadro clinico y sobre los cuales se
puedan realizar trabajos de experimentacion tanto para determinar las etiologias, como para

buscar los posibles procedimientos terapeuticos.

MODELOS ANIMALES DE DEPRESION
Pensar que los trastornos psicopatolégicos humanos pueden ser “modelados” en
animales tiene su justificacién en la teoria de la evolucion y en la consideracién de la psicologia

como ciencia natural. En este sentido los modelos animales pueden ser conceptualizados como
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preparaciones experimentales desarrolladas en una especie para estudiar los fenomenos que
ocurren en otras. Asi, por definicion, cualquier modelo no es igual al proceso u objeto
“modelado”. Es mas, en realidad consiste en una simplificacion que permite un mejor estudio
del mismo. En el caso de la depresion, los modelos animales nunca daran cuenta, por ejemplo,
de los autoinformes tan necesarios en la clinica de los trastornos del afecto. Sin embargo, los
modelos animales se han mostrado especialmente ttiles en las fases de prueba de posibles
farmacos y en la investigacion de las bases neurales de los trastornos modelados.

Los diferentes modelos animales de depresion propuestos pueden diferenciarse, en su
origen, como aquellos modelos relacionados con diversas condiciones estresantes y que
comunmente son capaces de disparar un episodio depresivo (Kennett, 1986; Willner et al,
1987). Otros, son modelos que previamente reciben un tratamiento farmacolégico en la etapa
neonatal, originando asi un estado depresivo en la edad adulta (Mirmiran, 1981; Hilakivi y
Hilakivi, 1987; Vogel et al, 1990). Por ultimo, el manejo de cepas de ratas para la reproduccion
por herencia de ciertos rasgos conductuales como el caso de linea de ratas Flinders (Overstreet,
1993). La validez de cualquier modelo animal de trastornos psicopatologicos se evalta
generalmente tomando tres criterios que se han orientado fundamentalmente a valorar tres
aspectos cruciales: validez predictiva, tedrica y de apariencia (Willner, 1984).

~ La validez predictiva se refiere a la capacidad del modelo para detectar farmacos con
eficacia terapéutica. Esto es que el modelo nos permita identificar correctamente diversos
tratamientos farmacolégicos antidepresivos sin producir errores de omisiéon o comision y
correlacionar la potencia de tales sustancias en el modelo con su posible potencia clinica.

Por lo que corresponde a la validez tedrica esta sera mayor cuanto mas similares sean
los fundamentos teoricos en el modelo y en la condicion modelada. Esta correlacion debe ser
homologa y debe ser interpretada sin ambigiiedad.

La validez de apariencia consiste en la similitud fenomenoldgica entre el modelo y la
depresion en sus multiples aspectos. En general, esto se refiere a la medida en que el modelo
animal propuesto reproduce la apariencia del cuadro depresivo que se presenta en los seres
humanos.

Cabe precisar que paulatinamente se han ido generando modelos animales que cumplen
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en mayor o menor medida, con los requerimientos que implican cada grado de validez. En las
tiltimas décadas se han empezado a desarrollar diversas propuestas para diferentes trastornos,
las cuales se han concentrado casi primordialmente en los trastornos afectivos y
especificamente, en los cuadros depresivos. Debemos subrayar que la reproduccion de signos y
datos que se pueden modelar en animales y que se presentan en la depresion son
indudablemente, una herramienta de primera importancia en la bisqueda de alternativas
terapéuticas y en el avance del conocimiento acerca de los mecanismos que participan en la
etiologia de la depresion endégena humana. Respecto a la capacidad de cada modelo animal de
depresion en presentar en gran medida algin grado de validez, a continuacién se describen
brevemente las evidencias existentes acerca de algunas de las anormalidades que algunos de los

modelos de mas interés tienen en la investigacion para el estudio de los trastornos afectivos.

Validez predictiva

El descubrimiento de que los fArmacos antidepresivos provocaban algunas respuestas
especificas en ratas gener6 la idea de que estas respuestas pudieran constituir las pruebas
bioldgicas capaces de seleccionar las drogas que tuvieraa un potencial terapéutico como
antidepresivos. Aquellos modelos que tienen la capacidad de responder a cualquier
tratamiento antidepresivo se considera que presentan en gran medida la validez predictiva.

Uno de los primeros modelos de depresion que se implementaron fue el de la reversion
del efecto de la reserpina (Costa, 1960), la cual disminuye la disponibilidad del
neurotransmisor en las neuronas monoaminérgicas originando ptosis, hipotermia y catalepsia,
tales efectos son revertidos especificamente con antidepresivos ‘triciclicos ¢ inhibidores de la
monoamino oxidasa (IMAO), diferenciandose claramente entre antidepresivos y neurolépticos
(Howard y Soroko, 1981). Sin embargo, el modelo presenta problemas para detectar nuevos
antidepresivos triciclicos e IMAOs.

El modelo propuesto en los afios 70's por Porsolt y cols (1977a, 1979) es uno de los que
mas interés han suscitado. La prueba llamada de nado forzado (FST por su siglas en ingles) o
de Porsolt, consiste en colocar a una rata, por periodos de 15 minutos dentro de un cilindro de

vidrio lleno de agua hasta una altura de 15 cm. En los primeros minutos, la rata presenta una
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vigorosa actividad exploratoria con la intencién de escapar, después de que tal actividad cesa,

la rata permanece inmovil, adoptando una posicion caracteristica (erguida sobre las patas
traseras y la cola, recargando una o ambas extremidades anteriores en la pared del cilindro y
manteniendo la cabeza levantada apenas arriba de la superficie del agua). Un amplio rango de
antidepresivos  reducen  significativamente esta inmovilidad cuando se aplican
sistematicamente, entre ellos los triciclicos, IMAOs, antidepresivos atipicos, electrochoques y
la privacion de SMOR. Si bien la prueba semeja muy poco los signos de la depresion, tiene una
gran validez predictiva porque ha mostrado un gran potencial para pronosticar la eficacia
terapeutica de alguna sustancia, y cuando se ha aplicado en animales manipulados para
~ convertirlos en alguno de los modelos animales de depresion que reproducen algunos sintomas,
se ha corroborado que el tiempo de inmovilidad en esta prueba esta en relacion directa con los
niveles de depresion. Asi, en ratas "deprimidas" la inmovilidad esta incrementada en
comparacion con ratas controles tratadas con solucién salina (Porsolt et al, 1977a, 1977b;
Iversen et al, 1981; Velazquez-Moctezuma y Diaz, 1992). En el presente trabajo, la FST ha

sido una herramienta importante para determinar el estado depresivo del animal.

Validez tedrica

La validez teérica en un modelo animal de depresion esta dada por el grado de
coherencia que existe entre los datos que presenta el modelo con algunas de las hipétesis
existentes que intentan explicar los mecanismos causales del padecimiento. Como se describio
en el caso de la depresion existen diferentes teorias acerca de sus poéibles mecanismos
neurobioldgicos, la gran mayoria se refiere a trastornos ubicados en uno o varios de los
sistemas de neurotransmision (Caldecott, 1991).

El desamparo aprendido fue originalmente descrito por Seligman y colaboradores
(1975) en perros y subsecuentemente extendido a un gran nimero de otras especies, incluyendo
al ser humano (para revision: Garber et al, 1979). Seligman propus6 el modelo llamado de
desamparo aprendido (helplessness; Seligman et al, 1975), en el que a los perros o ratas se les
presentaba repetidamente un estimulo aversivo (choque eléctrico) en condiciones donde el

escape 0 la evitacién no eran posibles. Estos paradigmas dieron como resultado una
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inmovilidad condicionada que ha sido comparada con la depresion, ya que a pesar de
proporcionarle a los animales posibilidad de escapatoria, en las mismas circustancias estos
mostraban una casi total incapacidad para evitar el estimulo aversivo. En tal modelo se
observaron otros sintomas como la disminucién en la actividad motriz, en las conductas
apetitivas, en la actividad motora, en la agresion, pérdida de peso entre otros (Maier y
Seligman,1976). La similitud de estas modificaciones le dan una considerable validez de
apariencia. Tales sintomas pueden ser revertidos con una variedad de antidepresivos
incluyendo triciclicos, IMAOs, antidepresivos atipicos y hasta los choques electroconvulsivos
(Dorworthy y Overmeir, 1977; Leshner, 1979; Petty, 1980; Sherman, 1982; Seligman y
Beagley, 1975).

Hace mas de una década Kennett y cols (1986) propusieron el modelo de estrés cronico
impredecible. Durante un periodo de tres semanas, las ratas son sometidas a diversos estresores
(inmersion en agua fria, inmovilizacion, choques eléctricos, cambios del ciclo de luz-oscuridad,
sonido y luz intensa) que se presentan de manera aleatoria, después de lo cual se registra la
actividad motora del animal en una prueba de campo abierto. Este modelo reproduce algunas
de las principales caracteristicas de la depresion endogena, mismas que pueden ser revertidas
con antidepresivos. El modelo de estrés cronico impredecible apoya la idea de que en la vida de
un sujeto se presentan grandes eventos de dolor que contribuyen poco a la generacion de la
depfesién, mientras que un alto nivel de estrés sostenido durante un tiempo largo p'uede tener
una contribucién importante en la generacion de un cuadro depresivo (Aneshensel, 1982). Este
modelo pretende simular las condiciones de estrés a las que generalmente estan expuestos los
individuos en la sociedad (Kennett, 1986). En los altimos afios se ha desarrollado una variante
conocida como el modelo de estrés cronico leve inpredecible, donde la ratas son tratadas con
diferentes estresores considerados como leves (aserrin mojado, inclinacion de la caja, privacion
de agua y comida por periodos cortos, luz estrobdscopica, presentacion de objetos estrafios, etc)
que son aplicados de manera aleatoria y que se sustenta en la misma base tedrica del modelo de
estrés cronico impredecible, pero considera que la depresion se desarrolla a partir de que el
individuo no es capaz de dar respuestas positiva ante estresores considerados como leves si

estos se presentan cronica y aleatoriamente (Willner et al, 1987).
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Existen otros modelos entre los que se encuentra el modelo de separacion, por ejemplo,
los monos infantes que son separados de su madre y presentan sintomas de depresion después
de un periodo de protesta, caracterizado por agitacion y llanto que se convierte en
desesperanza,y se caracteriza por falta de apetito, de actividad.‘y de interaccion social (Iversen y
Iversen, 1981). También se ha determinado que la fase de desamparo se puede predecir por los
niveles de cortisol que se presentan durante la respuesta (Higley et al, 1982). Algunos
tratamientos antidepresivos se han realizado para modificar la conducta producida por la
separacion, observando que el tratamiento cronico con imipramina disminuye las conductas
que se presentan en el mono infante, aunque no todas las conductas fueron restablecidas por
este farmaco (Suomi et al, 1978).

Overstreet y Russell en 1988, proponen uno de los pocos modelos animales que
presentan un factor de predisposicion genética para las enfermedades depresivas que se sustenta
en la hipdtesis de Janoswki y cols. (1987, 1995) sobre la predominancia colinérgica asociada
con la depresion. En este modelo se manifiesta una sensibilidad colinérgica incrementada que
puede ser de gran utilidad para entender los mecanismos de enfermedades depresivas.
Overstreet y cols. desarrollaron dos lineas de ratas a partir de animales con diferente respuesta a
la anticolinesterasa diisopropil fluorofosfato (DFP) (Overstreet et al, 1979, 1988). La linea
Flinders sensible (FSL por sus siglas en ingles) y la linea Flinders resistente (FRL). Las
primeras son mas sensibles a la anticolinesterasa DFP y a otros agonistas colinérgicos en
comparacion con las ratas controles FRL (Overstreet,1982). También se ha observado que
presentan una concentracion incrementada de receptores muscarinicos en el nicleo estriado y el
hipocampo en comparacion con las FRL (Overstreet,1984). Diversos estudios han confirmado
el incremento en la sensibilidad de las ratas FSL a los agonistas muscarinicos, utilizando un
amplio rango de indices conductuales y fisioldgicos. Las ratas FSL adultas muestran muchas

similitudes con los seres humanos que presentan enfermedades depresivas.

Validez de apariencia
Existen también modelos animales que han sido propuestos como simuladores de uno o

varios de los sintomas fundamentales de la depresién endogena humana. Partiendo del cuadro
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clinico de la depresion, es evidente que algunas de las caracteristicas de la depresion no se

pueden modelar en animales de laboratorio como es el caso de la sensacién de minusvalia,

incapacidad de concentracién y pensamientos suicidas, pero si otros como los cambios en la
actividad locomotora, que en la gran mayoria de los casos tiende a disminuir, transtornos del

suefio, del apetito, disminucion de las conductas motivadas por placer como el consumo de

agua endulzada con sacarosa, la autoestimulacion intracraneal y la conducta sexual (Willner,

1984; Velazquez-Moctezuma, 1994).

Entre los modelos que presentan poca validez de apariencia esta el efecto que ejercen
muchos antidepresivos al incrementar las acciones de las anfetaminas entre ellas, la hipotermia,
la pérdida de peso, la actividad locomotriz, las conductas esteriotipadas, etc. No es
sorprendente que esta accion sea simulada por otras clases de drogas tales como estimulantes,
anticolinérgicos, B-bloqueadores y anestésicos locales. Otro de los modelos con poca validez
de apariencia es el modelo inducido por la administarcién de 5-hidroxitriptofano (5-HTP), el
precursor de la serotonina, el cual disminuye la actividad de las ratas entrenadas para realizar
alguna acciéon y obtener leche como recompensa. La administracion de antidepresivos
restituyen esta actividad inhibida por el 5-HTP (Nagayama et al, 1980, 1981). Esta prueba sin
embargo, es muy poco especifica, presentando falos positivos y falsos negativos para multiples
sustancias.

Las ratas sujetas con lesiones bilaterales de los bulbos olfatorios muestran uné variedad
de cambios conductuales, incluyendo irritabilidad, hiperactividad y elevacion de los niveles
plasmaticos de corticosteroides. Se ha observado que estos cambios son revertidos por drogas
antidepresivas (Cairncross et al, 1979). Como resultado de la hiperactividad los animales
también tienen una deficiencia en el aprendizaje por evitacidén pasiva, que es contrarrestado por
antidepresivos con un alto grado de especificidad (Cairncros et al, 1979; Noreika et al, 1981;
Lloyd et al, 1982).

En los ultimo afios, la administarcion de antidepresivos triciclicos, que bloquean la
recaptura de las monoaminas (Clomipramina, zimelidina, desipramina) en las ratas macho
durante la etapa neonatal semeja, en la edad adulta, signos de la depresion endégena humana

que pueden ser modelados en animales (Vogel y Vogel, 1982; Hilakivi y Hilakivi, 1987;
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Rosenwasser y Heyes, 1993). Las ratas tratadas con antidepresivos en la etapa neonatal
incrementan su actividad en campo abierto, la toma voluntaria de alcohol y el tiempo de
inmovilidad en la prueba de Porsolt. De manera similar, la administracion de antidepresivos en
la etapa neonatal desminuye la actividad sexual, la conducta agresiva y las conductas de
recompensa en la edad adulta (Mirmiran et al, 1985 Vogel et ai, 1990). La administracion de
antidepresivos triciclicos en la etapa neonatal soporta en gran medida la validez de apariencia
como un modelo animal farmacogénico de depresion (Vogel et al, 1990). Estas deficiencias
pueden restaurarse con la administracion de antidepresivos triciclicos en la edad adulta, asi
como con la privacion de SMOR (Vogel, 1990)

El interés en nuestro laboratorio y en particular en este trabajo, es el modelo de
depresion propuesto por Vogel y cols.(1982). En el que la administracion de clomipramina
(CLI) en la etapa neonatal produce signos semejantes a la depresion en la edad adulta. Una de
las ventajas que tiene el modelo es que la administarcion CLI induce cambios de larga
duracion, esto permite estudiar algunos signos de la depresion, en particular las anormalidades
que se presentan en la conducta sexual, y su posible correlacion con los diferentes sistemas de
neurotransmision asi como la actividad de los ejes HHA y HHG. A continuacion se describird

este modelo mas extensamente.

ANTECEDENTES

Una de las lineas de investigacién en nuestro laboratorio tiene como propodsito
desarrollar el modelo animal de depresion enddgena propuesto por Vogel y cols (1982), en el
que se refleja un estado similar al de la depresion enddgena humana. Los antecedentes para este
modelo se obtuvieron del trabajo realizado por Mirmiran y cols en 1981, sobre el posible papel
ontogénico del SMOR. Ellos se interesaron en la posibilidad de que el SMOR en la etapa
neonatal podria jugar un papel importante en la conducta normal adulta. Para ello privaron de
SMOR a ratas machos durante su periodo neonatal y observaron los efectos sobre la conducta
en la edad adulta. La privacién de SMOR fue producida mediante la administracion de CLI
(poderoso supresor del SMOR). En la edad adulta, las ratas tratadas con CLI mostraron

anormalidades en la conducta sexual y en la actividad locomotora comparadas con los animales
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control. Vogel y Vogel (1982) notaron que las anormalidades observadas en las ratas tratadas
con CLI semejaban el sindrome de depresion enddégena humana. Como se menciond
anteriormente, los pacientes que presentan esta enfermedad tienen anormalidades conductuales
como disminucion de la h"bido, cambios motores, principalmente retardo o agitacidn, y
alteraciones en el patron de SMOR. Las similitudes entre los pacientes deprimidos y las ratas
tratadas con CLI, sugirieron que se reproducia un modelo animal de depresion enddgena
humana. Acorde con esta hipotesis, las ratas CLI tienen caracteristicas que también se
presentan en la depresion endogena humana como son, alteraciones del SMOR, disminucion de
la conducta sexual, de agresividad y de las conductas de busqueda de placer (Neill, 1990;
Vogel et al,1982, 1990a, 1990b, 1990c, 1990d). De hecho, se ha corroborado en este modelo
un incremento en la inmovilidad en la prueba de nado forzado, arriba mencionada, lo que
apoya la nocién de que la cantidad de inmovilidad durante dicha prueba es directamente
proporcional al estado depresivo en la rata (Veldzquez-Moctezuma y Diaz, 1992). La
administracion de antidepresivos y terapias conductuales como la privacion de sueiio MOR
restablecen las alteraciones conductuales que se presentan en los animales tratados con CLI
(Vogel et al, 1990) de manera similar a lo que se observa en seres humanos deprimidos.

Entre las alteraciones conductuales referidas, destacan las deficiencias que se presentan
en la conducta sexual masculina. Se ha reportado y corroborado que la administracién de CLI
en la etapa neonatal afecta marcadamente diferentes aspectos de la conducta sexual masculina
(Mirmiran et al, 1981; Vogel, 1982; 1996, Velazquez-Moctezuma et al, 1993). Asi, las ratas
CLI presentan incremento en la latencia de monta, de intromisién y de eyaculacion, ademas de
un menor numero de montas e intromisiones, asi como un numero reducido de eyaculaciones
en un periodo de tiempo o, en su caso, los animales no presentan actividad sexual (Vogel et al,
1982, 1996). Estas anormalidades en las ratas CLI se reflejan en seres humanos como
disminucion de la libido, uno de los sintomas eminentes que frecuentemente se presentan en
pacientes con depresion (Hamilton y White, 1959; American Psychiatric Association, 1959;
Nelson, 1981) y asociados con alteraciones en algin sistema de neurotransmision (Janowsky et
al, 1972; Van de Kar, 1989). Por otro lado, las hormonas gonadales que participan en el

mantenimiento de la conducta sexual en la rata macho, especialmente la testosterona, podrian
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estar participando en las alteraciones observadas, ya que previos estudios en seres humanos
indican la posible participacién de las hormonas esteroides en la disminuci6n del deseo sexual
(Undén et al, 1988). De manera similar los altos niveles de cortisol en plasma se han
asociado a trastornos afectivos, por lo que se considera de gran importancia su vinculacién
con el eje HHA vy la actividad reproduciva. Esto se ha observado al microinyectar CRF en el
tercer ventriculo cerebral de ratas, lo que causa un aumento en el numero de montas y de
intromisiones (Sirinathsinghyji, 1987).

Debido a que, en el presente trabajo, la conducta sexual masculina en las ratas macho
fue la principal conducta de estudio en el modelo animal de depresidn propuesto por Vogel y
cols (1982), a continucién describiremos ampliamente el patron de la rata macho, asi como la
regulacion de esta conducta tanto por los diferentes sistemas de neurotransmision como por el

sistema endocrino.

CONDUCTA SEXUAL EN LA RATA MACHO

La conducta copulatoria de la rata macho es innata y esta compuesta de patrones
motores esteriotipados. Este patron se identifica como montas e intromisiones repetidas que
culminan con la eyaculacion (Sachs, 1988). La monta consiste en el abordaje de la hembra, por
parte del macho, por la region posterior, palpando sus flancos con los miembros anteriores y
preséntando movimientos pélvicos de empuje, finalizando cuando el macho la desmonta
lentamente. La intromision se considera una monta con movimientos e insercién peneana, el
contacto genital es muy breve, luego de lo cual el macho desmonta a la hembra, rapidamente.
Inmediatamente después, el macho se acicala la region genital. Después de una serie de montas
e intromisiones el macho presenta el patron de eyaculacion, que consiste en un movimiento
pélvico mas profundo, intenso y sostenido que el de una intromision en el cual expele esperma
y material coagulable para formar el tapon seminal. La desmonta es lenta y se caracteriza por
un movimiento lateral de los miembros anteriores. Después el macho entra en una etapa de
autoacicalamiento genital seguida de inactividad total, lo que se denomina periodo refractario o
intervalo posteyaculatorio (IPE). Este periodo dura de 4 a 5 minutos después de la primera

eyaculacion y se prolonga de 1-2 minutos mas con cada eyaculacion sucesiva de manera
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regular (Larsson, 1979; Larsson, 1986). Después de transcurrido el IPE, el animal reinicia la
actividad copulatoria.

El caracter esteriotipado del patrén copulatorio de la rata macho, ha conducido al
desarrollo de un grupo estandarizado de medidas conductuales que son las que se utilizan para
el analisis de la conducta sexual masculina. Estos parametros son:

1.- Latencia de montas: tiempo que transcurre desde que el macho y la hembra entran en
contacto hasta que se presenta la primera monta de la prueba.

2.- Latencia de intromisioén: tiempo transcurrido desde que el macho y la hembra entran en
contacto hasta que se presenta la primera intromision.

3.- Latencia de eyaculacion: tiempo transcurrido desde la primera intromision de la serie hasta
que se presenta la eyaculacion.

4.- Intervalo posteyaculatorio: tiempo transcurrido entre una eyaculacién y el inicio de una
nueva serie, determinado por la siguiente monta con o sin intromision.

5.- Numero de montas: nimero de veces que se presenta este patrdn motor en una serie
eyaculatoria. '
6.- Ntimero de intromisiones: niimero de veces que se presenta este patréon motor en una serie
eyaculatoria.

7.- Frecuencia de eyaculacion: numero de eyaculacionés que se presentan durante el tiempo
total de la prueba. '

8.- Tasa de aciertos: nimero de intromisiones entre el nimero de montas mas el nimero de
intromisiones. El rango de la tasa de aciertos esde 0 a 1.

9.- Intervalo interintromision promedio: tiempo entre las intromisiones registradas en una serie
eyaculatoria.

10.- Intervalo intercopulatorio: intervalo de tiempo entre cada monta, con o sin insercién
peneana.

A la serie de eventos conductuales que se presentan desde la primera monta o
intromision hasta la eyaculacion se le denomina serie eyaculatoria. Cuando se incluye al
intervalo posteyaculatorio en la serie, esta recibe el nombre de serie copulatoria (Figura 1).

La conducta sexual masculina se analiza segin dos componentes principales: la
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motivacion sexual y la potencia sexual. La motivacién sexual hace que el macho busque tener
contaclo con una compaiiera sexual y se mide a través de la latencia de monta. Este parimetro
es considerado como una de las aproximaciones mas directas de la motivacién porque no
requiere que el macho preserite ereccion peneana o que la hembra presente lordosis. [
intervalo interintromision también se considera como un indicador de la motivacion sexual

dado que involucra la refractoriedad breve inducida por cada intromision (Sachs y Garinello,

1979).
PATRON COPULATORIO DE LA RATA MACHO
SERIE COPULATORIA 1 SERIE COPULATORIA 2
[ — 1 )
SERIE EYACULATORIA 1
I 1
L LE PE
T I . ]
At I HIRIRN
0 5 10 15 20 25
Lt
i Tiempo en minutos
IMONTA | INTROMISION lEYACULAClON

Figura 1. Patrén copulatorio de la rata macho. LI= Latencia de Intromision, LE= Latencia de
Eyaculacion, IPE= Intervalo Posteyaculatorio.

El parametro que refleja indirectamente la eficiencia copulatoria es la tasa de aciertos,
esta medida es sensible a los tratamientos que afectan el potencial eréctil del macho o a la
sensibilidad peneana y refleja también la receptividad de la hembra. El numero de
intromisiones que preceden a la eyaculacion y la latencia de eyaculacion son parametros que se
consideran para analizar el umbral eyaculatorio hipotético (Beach, 1956). El potencial
copulario total del macho puede ser medido por el niimero de eyaculaciones que ocurren en un
lapso de tiempo determinado.

La conducta sexual de la rata puede ser influenciada por diversos tratamientos

farmacoldgicos. Los farmacos pueden facilitar o inhibir algunos de los parimetros de la

22




conducta sexual del macho. En el modelo de la rata, se considera facilitacion cuando se observa
incremento en el porcentaje de machos que presentan actividad sexual, incremento en la
frecuencia de eyaculacién, disminucion en el nimero de intromisiones, asi como en la latencia
de eyaculacion. Como efectos inhibitorios, se observan uno o més de las situaciones opuestas a

las anteriores, ademas de aumentar la latencia de monta e intromision.

ASPECTO NEURAL CENTRAL DE LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA
La conducta sexual es activada por la accién combinada de estimulos sensoriales y
hormonales. Su regulacién y mantenimiento esta dado a través de los diferentes procesos de
neurotransmision y de la accién de las hormonas gonadaleé en el sistema nervioso central
(Hutchison,1978). Utilizando técnicas de estimulacién o de lesion, entre otras, se han podido
identificar las estructuras cerebrales y el papel que juegan en los procesos relacionados
directamente con esta conducta. En la figura 2 se observan las principales vias nerviosas
centrales que intervienen en la regulacién de la conducta sexual masculina: el bulbo olfatorio
que tiene proyecciones directas a la amigdala, especiﬁcaménte al nicleo cortical medial, al
ndcleo de la cama de la estria terminal y al nicleo del tracto olfatorio, es ahi donde el érea
preoptica medial (APOm) recibe aferencias de la amigdala directamente o via estria terminal
(Meisel y Sachs, 1994). Es en el APOm donde se integra la informacion que se recibe del
medio externo (presencia de una hembra), la informaciéon hormonal y la informacién
neuroquimica. De aqui se envia la informacion eferente al sistema motor estriatal a través del
area tegmental ventral, inicidndose asi una conducta sexual motora (Meisel y Sachs, 1994).
Diferentes estudios de lesion en diferentes regiones del cerebro pueden alterar en
diversos grados la conducta sexual masculina. Sin embargo, los efectos mds consistentes se
observan cuando se destruye el APOm totalmente dado que se altera drasticamente la conducta
sexual hasta abolirla por completo, mientras que cuando las lesiones son pequefias la conducta
sexual se elimina temporalmente (Heimer y Larsson, 1966; 1967). Esta inhibicién de la
conducta sexual después de lesionar el APOm se observa en varias especies estudiadas hasta la
' fecha: pollo, rana, ratén, hamster, rata, cabra, gato, perro, mono rhesus, etc. (Meisel and Sachs,

1994). De hecho, la estimulacion eléctrica de las neuronas en esta 4rea produce efectos
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facilitatorios sobre la conducta sexual (Malsbury, 1971; Paredes et al, 1996). Ademas esta area
del sistemna nervioso es el principal blanco de la testosterona en la activacion de la conducta
sexual y donde se concentra una gran cantidad de receptores especificos de los diferentes
sistemas de neurotransmision relacionados con la conducta sexual masculina, como son los
monoaminérgicos, colinérgiéos y gabaérgicds (Kierniesky y Gerall, 1973; Retana-Marquez y

Velazquez-Moctezuma, 1995).

Figura 2. Algunas de las vias neuronales que regulan la conducta copulatoria masculina. Modelo
propuesto por Mogenson y cols (1980). Se muestran solo algunas de las aferencias mas relevantes
hacia el iirea predptica medial, principalmente las que provienen de la amigdala medial.
Abreviaciones: acb= nicleo accumbens ; aob=bulbo olfatorio accesorio; bnst= nicleo de la cama
de la estria terminales; co= amigdala cortical; cp=putamen-caudado; me=amigdala medial;
mob= bulbo olfatorio principal; mpoa= irea preéptica medial; vta= area tegmental ventral.
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ASPECTOS NEUROENDOCRINOS DE LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

La expresion de la conducta sexual masculina es modulada por factores enddcrinos y
nerviosos. Dentro de los factores endocrinos, se ha demostrado que la testosterona, el principal
androgeno, tiene un papel central en el mantenimiento de la conducta sexual masculina. En
este sentido se ha descrito que' la castracion en los machos de diferentes especies, suprime
gradualmente la expresion de la conducta sexual y que el tratamiento con testosterona restituye
los efectos de la castracion (Larsson, 1979; Meisel y Sachs, 1994). Por otro lado, se considera
que los metabolitos activos de la testosterona, como la androstendiona, son efectivos para
mantener la copula en las ratas macho, hamster y raton (Beyer et al, 1973, Christensen, 1973).
Dado que la testosterona ejerce su accion a nivel periférico y central, la dihidrotestosterona es
considerada como el metabolito activo de la testosterona en la mayor parte de los tejidos
periféricos relacionados con los reflejos peneanos como la ereccion. Por otro lado, el estradiol,
a través de la aromatizacion de la testosterona dentro del sistema nerviosos central, tiene efecto
facilitatorio en esta conducta (Beyer, 1979). En resumen, es necesaria la participacion de ambos
tipos de hormonas, andrégenos y estrégenos para la expresion de la conducta sexual masculina.

El sistema nervioso central es el principal sitio de accion de las hormonas gonadales
para la activacion de la conducta copulatoria. EIl APOm vy el hipotdlamo anterior son las areas
mas sensibles a la testosterona y donde se concentra un gran nimero de receptores a este
androgeno (Davidson, 1966). Los implantes de testosterona en el APOm o en el hipotdlamo
anterior, en ratas castradas, restituye efectivamente la conducta sexual (Fisher, 1956).

El hecho de que la restituciéon hormonal con andrégeno induce la reactivacion de la
conducta sexual ha sugerido una importante interaccion entre las hormonas gonadales y los
diferentes sistemas de neurotransmision, los cuales participan facilitando o inhibiendo dicha
conducta. Concerniente a la interaccion de la hormonas gonadales y el sistema serotoninérgico,
se ha encontrado que la administracién crénica de propionato de testosterona disminuye los
niveles de serotonina y sus metabolitos en varias regiones cerebrales (Bonson et al, 1994), esto
indica que la testosterona activa la conducta sexual masculina reduciendo la transmision en la
sinapsis serotoninérgica (Larsson,1979). En relacion a las catecolaminas, la castracion

incrementa los niveles de receptores f-adrenérgicos (Pretovic et al, 1984), asi como el
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recambio de noradrenalina en el hipotalamo, mientras que el tratamiento con testosterona
incrementa la liberacion de noradrenalina (De Paolo et al, 1982). Referente a la relacién entre el
sistema colinérgico y la testosterona, se ha determinado que la testosterone disminuye la
actividad de las enzimas que participan en el metabolismo "de la acetilcolina, la enzima de
sintesis, colinacetiltransferasa y la enzima de degradacion, acetilcolinesterasa, localizadas en el
APOm después de la castracion. Ademas los experimentos realizados por Retana-Marquez y
cols (1996) muestran que se requiere la presencia de testosterona para la activacion de los
receptores muscarinicos. Se ha determinado que las hormonas gonadales actian sobre las
neuronas principalmente a través de la activacidn genémica, expresada en la sintesis de
proteinas (Anderson,1982; Nock y Feder, 1982). Esta actividad podria ser responsable de
cambiar la cantidad y tipo de enzimas que regulan los niveles del neurotransmisor, asi como
propiciar cambios en los niveles de los receptores o su afinidad para un neurotransmisor

especifico.

ASPECTOS NEUROQUIMICOS DE LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA
Como veremos a continuacién, en una extensa variedad de investigaciones se ha
determinando el papel de cada uno de los neurotrasmisores en la conducta sexual en roedores,

asi como los receptores especificos involucrados en ella (Bitran,1987).

MONOAMINAS

En la hipétesis concerniente a las bases neuroquimicas de la conducta copulatoria en los
machos, las monoaminas (serotonina, dopamina, noradrenalina y adrenalina) juegan un papel
importante en la regulacion de la expresion de la conducta sexual masculina. Cada uno de ellos

puede tener un papel facilitatorio o inhibitorio.

Serotonina
Las monoaminas cerebrales, especialmente la 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina, han
sido involucradas en el control de la conducta sexual masculina (Malmnas,1973;

Mendelson,1985). Sin embargo, la naturaleza de su participacion no esté del todo clara. Por un
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lado, existen datos que sugieren que esta monoamina inhibe la conducta sexual masculina
(Ahlenius,1971; Ahlenius,1980; Larsson,1986; Salis,1971; Lorrain et al, 1997). Asi, el
tratamiento con p-clorofenilalanina (pCPA) o la degeneracion de las neuronas serotoninérgicas
con la neurotoxina 5,7-dihidroxitriptamina (Larsson,1978; MclIntosh,1984a) facilitan diferentes
aspectos de ésta conducta dado que se reducen el nimero de intromisiénes, la latencia de
eyaculacion y el intervalo posteyaculatorio. Mientras que la administracion del precursor
serotoninérgico 5-hidroxitriptéfano o de la 5-HT incrementan el numero de intromisiones y
prolongan la latencia de eyaculacion (Malmnas,1973; Ahlenius y Larsson,1987). Mas atn, la
microinyeccién de 5-HT en el APOm, estructura que juega un papel fundamental en el control
de la conducta sexual masculina, produce una fuerte inhibiciéon de la misma (Verma et al,
1989). Paradojicamente, otros experimentos muestran que el tratamiento con potentes
compuestos agonistas del subtipo del receptor 5-HT1a, como el 8-OH-DPAT vy el lisuride
facilitan la conducta sexual, disminuyendo el nimero de montas e intromisiones, asi como la
latencia de eyaculacion (Ahnelius et al, 1980, 1981, 1984). Una facilitacion similar sobre la
conducta sexual se observo cuando se administré el 8-OH-DPAT en el nucleo accumbens y en
el APOm (Feméndez-Guasti et al, 1992). Los antagonistas del receptor 5-HT2, como la
~ pirenperona, inhiben la conducta sexual (Mendelson y Gozalska, 1985). Estos resultados
sugieren que los agonistas y antagonistas de los diferentes tipos de receptores serotoninérgicos
estan involucrados en la expresion de la conducta sexual, como es el caso del 5-HT1a que la
facilita, mientras que el 5-HT1b la inhibe (Fernandez-Guasti et al, 1989, 1991, 1992, 1997).
Ademas, se ha sugerido una importante interrelacion entre las neuronas serbtoninérgicas y las

noradrenérgicaé en la regulacion de la conducta sexual (Ferndndez-Guasti et al, 1986).

Noradrenalina

La participacion del sistema noradrenérgico central en la regulacion de la conducta
sexual masculina no ha sido del todo entendida, sin embargo, la mayor parte de los resultados
sugieren que este neurotransmisor tiene un papel facilitador de la conducta copulatoria
masculina (Mclntosh,1984c; Bitran y Hull, 1987). Diferentes manipulaciones que disminuyen

las concentraciones de noradrenalina, como el bloqueo de su sintesis con dietilditiocarbamato,
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la lesién electrolitica del locus coeruleus (Mclntosh,1984c) y la reduccion de las vias
noradrenérgicas por la neurotoxina 2-cloroetil-N-etil-2-bromobencilamina (DSP4) (Fernandez-
Guasti, 1986) inhiben diferentes aspectos de la conducta sexual. Por otro lado, el incremento en
la liberacion de noradrenalina por el bloqueo de los autoreceptores presindpticos a-2 aumenta
el porcentaje de animales que copulan y facilitan diferentes aspectos de la conducta sexual,
sobre todo en relacion al periodo refractario posteyaculatorio, que se observa disminuido (Clark
et al, 1984; Smith et al, 1987). La yohimbina, por ejemplo, un potente antagonista del
adrenoreceptor a-2, es muy efectiva en la estimulacion de ciertos aspectos de la conducta
sexual de la rata macho. Cuando su administraciéon es aguda estimula el componente
motivacional sexual mientras que cuando se administra a ratas anestesiadas en la region genital.
estimula el componente consumatorio, dado que incrementa el porcentaje de machos que
presentan el patron de monta, de intromisiéon y de eyaculacién (Kwong et al, 1986; Smith y
Davidson, 1990; Sala et al, 1990). En contraposicion, la clonidina, un agonista del receptor o.-
2, suprime la conducta sexual, este efecto es revertido por la administracion de yohimbina
(Smith et al,1987). Se ha observado que el bloqueo por otros dos antagonistas del mismo tipo
de la yohimbina, el idazoxan y el imiloxan, también estimulan la conducta sexual, al disminuir

el intervalo intercopulatorio y la latencia de eyaculacion (Smith,1987; Bowes et al, 1992).

Dopamina

En el caso de la dopamina (DA), se sugiere que tiene un papel mediador entre el inicto
y el mantenimiento de la conducta copulatoria masculina, incluyendo el IPE. El incremento en
los niveles de dopamina acorta este periodo y el bloqueo de los receptores a dopamina y
noradrenalina con clorpromazina o la disminucién por la administracion intraventricular de la
neurotoxina especifica para neuronas catecolaminérgicas 6-hidroxidopamina (6-OHDA), causa
un incremento en la duracidn del IPE (Vogel,1988; Vogel,1982). Otras evidencias observadas
por la administracion de apomorfina, un agonista de los receptores D2, facilita la conducta
sexual al disminuir la latencia de eyaculacién y el numero de intromisiones (Ahlenius y
Larsson 1984), tanto en las ratas jovenes como de edad adulta (Clark y Smith, 1987). En otros

experimentos (Mclntosh,1984b) la disrupcion total del sistema dopaminérgico central por la
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lesion electrolitica de la sustancia nigra, principal acumulo de neuronas dopaminérgicas
cerebrales, también origina un incremento en las latencias y en el IPE. Sin embargo, cuando se
injecta apomorfina en el APOm se incrementa el numero de eyaculaciones y se reducen la

latencia de eyaculacion y el IPE (Hull et al, 1986).

ACETILCOLINA

En los primeros estudios farmacologicos realizados para determinar el papel del sistema
colinérgico en la conducta sexual se sugiere que las drogas colinomiméticas suprimen la
conducta sexual masculina. Ejemplo de tales drogas son la nicotina, que estimula los receptores
nicotinicos, la fisostigmina, que bloquea la degradaciéon de la acetilcolina inhibiendo la
acetilcolinesterasa, y los antagonistas colinérgicos, atropina y escopolamina, que bloquean los
receptores colinérgicos muscarinicos. Sin embargo, las dosis empleadas de estas drogas fueron
muy altas, lo que podria interferir con la conducta motora y las funciones autonémas por lo que
sus efectos son cuestionables. Respecto a los receptores colinérgicos nicotinicos resulta que una
dosis baja de nicotina parece tener un efecto facilitador sobre la conducta sexual masculina
(Soulairac y Soulairac, 1975). Sin embargo, en estudios realizados por Retana-Marquez y cols
(1993) se determiné que la nicotina tiene un ligero efecto facilitador al disminuir el nimero de
intromisiones necesarias para alcanzar la eyaculacion.

Al parecer, el sistema colinérgico participa en la regulacion de la condﬁcta sexual
maséulina principalmente a través del sistema muscarinico. Los receptores muscarinicos han
sido divididos en al menos dos subtipos, M1 y M2, acorde a su afinidad diferencial por la
pirenzepina (Hammer et al, 1980; Hammer y Giachetti, 1982). Conforme han surgido nuevos
farmacos y nuevas técnicas farmacolégicas y moleculares, han crecido también las propuestas
de nuevas subdivisiones de receptores muscarinicos, existiendo actualmente, hasta 5 subtipos
(Adem, 1997; Baghdoyan, 1997). Cuando se administra oxotremorina (OXO), un agonista
muscarinico, por via periférica o directamente en el APOm se facilita la conducta sexual al
incrementar la frecuencia de eyaculaciones por una disminucién del nimero de intromisiones y
de la latencia de eyaculacion en ratas macho (Retana-Marquez y Veldzquez-Moctezuma, 1993;

Hull et al, 1988). Como podria esperarse, este efecto facilitador de la OXO es bloqueado por el
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pretratamiento con el antagonista muscarinico escopolamina-hidrocloruro (SCO-HCI; Retana-
Marquez y Veléiquez-Moctezuxma, 1993; Hull et al, 1988). La SCO-HCI sola incrementa las
latencias de monta y de intromision y disminuye el porcentaje de machos sexualmente activos
de manera dosis-dependiente, ademas de disminuir la frecuencia de eyaculaciéon. De hecho, se
han confirmado evidencias .pre:vias, en el sentido de que la OXO podria producir su efecto
facilitador a través del subtipo de receptor muscarinico M1 (Retana-Mérquez y Veldzquez-

Moctezuma,1993).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se ha descrito anteriormente, el uso de los modelos animales ha sido de gran
importancia en la elucidacion de ciertos fendmenos siendo la rata de laboratorio el animal mas
empleado para ello, dado que es capaz de presentar lo mas semejante a los sintomas clinicos de
la depresion enddgena humana (Willner, 1984). Entre las caracteristicas mas importantes de la
depresion enddgena, se encuentra la pérdida de interés e incapacidad para experimentar placer,
como se manifiesta por ejemplo en una disminucién de la libido en el ser humano y en la
reduccion dé la conducta sexual en ratas macho (Vogel et al, 1990). Es posible que el estudio
de las alteraciones conductuales, en particular la conducta sexual masculina en el modelo
propuesto por Vogel (1982), permita determinar los posibles factores etioldgicos que estan
involucrados en la depresion endogena. Como la conducta sexual en roedores es caracterizable
y cuantificable siguiendo criterios establecidos y dado que los mecanismos que la regulan son
relativamente bien conocidos, la hacen una herramienta importante para conocer algunas de las
alteraciones del sustrato neuronal que posiblemente acompafian a la depresion endogena.

La conducta sexual masculina es susceptible al tratamiento neonatal con CLI, sin
embargo, los mecanismos precisos por los que tales alteraciones ocurren son desconocidos. A
pesar de los anterior, una idea aiin no evaluada es determinar como la administracién de CLI en
la etapa neonatal produce cambios a larga plazo en los sistemas de neufotransmisién que
regulan la conducta sexual.

Debido a que existe poca informacion sobre los mecanismos involucrados en la

depresion, el interés de nuestro laboratorio, es precisamente tratar de determinar, mediante
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manipulaciones farmacoldgicas si los sistemas colinérgico, noradrenérgico y serotoninérgico

pudieran estar alterados y a su vez mantener la inhibicién sexual masculina en la depresion

endégena. Resultaria interesante también validar el modelo mediante la determinacion

plasmatica de corticosterona y testosterona y su posible participacion con la alteracion de

algunos de los sistemas de neurotransmision a explorar.

HIPOTESIS

El tratamiento neonatal con clomipramina deteriora diferentes parametros de la conducta
sexual masculina, desplegados en la edad adulta, a través de alterar los sistemas de
neurotransmision colinérgico, noradrenérgico y/o serotoninérgico. Los farmacos

(Yohimbina, Oxotremorina y 8-OH-DPAT) facilitadores de la conducta sexual masculina
seran capaces de revertir los efectos causados por la administracion de CLI en dicha

conducta.

El tratamiento neonatal con clomipramina produce alteraciones en los ejes Hipotalamo-
Hipdfisis-adrenal e Hipotalamo-Hipofisis-gonada, manifestadas por el incremento en los
niveles plasmaticos de corticosterona y por la disminucion de testosterona plasmatica,

respectivamente.




OBJETIVOS

e Determinar cambios en los parametros copulatorios en la rata macho adulta por la

administracion de clomipramina en la etapa neonatal.

e Determinar el efecto de la administracién de yohimbina, oxotremorina y 8-OH-DPAT

sobre los pardmetros copulatorios en ratas tratadas neonatalmente con clomipramina.

e Valorar los niveles plasmaticos de corticosterona y testosterona en ratas macho adultas

tratadas neonatalmente con clomipramina. ;

e Correlacionar los cambios en los niveles circulantes de corticosterona y testosterona con la

depresion endégena.
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MATERIAL Y METODO

Se emplearon 30 ratas Wistar hembras adultas e intactas, cada una colocada en
presencia de machos expertos permitiéndoles la ¢dpula hasta que los machos alcanzaran al
menos dos eyaculaciones. Este dia se tomo6 como el dia 0 de gestacion y se separd a cada una
de las hembras en una caja individual con agua y alimento ad libitum. Tres dias después del
nacimiento, se entrecruzaron las camadas utilizando solamente los crias machos, mientras que
las crias hembras se sacrificaron. Cada hembra lactante recibié un nimero similar de crios
(n=4). Se determinaron los grupos control y experimental. Entre los 8 y 21 dias de edad cada
crio del grupo control (n=44 ) fué inyectada subcutaneamente con 0.1 ml de solucidn salina. Al
grupo experimental (n=44), en el mismo periodo, le fué inyectado subcutaneamente 15 mg/kg
peso de clorhidrato de clomipramina (CLI; Anafranil, CIBA Geigy; Vogel et al, 1981). En los
dos grupos las inyecciones se aplicaron dos veces al dia (8:00 y 18:00 hrs). A los 25 dias de
edad fueron separados de sus madres colocandolos en cajas de 50x20x30cm por grupos, tanto
los controles como los experimentales. Cuando los animales pesaron cerca de 200gr se
mantuvieron en cajas de 50x20x30, 6 ratas del mismo grupo por caja. Las ratas se mantuvieron
bajo condiciones de temperatura y humedad constantes en un ciclo de luz invertido (la luz sé
apaga 9:00 a.m.; de 12/12hrs) con comida y agua ad libitum. En la edad adulta todos los
animales controles y experimentales fueron sometidos a dos pruebas conductuales para
corroborar el estado depresivo de los animales tratados neonatalmente con CLI, posteriormente
los grupos se dividieron. Un lote de animales que recibieron ambos tratamientos se les utilizo
para el analisis de la conducta sexual masculina con la administracién de farmacos, mientras
que el otro para la determinacidn plasmatica de corticosterona y testosterona (ver diagrama de

flujo).
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Ratas macho Wistar 8 a 21 dias de edad

Solucion salina (Control) " Clomipramina (CLI)
0.1 ml sc (n=44) 15 mg/Kg, 0.1 ml sc (n=44) £
(8:00 y 18:00 hrs) (8:00 y 18:00 hrs)

En la edad adulta se analizaron:
1.- Prueba de Porsolt o nado forzado
2.-Conducta sexual masculina (3 ocasiones con un intervalo de una semana entre cada
prueba)

N N

Determinacion plasmatica
de testosterona y corticosterona
control (n =22) y CLI (n =22)

Administracion de yohimbina, OXO
y de 8-OH-DPAT.
Control (n =22) y CLI (n =22)

Analisis de la conducta sexual
masculina
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PRUEBAS CONDUCTUALES

A los cuatro meses de edad todos los animales tratados neonatalmente con solucién
salina (grupo control) y con CLI (grupo experimental) fueron sometidos a dos pruebas
conductuales para determinar su estado depresivo. Las pruebas conductuales utilizadas fueron:
la conducta sexual masculina esponténea y la prueba de Porsolt o de nado forzado. La primera
prueba nos permitié establecer las alteraciones que se presentan en los diferentes parametros de
la conducta sexual descritas por Vogel y cols (1982, 1990). La prueba de nado forzado permite
determinar si el animal presenta un estado depresivo que se correlaciona directamente con el
tiempo de inmovilidad (Velazquez-Moctezuma, 1992). Entre la prueba de nado forzado y la

conducta sexual hub6 un intervalo de 15 dias.

Conducta Sexual Masculina

Se analizd la conducta sexual masculina de los machos en tres ocasiones, con un
intervalo de una semana entre cada observacion. Los registros de conducta sexual se realizaron
4 hrs después del inicio de la fase obscura, bajo condiciones de iluminacion roja tenue. Se
colocaron a los machos en un redondel de plexiglas transparente de 45 cm de didmetro con piso
de aserrin. Después de 5 min de habituacion se introdujo una hembra sexualmente receptiva,
tratada con (10 g/0.1 ml de aceite, sc) 48 horas previas al registro y progesterona (2 mg/0.1 ml
de aceite, sc) 44 horas después de la administracion del benzoato de estradiol. Todos Los
registros de conducta sexual tuvieron una duracién de treinta minutos. Se consider6 a los
machos como sexualmente expertos hasta la tercera prueba de conducta sexual en la que se
evaluaron los siguientes pardmetros: latencia de monta, de intromisién y de eyaculacion,
nimero de montas y de intromisiones, frecuencia eyaculacién, tasa de aciertos, intervalo
posteyaculatorio e intervalo interintromision. Cada uno de los pardmetros se analizaron
unicamente para la primera serie copulatoria considerando que algunos animales tratados

neonatalmente con CLI eyaculaban una sola vez o no presentaban actividad copulatoria.

Prueba de Porsolt o Nado Forzado.

La prueba consistié en introducir a la rata en un cilindro de vidrio (34 cm de altura X
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16 cm de diametro) con agua a 25 °C a una altura de 15 cm durante 15 min el primer dia. 24
horas después se les realiz6 la misma prueba, pero durante 5 minutos. En los primeros minutos
que la rata es introducida, presenta vigorosa actividad exploratoria con la intencién de escapar
luego, la rata permanece inmovil flotando pasivamente en el aéua en una posicion caracteristica
(erguida sobre las patas traseras y la cola, recargando una o ambas extremidades anteriores en
la pared del cilindro y manteniendo la cabeza levantada apenas arriba de la superficie del agua)
(para revision: Porsolt, 1977a; 1978). El tiempo de inmovilidad se evalu6 solamente en los

momentos que el animal permaneciera quieto durante ambas pruebas.

Administracién de Yohimbina, Oxotremorinay 8-OH-DPAT

Una vez que se realizaron las pruebas de conducta sexual masculina en los animales
tratados neonatalmente con CLI y solucién salina se procedid, en ambos grupos, a la
administracion de cada uno de los siguientes tratamientos: solucion salina como vehiculo 15
min antes de la prueba; yohimbina a una dosis de 2 mg/kg 20 minutos antes del inicio de la
prueba; 8-OH-DPAT a una dosis 0.125 mg/kg 15 minutos ‘ante's de la prueba y OXO a una
dosis de 0.4 Amg/kg 30 minutos antes de la prueba. Todas las inyecciones se realizaron
intraperitonealmente en un volumen de 0.3 ml. Antes de la administracién de la OXO, los
animales recibieron un bloqueo periférico con escopolamina-metil-bromuro (3 mg/kg) 45
minutos antes de la prueba. Para garantizar que el efecto de la OXO fuera exclusivamente

central. Los sujetos recibieron las inyecciones al azar siguiendo un esquema de cuadro latino.

Determinacion Plismatica de Corticoterona y Testosterona

La determinacion plasmatica de corticosterona y testosterona se realiz6 mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), segin el método de Woodward y Emery
(1987). Se decapitaron primeramente a los animales para la obtencion de la sangre en tubos
heparinizados y se centrifugaron para la extraccién del plasma, a 1 ml de éste se le adicionaron
100pd de 19-nortestosterona (5.0 pg/ml de metanol) como estadar interno, 150 pl de hidroxido
de sodio (0.3 M) para prevenir la extraccion de contaminantes fenolicos y 5 ml de una mezcla

de dietileter-diclorometano (60:40 v/v) para la extraccion de los esteroides. Después los tubos
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se agitaron en un vortex, se centrifugaron y el sobrenadante se transfiri6 a otro tubo
adicionandole 1ml de agua grado HPLC. Después de centrifugar nuevamente, el sobrenadante
se tranfirié a otro tubo y se evapord con nitrogeno a temperatura ambiente. Los residuos se
redisolvieron en 100 pl de metanol-agua (55:45 v/v). .

Para el analisis de las muestras en el cromatdgrafo se inyectd un volumen de 20 ml. Los
esteroides se separaron en una columna cromatografica Nova Pack C18 de fase reversa. La fase
movil consistio en una mezcla de metanol-agua (58:42) a un flyjo de 1 ml/min. La deteccion de

los esteroides se monitored con detector ultravioleta a 250 nm de longitud de onda.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 un andlisis no paramétrico para comparar los resultados obtenidos entre el
tratamiento neonatal con CLI y solucion salina en las pruebas de conducta sexual, que en este
caso fue la prueba U de Mann-Whitney con un nivel de significancia de 0.05. Para comparar
los tiempos de inmovilidad que presentan los animales en la prueba de Porsolt o nado forzado,
se aplico la t-Student con el mismo nivel de significancia. o A

En relacion a los resultados obtenidos en los registros de conducta sexual masculina
para analizar el efecto de la administracion de los diferentes farmacos eﬁ animales tratados
neonatalmente con solucion salina y CLI se utilizé un andlisis de varianza no paramétrico de
Kruscal-Wallis (ANOVA) con un nivel de significancia de 0.05. Cuando se detectaron
diferencias significativas en la ANOVA en alguno de los parémetros de la conducta sexual se
realizé la prueba de Dunn para determinar las diferencias con respecto a la administracién de
solucidn salina utilizada como vehiculo.

Para la comparacién del porcentaje de sujetos que despliegan conducta de monta,
intromisiéon y de eyaculacion en la prueba de conducta sexual masculina con o sin la
administracién de farmacos se aplic6 la prueba de Chi-cuadrada con un nivel de significancia
de 0.05.

Por dltimo, para la comparacion de los niveles de corticosterona y testosterona en

ambos tratamientos se utiliz6 la prueba de t-de Student con un nivel de significancia de 0.05.
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RESULTADOS
Efecto de la administracién neonatal de CLI sobre la Conducta Sexual Maculina

Solo se muestran los resultados obtenidos en la tercera prueba de conducta sexual
masculina en los animales tratados neonatalmente con CLI y solucion salina.

El porcentaje de sujetos que despliegan montas, intromisiones y eyaculaciones en
ambos tratamientos se muestra en la Figura 3. El tratamiento neonatal con CLI disminuye
ligeramente el porcentaje de animales que despliegan los patrones de monta y de intromision,
sin ser significativamente diferente del grupo control tratado neonatalmente con solucién
salina. Sin embargo, el patrén de eyaculacién es ejecutado por el 60% y es estadisticamente
significativo en relacion al control (p <0.002; Figura 3). Es importante subrayar que del 60% de
los animales que presentan el patron eyaculatorio, solo la mitad alcanza a eyacular hasta dos
veces. El efecto del tratamiento neonatal con CLI sobre la latencia de monta, de intromision y
de eyaculacion muestra un incremento significativo en los animales CLI (Figura 4). La latencia
de monta y de intromisiéon se incrementaron cuatro veces mas que en el grupo control. De
igual manera, la latencia de eyaculacion se increment6 al doble respecto al grupo control
llegando hasta 800 seg en promedio.

. De la misma manera, el nimero de montas que preceden a la eyaculacion (Figura 5) se
increment6 de manera significativa por el tratamiento neonatal con CLI (p <0.0005). Los
animales CLI presentan 15 montas en promedio en comparacion con las 5 montas. del grupo
contfol. Cuando se comparé el nimero de intromisiones necesarias para alcanzar la
eyaculacion, el andlisis estadistico no mostro diferencias significativas entre ambos
tratamientos (figura 5). En relacién a la frecuencia de eyaculacién, se observo que la
administraciéon de CLI disminuyd drasticamente este parametro (Figura 5)‘. La frecuencia de
eyaculacion decreci6 a la mitad en promedio respecto al grupo control (p <0.0005).

En relacién al intervalo interintromision que se observa en la figura 6, el analisis
estadistico también mostr6é diferencias significativas (p<0.005). Asi, los animales CLI
presentaron un incremento significativo en el tiempo que transcurre entre cada intromision. Por
otro lado, los animales tratados neonatalmente con CLI disminuyen su tasa de aciertos como

consecuencia del incremento en el numero de montas n (figura 6; p< 0.005).
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PORCENTAJE DE MACHOS QUE DESPLIEGAN

100+

MONTAS

20+

100+

INTROMISIONES
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EYACULACIONES
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SALINA CLI

Figura 3. Porcentaje de ratas que despliegan el patron de montas, de intromisién y
eyaculacion tratadas neonatalmente con soluciéon salina (Control) y con clomipramina
(CLI). En el porcentaje de machos que presentan montas, intromisiones no hubieron
diferencias significativas, sin embargo disminuye importantemente el porcentaje de
machos que despliegan el patrén de eyaculacién, X* , Media + E.E.M, *p<0.01.
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Figura 4. Efecto de la administracién neonatal de solucién salina y CLI sobre la latencia
de monta, de intromisién y de eyaculacion en ratas que despliegan la conducta
copulatoria en la edad adulta. Las mayores latencias se observaron en ratas sometidas a
CLLIL Prueba de U de Mann-Whitney. Media £ E.E.M, *p<0.05; ** p<0.005.
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Figura 5. Efecto de la administracion neonatal de CLI o salina sobre el nimero de
montas, de intromisiones, asi como en la frecuencia de eyaculaciéon. En el grupo CLI se
increment6 el nimero de montas, mientras que la frecuencia de eyaculacion disminuyé.
Prueba de U de Mann-Whitney. Media £ E.E.M, ** p<0.005.
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Figura 6. Modificaciones en el Intervalo Interintromisién y la tasa de ‘Weiertos en
respuesta al tratamiento neonatal con CLI y solucién salina. En los animales CLI se
incrementé el tiempo que transcurre entre cada intromisién. Por el contrario, la tasa de
aciertos disminuyd. Prueba de U de Mann-Whitney. Media = E.E.M, **p<0.005.
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En resumen, los resultados obtenidos con los animales tratados neonatalemente con
CLI muestran un marcado deterioro de la conducta sexual durante la edad adulta dado que se
produjo un incremento en las latencias de monta, de intromisién, de eyaculacion, el numero de
‘montas y el intervalo interintromision. Ademas de una disminucion en la tasa de aciertos, en la
frecuencia de eyaculacién y enel porcentaje de sujetos que presentan el patron de eyaculacion.
Efecto de la administracion neonatal de CLI en la prueba de Nado forzado

Los resultados obtenidos en la prueba de nado forzado durante 15 minutos se observan
en la figura 7. El tiempo de inmovilidad se incrementd significativamente en los animales
tratados neonatalmente con CLI respecto al grupo control, alcanzando valores de 720 segundos
en promedio (p <0.001) contra 610 segundos en promedio del grupo control. De manera
similar, el analisis estadistico mostro diferencias significativas durante la prueba de 5 minutos

24 horas mas tarde (Figura 7).

Efecto de la administracion de Yohimbina, OXO y 8-OH-DPAT sobre la conducta sexual
masculina. |

La administracion de los diferentes farmacos que estimulan la conducta sexual en los
animales tratados neonatalmente con solucion salina en la edad adulta (grupo control), se
modificaron de manera similar los pardmetros de la conducta sexual masculina; sin embargo,
en los animales tratados neonatalmente con CLI se modificaron algunos parametros
dependiendo del tratamiento al que fueron expuestos.

El analisis estadistico para comparar la latencia de monta indic6 que no existe
diferencia alguna en ninguna de las series eyaculatorias con la administracion de yohimbina,
OXO y 8-OH-DPAT, tanto en el grupo control como en los animales tratados neonatalmente
con CLI (figura 8). Este pardmetro solo tiende a disminuir con la administracion del 8-OH-
DPAT en los animales tratados neonatalmente con CLI presentando latencias de monta
cercanas a los 20 segundos en promedio (figura 8, panel inferior).

En las latencias de intromision del grupo control (figura 9) no se observaron diferencias
en los efectos causados por la administracion de cada uno de los tratamientos, esté parametro

mostro tendencias a disminuir sin llegar a ser estadisticamente significativo.
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Figura 7. Tiempo de inmovilidad durante la prueba de nado forzado de 15 min y 5 min
en la edad adulta en ratas sometidas al tratamiento neonatal con solucién salina y CLI.
En ambas pruebas se observé un incremento en el tiempo de inmovilidad en el grupo de
ratas CLL. T de Student. Media £ E.E.M, ** p<0.001. ‘
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Figura 8. Efecto de la administracién de salina, yohimbina, 0XO y 8-OH-DPAT sobre la
latencia de monta en ratas control y CLI. Ninguno de los firmacos causaron diferencias
significativas, ain con la administracion con el 8-OH-DPAT hay una tendencia a
disminuir marcadamente. Media + E.E.M.
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Sin embargo, en los animales CLI se observo una marcada disminucion solamente con la
administracion del 8-OH-DPAT, alcanzando significancia estadistica {H(3)=35.40; p<0.0001;
Dunn p<0.05} al presentar latencias de intromision de 25 seg en promedio semejante al grupo
control tratado con solucién salina (24 seg; figura 9, panel superior). La administracion de
0XO, por el contrario, incrementé cerca del doble la latencia de intromision en los animales
CLI (230 seg).

Respecto a la latencia de eyaculacion, el andlisis de varianza mostré un decremento
significativo con la administracion de yohimbina, OXO, y 8-OH-DPAT en el grupo control
{H(3)= 18,29, p< 0.0004} (figura 10, panel superior). En la primera serie eyaculatoria el grupo
control alcanzd latencias de 160 seg en promedio con la administraciéon de yohimbina y 8-
OH-DPAT, mientras que con el tratamiento con OXO cerca de 220 seg en promedio. Estas
diferencias significativas se mantienen durante la segunda 'y tercera serie eyaculatoria con la
administracién de yohimbina, OXO y 8-OH-DPAT (Tabla 1). Por otro lado, el analisis
estadistico para comparar la administracion de cada uno de los tratamientos farmacolégicos en
los animales CLI, mostré que existen disminuciones significativas solamente con la injeccion
de yohimbina y 8-OH-DPAT {H (3)= 22.78 p < 0.0001} (figura 10, panel inferior). Las
latencia de eyaculacion en el grupo CLI fueron menores cuando se administré 8-OH-DPAT
(Dunn; p<0.01) al presentar latencias de 200 seg en promedio, mlentras que con la
administracion de yohimbina fueron de 350 seg en promedio (Dunn; p<0 05)

Referente al nimero de montas que preceden a la eyaculacién (figura 11), todos los
tratamientos utilizados en este trabajo causaron una disminucién significativa en la primera
serie eyaculatoria en el grupo control {H(3)= 17.45 ; p< 0.0006} (figura 11, panel superior).
Este efecto se mantiene hasta la segunda serie eyaculatoria con la administracion de yohimbina
y el 8-OH-DPAT { H(3)= 14..97; p<0.001; Dunn p< 0.01}, sin embargo, este efecto no se
observé con el tratamiento con OXO, a pesar de que se presenta una tendencia marcada a
disminuir con respecto a la administracién de solucion salina en el grupo control que no
alcanza a ser significativamente diferente (Tabla 1).

Por otro lado, la administracion de yohimbina y OXO en las ratas CLI mostré una

tendencia a disminuir el nimero de montas que preceden a la eyaculacién sin llegar a ser
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significativa (figura 11, panel inferior). Los efectos mas draméticos se observaron en la primera
serie eyaculatoria con la administracion de 8-OH-DPAT [H(3)=28.28 p< 0.001, Dunn
p<0.01)], ya que el nimero de montas disminuy6 significativamente, de 16 montas en las
ratas CLI con solucién salina a 2 con la administracién de 8-OH-DPAT. No se detectaron
diferencias significativas en ninguna de las siguientes series copulatorias cuando se hicieron las
diferentes confrontaciones (Tabla 1).

Respecto al nimero de intromisiones que preceden a la eyaculacion, todos los farmacos
utilizados en este trabajo disminuyeron este parametro tanto en la primera como en la segunda
serie eyaculatoria (figura 12, panel superior). Los mayores efectos se observaron con la
- administraciéon de OXO y 8-OH-DPAT { H(3)= 20.04 ; p< 0.0002 ; Dunn p< 0.01}, que con la
administracién de yohimbina (Dunn p<0.05), en los cuales el nimero de intromisiones
disminuy6 a la mitad en promedio respecto a la administracién de solucién salina. Solo el
tratamiento con OXO mantuvé las diferencias significativas hasta la tercera serie eyaculatoria
en el grupo control (Tabla 1).

Como se puede advertir el tratamiento con yohimbina, OXO y 8-OH-DPAT disminuye
sistematicamente el nimero de intromisiones necesarias para alcanzar la eyaculacién en el
grupo control, sin embargo, en las ratas CLI ésta disminucion alcanza a ser estadisticamente
significativa {H(3)= 15.26; p<0.001} solamente con la administracién de OXO y 8-OH-DPAT
en la primera serie eyaculatoria (figura 12, panel inferior). Esta disminucién es mas notable
cuando se administrd 8-OH-DPAT (Dunn p< 0.01) que por el efecto de la OXO (Dunn
p<0.05). En las siguientes series eyaculatorias no se modificé el nimero de intromisiones con
ningun tratamiento en las ratas CLI (Tabla 1).

El efecto facilitatorio de los diferentes tratamientos farmacoldgicos se refleja en la
frecuencia de eyaculacion en el grupo control como se observa en el panel superior de la figura
13. Cuando se compararon los resultados obtenidos con la administracién de yohimbina, OXO
y 8-OH-DPAT respecto a la solucién salina, los tres farmacos mostraron un aumento

estadisticamente significativo en este pardmetro { H(3)= 15.97; p <0.001; Dunn, p< 0.01}.
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Figura 9. Efecto de la administracién de firmacos adrenérgicos, colinérgico y
serotoninérgico sobre la latencia de intromisién en ratas tratadas neonatalmente con
salina y CLL. La menor latencia se observé con la administracion de 8-OH-DPAT,
mientras que la OXO incrementa mas este parametro en las ratas CLI. No se observaron
cambios en las ratas control. ANOVA Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn.
Media + E.E.M, * p<0.05; ** p<0.01; + p<0.05.
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Figura 10. Efecto de los diferentes fairmacos aplicados a ratas control y CLI sobre la
latencias de eyaculacién. El efecto facilitatorio de la yohimbina, OXO y 8-OH-DPAT se
observa al disminuir las latencias de eyaculacion en las ratas control, mientras que en las
ratas CLI solo la yohimbina y el 8-OH-DPAT disminuyen este pariametro. Observe que
los valores de yohimbina en ratas CLI son similares a las controles con salina. ANOVA
de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Media + E.E.M, *p<0.05; **p<0.01;
+p<0.05.
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Figura 11. Efecto de la aplicacion de yohimbina, OXO y 8-OH-DPAT en el nimero de
montas de ratas control y ratas CLIL Todos los farmacos causaron una disminucién en
este parametro en las ratas control, mientras que solo el 8-OH-DPAT en los animales
CLI. ANOVA Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Media + E.E.M, *p<0.05;
**p<0.01; + p<0.05.
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Figura 12. Modificacién del mimero de intromisiones en animales control y CLI
sometidos a la administracién de farmacos adrénérgicos, colinérgico y serotoninérgico.
La administracion de OXO y 8-OH-DPAT redujo el nimero de intromisiones en los dos
grupos de animales a excepcion de la yohimbina que sélo modificé este parametro en las
'ratas control. ANOVA-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Media + E.E.M. *p<0.05;
**p<0.01;+ p<0.05.
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El andlisis estadistico para comparar la frecuencia de eyaculacion en las ratas CLI
(figura 13, panel inferior), indica que existen diferencias significativas solamente cuando se
administro el 8-OH-DPAT {H(3)= 15.26 ; p< 0.001; Dunn p < 0.01}, aumentando hasta el
doble en el grupo CLI respecto a los demds tratamiento. Asi, en la frecuencia de eyaculacion
también se comprueba el efecto facilitador del 8-OH-DPAT en los animales CLI, efecto que se
refleja en el grupo control al aplicar cada uno de los tratamientos, sin embargo, ésta facilitacion
no se detecta en los animales CLI cuando se les administré yohimbina y OXO al mantener los
animales una baja frecuencia de eyaculacion similar al grupo CLI tratado con solucion salina.

Referente a la tasa de aciertos el grupo control no presentd diferencias significativas
con ningun tratamiento en ninguna de las series/ eyaculatorias (Tabla 1), a pesar de que se
observa una leve tendencia a incrementarse en todos los grupos (figura 14). Sin embargo,
como un reflejo de la disminucién en el niimero de montas en los animales CLI, la tasa de
aciertos o hit rate se incrementd de manera significativa cuando fueron sometidos al
tratamiento con 8-OH-DPAT. El efecto de éste tratamiento solo se present6 en la primera
serie eyaculatoria (TABLA 1). En relacién al intervalo interintromision promedio y al intervalo
posteyaculatorio, estos no se modificaron  significativamente con ningin tratamiento
farmacolodgico en ninguno de los grupos de ratas tratadas neonatalmente con solucién salina y
con CLI, razdn por la que no se muestran los datos de manera grafica.

Por ultimo, el porcentaje de machos que montan, intromiten y eyaculan en la primera,
segunda y tercera serie copulatoria en los animales tratados neonatalmente con solucién
salinay CLI a los cuales se les administré yohimbina, OXO y 8-OH-DPAT se muestran en
la figura 15 y 16 respectivamente. Los resultados en el porcentaje de machos que despliegan
el patron de montas, de intromision y de eyaculacién no muestra diferencia alguna con la
administracion de ninglin tratamiento farmacolégico, tanto en la primera como en la segunda
serie eyaculatoria en el grupo control, es decir cerca del 90% de los machos montan,
intromiten y eyaculan (figura 15).Sin embargo, en la tercera serie eyaculatoria, la
administracion de yohimbina, OXO y 8-OH-DPAT incrementaron el porcentaje de machos
que presentan el patron de montas, de intromisién y de eyaculacién, pero el anilisis

estadistico solo mostré diferencias significativas en el patrén de eyaculacion.
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Figura 13. Efecto de la administracion de yohimbina, OXO y 8-OH-DPAT sobre la
frecuencia de eyaculacién en ratas tratadas neonatalmente con solucién salina (Control) y
CLL En el grupo control todos los firmacos incrementaron la frecuencia de eyaculacién,
mientras que en los animales CLI solo el 8-OH-DPAT incrementa este parimetro.
ANOVA Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn. Media + E.E.M, ** p<0.01; +
p<0.05.
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Figura 14. Efecto de la aplicacion de los diferentes firmacos que estimulan la conducta
sexul en ratas control y CLI. Sélo la administracion de 8-OH-DPAT incrementa la tasa
de aciertos en los animales deprimidos. ANOVA Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
Dunn. Media + E.E.M,

* p< 0.05.

54




En el grupo CLI el porcentaje de machos que montan, intromiten y eyaculan no se
modifico en la primera, segunda o tercera serie eyaculatoria tanto con la administracion de
yohimbina como con OXO (figura 16). Estos efectos se observaron de manera similar con los
animales CLI tratados con solucién salina utilizada como vehiculo, por lo que no hay
diferencias alguna. En la primera serie eyaculatoria cerca del 90% de los animales CLI
presentan el patron de montas ¢ intromision, mientras que solo el 60% de los machos alcanzan
a eyacular aun con la administracién de yohimbina y OXO. Conforme avanzan las siguientes
series eyaculatorias tipicamente disminuye el porcentaje de machos que montan, intromiten y
eyaculan en cada una de las series eyaculatorias, es decir solo el 8-OH-DPAT revierte la
incapacidad de algunos machos para eyacular, incrementadno la proporcién de machos que

eyaculan (Figura 16, p<0.05)
Niveles de Corticosterona y Testosterona
Los niveles plasmaticos de corticosterona y testosterona basal se muestran en la figura

17. El analisis estadistico mostré que los niveles plasmaticos basales tanto de corticosterona

como de testosterona no se modificaron por el tratamiento neonatal con CLI.
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Figura 15. Porcentaje de machos del grupo control que presentaron montas,
intromisiones y eyaculaciones con la administrcion de los diferentes tratamientos
farmacologicos. El porcentaje de machos que montan e intromiten no se modificé, solo el
porcentaje que eyaculan se incrementé en la tercera serie copulatoria con la
administracién de los diferentes farmacos. Media = E.E.M , X* **p<0.001.
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Figura 16. Porcentaje de machos del grupo CLI que despliegan el patron de montas, de
intromisiones y de eyaculaciones con la administarcion de yohimbina, OXO y 8-OH-
DPAT. Solo la administarcién del 8-OH-DPAT incremento el porcentaje de machos que
mostraron los tres patrones motores en las tres series copulatorias alcanzando a ser

estadisticamente significativo. La administracion de yohimbina, OXO y solucién salina
no causaron cambios. Media + E.EEM , X* *p<0.05; **p<0.001.
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TABLA1. Parimetros sexuales de las ratas controles y CLI con la administracion de
yohimbina, 0XO, 8-OH-DPAT y solucion salina en las diferentes series copulatorias.

Primera Serie Ccpulatoria
FE LM LI LE NM NI I HR PR
CONSAL 2.7+.16 14.6+24 234444 393+45 S53+1 9.840.7 4134.0 0.69+.04 361+19
CLISAL 1.4+.20 57.4+17.3 106+27.6 762+90 16+2 8.8£1.0 108+22 0.39+.04 371+£16

CONYOHIM 3.7+0.1*¥%¥9.2+2.1 11.5£2.4 163+19*% 1.2£0.3* 6.5+£0.8** 30+4.2 0.85+.03 340+18*
CLIYOHIM 1.740.2 80.4+54 79.1+18 347+67+9.1£1.8 7.8£1.3 524£7.7 0.53%.05 489+61

CONOXO  3.6+0.1* 112.09 11.7+2  218+27* 1.7+0.4**52+0.5*% 48+6.7 0.80+.04 280+34*
CLIOXO 1.5£0.2 47.0+11.8 231+84++434+80 6.9+1.5 5.8+0.8+80+13 0.50+.04 536£72

CONS-OH  3.7+0.2%*% 42463  5.916.6 168+25* 0.9+0.2%*4.8+0.5%*36+4  0.80x.03 304+26%*
CLI8-OH 3.5+.15++8.743.9 24.4+5.1+ 200434+ 1.7+0.5+ 4.1+0.6++76+£22 0.80+.04+354+21

Segunda Serie Copulatoria
LE NM NI I HR PR
CONSAL 228+29.6 4.5+0.9 5.810.4 41.2+4.8 0.62+.04 361.5+12.70
CLISAL 262+38.2 8.512.2 43104 65.0+£9.7 0.43%.08 404.5+31.86
CONYOHIM 113£14.3** 2.0+£0.4 ** 3 9+0.3* 29.5+2.8 0.71+.05 413.9424.10
CLIYOHIM 217+47.5 6.5+1.1 4.7£0.6 50.0+8.5 0.45+.05 568.8+59.06
CONOXO 131£16.9* 2.1+0.4 * 3.740.2**  37.443.2 0.69+.03 338.6+33.92
CLIOXO 303+40.1 72422 421404 70.7£17.4 0.50+.08 475.4136.60

CONS8-OH-DPAT 139+29.7** 1.5£0.2%* 3.8£0.5**  38.5+5.9 0.74+.03 782.2+68.80

CLI8-OH-DAPT 206+50.8 3.6£0.8 4.8+0.6 39.9+7.2 0.67+.05  880.3+58.23
Tercera Serie Copulatoria .
LE ) NM NI 1 HR
CONSAL . 169+33.5 3.8£0.5 5.0£0.3 32.544.2 0.58+.04
CLISAL 292+120.8 5.01£0.9 5.6t£1.3 45.9+7.8 0.52+.09
CONYOHIM 133+19.8* 3.4£0.6 42+0.4 39.0+6.8 0.58+.04
CLIYOHIM 3914207 2.3+0.5 5.0£0.6 79.5£41.3  0.70+.03
CONOXO 181£20.9 2.7£0.6 34403 74.6£21.2  0.62+.05
CLIOXO 195+£53.3 4.5%1.4 4.0£1.0 54.2+8.82  0.48%.06
CON8-OH-DPAT 139+18.7* 22403 3.810.2 404154 0.67+.04
CLI8-OH-DPAT 1561+24.1 3.1£0.5 3.840.3 44.24+8.0 0.60+.04

LM-=latencia de monta; LI=latencia de intromisiéon;LE=latencia de eyaculacion; NM=niimero
de montas; NI=niimero de intromisiones;FE=frecuencia de eyaculacion; II=intervalo
interintromision;HR=hit rate o tasa de aciertos. ANOVA de Kruskal-Wallis seguida de Dunn.
*p<0.05 ; **p<0.01 respecto a CONSAL , +p<0.05 ; ++p<0.01 respecto a CLISAL.
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DISCUSION

Los resultados muestran que el tratamiento neonatal con CLI en la rata macho afecta
marcadamente diferentes aspectos de la conducta copulatoria. Ademas de incrementar el
tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado en las versiones de 15 y 5 minutos, en la
edad adulta. En la medicién de los niveles plésméticos de corticosterona y testosterona no se
detectaron diferencias. Por otro lado, la administracion de los diferentes farmacos, yohimbina,
0OXO y 8-OH-DPAT, sobre la conducta sexual en las ratas control provocan efectos similares.
Disminuyendo la latencia de eyaculacion, el nimero de montas y el nimero de intromisiones
que preceden a la eyaculacion, ademas de incrementar la frecuencia eyaculatoria. En el caso de
la administracion de los farmacos en las ratas CLI, la yohimbina restaura solamente un
parametro de la conducta sexual, la latencia de eyaculacién. De manera similar, el tratamiento
con OXO solamente disminuye el nimero de intromisiones. Sin embargo, la administracion de
8-OH-DPAT no solo restablece sino que estimula la conducta sexual al disminuir la latencia de
intromisién y de eyaculacion, el nimero de montas y el niimero de intromisones, ademas de
incrementar la frecuencia de eyaculacion y la tasa de aciertos.

Resultados similares en los parametros copulatorios en la rata macho han sido descritos
por otros autores con la exposicion cronica a CLI (Mirmiran, 1981, 1983; Vogel, 1982 ; 1996;
Neill 1990; Velazquez-Moctezuma y Diaz, 1992, 1993), sin afectar los niveles plasmaticos de
testosterona (Mirmiran, 1981) ni de corticosterona basales (Ogawa et al, 1994). Asimismo
describen un incremento en el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado (Velazquez-
Moctezuma y Diaz, 1992).

De la misma manera, diversos estudios reportan que la administraciéon de
antidepresivos inhibidores de la recaptura de monoaminas, como zimelidina e imipramina, a
ratas macho en la etapa neonatal produce anormalidades semejantes a las inducidas por el
tratamiento con CLI (Hilakivi y Sinclair 1986; Hilakivi y Hilakivi, 1987; Hilakivi et al, 1987;
Fernandez-Pardal y Hilakivi, 1989). También se ha observado que el tratamiento neonatal con
desipramina, otro inhibidor de la recaptura de monoamina, altera la ritmicidad circddica en la
ingesta de agua (Rosenwasser y Hayes, 1994).

El andlisis de la conducta sexual en nuestro modelo, se realizé en ratas de 4 meses de
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edad. Los estudios realizados hasta ahora difieren en la edad en que se analiza la conducta
sexual: 2 meses (Mirmiran, 1981) y 3 meses (Velazquez-Moctezuma y Diaz, 1992; Vogel et al,
1996). Existe poca informacion acerca de la actividad sexual de la rata macho en diferentes
edades, asi como un seguimiento de la conducta a lo largo de la vida del animal. Sin embargo,
los resultados de estos trabajos nos permiten determinar cierta similitud en esta conducta aun
cuando difiera la edad de inicio de la copula.

Originalmente se administré6 una dosis de 15 mg/kg de clomipramina, dosis que
comunmente se ha utilizado para generar éste modelo animal de depresiéon (Maudhuit et al,
1995, 1996; Mirmiran et al, 1981; 1983, Neill et al, 1990; Feenstra et al, 1996; Velazquez-
Moctezuma y Diaz, 1992; Velazquez-Moctezuma et al, 1993), en nuestro caso no fue la
excepcion. Sin embargo, en trabajos posteriores se han utilizado dosis mayores desde 20
hasta 60 mg/kg con la misma eficacia (Vogel, 1996; Kinney, 1997, Dwyer y Rosenwasser,
1998). Por otro lado, se ha observado que la via de administracion tampoco altera los datos
encontrados, mientras que algunos autores realizan la administracién de clomipramina via
subcutédnea dos veces al dia (Neill et al, 1990; Veldzquez-Moctezuma et al, 1992, 1993;
Mudhuit et al, 1995, 1996; Feenstra, 1996; Kinney et al, 1997), como inicialmente se comunicd
(Mirmiran et al, 1981), otros la aplican via intraperitoneal una sola vez al dia (Vogel et al,
1996). _

Las dosis de yohimbina, oxotremorina y 8-OH-DPAT que se utilizaron en este trabajo
son las que cominmente se emplean para el estudio de la conducta sexual y que se ha
demostrado que la estimulan en la rata macho (Alhenius et al, 1981; Clark et al, 1984; Retana-
Marquez y Velazquez-Moctezuma, 1993, 1996).

Nuestros resultados muestran que las alteraciones de la conducta copulatoria en la rata
macho adulta, estan asociadas con la exposicion repetida de CLI en la etapa neonatal
disminuyendo el aspecto motivacional (aumento en la latencia de monta, latencia de
intromision e intervalo interintromision), lo mismo que el componente ejecutorio (aumento en
el nimero de montas y disminucion en la tasa de aciertos), el umbral eyaculatorio (incremento
en la latencia de eyaculacién), y el potencial copulatorio (disminucién eﬁ la frecuencia de

eyaculacion). Ademas, afecta el porcentaje de sujetos que despliegan el patrén de montas, de
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intromision y de eyaculacion. En este sentido, varios estudios han mostrado que la
administracion de CLI provoca alteraciones en la conducta sexual (Mirmiran et al, 1981, 1983;
Neill et al, 1990; Velazquez-Moctezuma et al, 1992; Vogel 1996), sin embargo existen algunas
discrepancias con los datos reportados por Vogel y cols (1996). En el presente estudio
observamos un incremento en el nimero de montas y ninguna diferencia significativa en el
numero de intromisiones mientras que Vogel y cols (1996) encontraron disminuidos ambos
parametros. Existen también diferencias notables con los datos obtenidos de las ratas control
en relacion al tiempo en que despliegan la primera monta, asi como en la frecuencia de
eyaculacion. Vogel y cols (1996) decriben latencias de monta excesivamente largas (469 seg),
y una frecuencia de eyaculacién baja (1.2), en el presente trabajo el grupo control mostré
latencias de monta de 15 seg y una frecuencia de eyaculacion de 3 en el mismo periodo de
tiempo (30 min). Estas discrepancias pueden deberse a la cepa utilizada, a las condiciones de
alojamiento o al intervalo de tiempo entre las prueba de conducta sexual. En los experimentos
realizados por Vogel y cols (1996) utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley manteniendo un
individuo por caja posterior al destete. En nuestro experimento utilizamos ratas de la cepa
Wistar, alojando 6 animales por caja después del destete. Otro punto en el que se difiere es el
tiempo que transcurre entre cada prueba, Vogel y cols (1996) analizan la conducta sexual con
dos dias de diferencia entre cada prueba, mientras que en nuestro caso hay un intervalo de
tiempo de una semana. Nuestra experiencia nos ha mostrado que los animales aislados por
periodos largos de tiempo muestran una conducta sexual disminuida y ademds, si son
expuestos a pruebas de conducta sexual frecuentes también disminuye la conducta debido a que
el animal no se recupera de la prueba anterior. Con nuestros resultados, sin embargo, se
sustenta que las alteraciones de la conducta sexual son debidas al tratamiento neonatal con CLI
y no a las condiciones de alojamiento o al intervalo de tiempo entre cada prueba, debido
ademas a que el grupo control se conformd con machos sexualmente expertos.

Respecto al porcentaje de ratas que desplegaron montas e intromisiones estos son
similares a los descritos por Mirmiran y cols (1981, 1983) y por Neill y cols (1990) quienes
reportan que no hay diferencia ;alguna en el porcentaje de sujetos que despliegan cada patron

conductual. Asimismo el porcentaje de machos que eyaculan también es muy similar
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(Mirmiran et al, 1983; Neill et al, 1990). Nuestros datos muestran que el 60% de los machos
tratados neonatalmente con CLI despliegan el patron de eyaculacion, mientras que Mirmiran
(1983) y Neill (1990) encontraron un 50 y 20% respectivamente. Es importante sefialar que en
estos trabajos el bajo porcentaje de machos que eyaculan también se observa en los machos
control (50%) tratados neonatalmente con solucion salina. En nuestro estudio este parametro
alcanzé el 100 %. Por lo tanto, el procentaje de machos que despliegan el patroén eyaculatorio
se reduce por el tratamiento neonatal con CLI proporcionalmente al porcentaje de machos que
despliegan el patron de eyaculacion en el grupo control.

El analisis de los resultados nos permite sugerir que el tratamiento neonatal con CLI
afecta tanto el aspecto motivacional como el ejecutorio de la conducta sexual masculina en la
rata. La latencia de monta, que es el parametro mas solido para valorar la motivacién sexual
(Pfaff, 1982; Shimura, et al, 1994), se incrementd notablemente en este modelo animal de
depresion. El intervalo intercopulatorio se increment, reflejando que atin después del inicio de
la copula los animales tienen deficit motivacional.

Resulto claro que otros parametros relacionados con el componente ejecutorio de la
conducta también fueron afectados, particularmente el que se refiere a la capacidad
eyaculatoria. El que el grupo de ratas tratadas neonatalmente con CLI presenten menor nimero
de eyaculaciones durante el periodo de prueba sugiere que otros mecanismos pueden estar
afectados y no solo el aspecto motivacional.

Una posible explicacion a las deficiencias de la conducta sexual en las ratas tratadas
neonatalmente con CLI fue propuesta por Mirmiran y cols en 1981. Ellos propusieron que la
rata en la etapa neonatal presenta inmadurez en su sistema nerviosos central, tanto estructural
como funcionalmente, ademds de tener poca vigilia, poca actividad motora y un incremento
del suefio MOR (Mirmiran, 1986). Por ello sugieren que estas alteraciones en la rata adulta
tratadé neonatalmente con CLI son provocados por la supresion del suefio MOR en la etapa
neonatal inducida por este farmaco. Se ha sugerido que el suefio MOR juega un papel
importante en el desarrollo normal del cerebro (Roffwarg et al, 1966; Mirmiran, 1981, 1986;
Vogel et al, 1990). Sin embargo, en estudios posteriores también se ha propuesto que las

anormalidades conductuales no son debidas a la privacion del suefio MOR (Veldzquez-
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Moctezuma et al, 1993), sino a los cambios a largo plazo en la funcién de los
neurotransmisores, como es el caso de las aminas biogénicas, que parecen estar involucradas
en ciertos aspectos de la maduracion cerebral (Simpskins et al, 1977), asi como su posible
interaccion con otros sistemas de neurotransmision, como el-' sistema colinérgico (Butcher y
Hodge, 1976). Estudios sobre el desarrollo del cerebro han revelado que las manipulaciones
farmacologicas en un cerebro inmaduro pueden producir cambios permanentes en el
contenido cerebral de neurotransmisores, como las monoaminas (Feenstra et al, 1997,
Vijayakumar y Meti, 1999) o en la cantidad de sus receptores una vez que el cerebro esta
maduro (Whitaker, 1991; De Ceballos et al, 1985). Se ha sugerido que tales efectos se deben a
que el cerebro no puede compensar los efectos causados por la droga (Vogel et al, 1990;
Rodriguez y Broitman, 1983). En el presente estudio las ratas fueron tratadas
farmacoldgicamente durante las primeras semanas de vida postnatal. La clomipramina y su
metabolito desmetilado son potentes inhibidores de la recaptura de serotonina y noradrenalina,
estos neurotransmisores aparecen en el desarrollo temprano y su mecanismo de recaptura es
funcional alrededor del nacimiento, por lo que la clomipramina es farmacolégicamente activa
durante el tratamiento neonatal (Coyle y Axlrod, 1971; Karki et al, 1962; Ugrumov et al,
1989). Los resultados del presente trabajo confirman la vulnerabilidad del sistema nervioso
central en el desarrollo temprano ante una exposicién cronica de farmacos que afectan la
neuroquimica de los neurotransmisores.

Lo anterior permite sugerir que el tratamiento con CLI en la etapa neonatal produce
cambios de larga duracion en la funcién de las aminas biogénicas y en su interaccion con otros
sistemas de neurotransmision vinculados con la etiologia de la depresion y la regulacion de la
conducta sexual. Es importante considerar el hecho de que la regulacién de la conducta sexual
masculina en la rata macho depende tanto de factores endocrinos como de componentes-
centrales (Sachs y Meisel, 1994). Su exploracion a través de la activacion o inhibicién de los
receptores en los sistemas de neurotransmision vinculados a los dos fenémenos, los sistemas
noradrenérgico, colinérgico y serotoninérgico en los animales tratados neonatalmente con CLI,
asi como la determinacién de los niveles plasmaticos de testosterona y corticosterona,

constituyen un hallazgo interesante, dado que son las primeras evidencias experimentales de
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ello.

En esta direccion, diversos trabajos reportan que la administracion de yohimbina via
intraperitoneal o intracerebroventricular facilita la conducta sexual a trevés de de estimular la
motivacion sexual (Bitran, 1987; Sala et al, 1990; Koskinen et al, 1991; Smith y Davidson,
1990). De la misma manera, la yohimbina incrementa el porcentaje de machos que copulan
cuando son castrados o son sexualmente inactivos (Clark et al, 1984, 1985). En este sentido,
se ha determinado que la administracion de yohimbina tiene un efecto estimulador sobre la
conducta sexual en los seres humanos y en las ratas a través del bloqueo selectivo de los
receptores o.-2 presinapticos (Carey y Jhonson, 1996; Dewire et al, 1995; Koskinen et al, 1990)
al provocar un incremento en la liberacion de noradrenalina debido a su accién sobre los
autoreceptores presinapticos (Clark, 1985; Tallentire et al, 1996). Otros estudios sugieren que
los adrenoceptores a-2 estan involucrados especificamente en la regulacién de la motivacion
sexual (Clark et al, 1984, 1985; Kwong et al, 1986). La interpretacién de nuestros resultados
sobre el bloqueo selectivo de los receptores o-2 presinapticos con yohimbina, mostré un efecto
facilitador del inicio y mantenimiento de la conducta sexual en el grupo control al disminuir la
latencia de monta, el nimero de montas, el nimero de intomisiones, latencia de eyaculaciéﬁ,
asi como incrementar la frecuencia de eyaculacion. Este efecto no se observé en el grupo
tratado neonatalmente con CLI, solo se indujo una disminucion significativa en la latencia de
eyaculacion semejante al grupo control tratado con solucion salina. Asimismo, la yohimbina no
incremento el porcentaje de machos que despliegan el patron de monta, de intromision y de
eyaculacion en el grupo CLI. Estos datos indican que no ejerce su efecto estimulatorio sobre la
conducta sexual, lo cual sugiere que el sistema noradrenérgico esta alterado por la
administracion neonatal de CLI al mantenerse las deficiencias de la conducta sexual
previamente descritas.

Se ha descrito que la estimulacion del sistema colinérgico, principalmente a través de
los receptores muscarinicos, facilita la conducta sexual en la rata macho (Ahlenuis y Larsson,
1985; Hull et al, 1988; Retana-Marquez y Velazquez-Moctezuma, 1993). La OXO induce una
disminucién en el umbral eyaculatorio (disminucion en el niimero de montas e intromisiones

que preceden a la eyaculacién y acortamiento en la latencia de eyaculacion), asi como un
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aumento en el potencial copulatorio dado que incrementa la frecuencia de eyaculacion (Hull et
al, 1988; Retana-Marquez y Velazquez-Moctezuma, 1993). Este efecto facilitador en la
conducta sexual se observd en el grupo control con la administracion de OXO al disminuir la
latencia de eyaculacion (Hull et al, 1988; Retana-Marquez et al, 1993). Por otro lado, en el
grupo CLI, el efecto de la 0XO solamente disminuy6 el nimero de intromisiones. Cabe sefialar
que en las pruebas de conducta sexual previas a la administracion de los farmacos no se
encontraron cambios en el numero de intromisiones respecto al control, por lo tanto, el efecto
que se observa en los animales CLI es un pardmetro que no se afecta por el tratamiento
neonatal con CLI. La administracion de OXO falla totalmente para estimular la conducta
sexual, asi como incrementar el porcentaje de machos que despliegan el patron conductual en
los animales tratados neonatalmente con CLI, esto sugiere que el sistema colinérgico y
especificamente el sistema muscarinico, han sido modificados permanentemente.

El sistema serotoninérgico, por otro lado, tiene un papel inhibitorio sobre la conducta
sexual masculina (Bitran y Hull, 1987). La infusién directa de serotonina en el area predptica
cerebral inhibe la conducta sexual (Verma et al, 1989). Sin embargo, cuando se administra el 8-
OH-DPAT, égonista selectivo del receptor 5-HT1A por via intraperitoneal o localmente en el
APOm se observa una facilitacion de esta conducta porque reduce el nimero de montas e
intromisiones previas a la eyaculacion y disminuye la latencia de eyaculacion y el intervalo
posteyaculatorio, ademas de incrementar la frecuencia de eyaculacién (Ahlenius et al, 1981;
Fernandez-Guasti et al, 1992). Esto ha sugerido considerar que la facilitaciéon de la conducta
sexual es resultado de la disminucion en la actividad serotoninérgica (Ahlenius et al, 1981;
Lorrain et al, 1998). En el presente trabajo, la administracion del 8-OH-DPAT a las ratas
tratadas neonatalmente con CLI ejerci6 su efecto estimulador similar al observado en el grupo
control al diminuir la latencia de intromision, latencia de eyaculacion, el nimero de montas, el
numero de intromisiones, asi como incrementar la frecuencia de eyaculacién. De manera
similar, solo la administracion de 8-OH-DPAT incrementd el porcentaje de machos que
desplegaron los patrones conductuales en las tres series eyaculatorias. Estos resultados sugieren
que el sistema serotoninérgico, especialmente el de los receptores 5-HT1A, no fue afectado por

la administracién neonatal con CLI.
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Las diferencias en los valores de los parametros copulatorios entre las ratas del grupo
control y las ratas tratadas neonatalmente con clomipramina sugieren que el componente
motivacional de la conducta sexual esta disminuido (expresado en el incremento de la latencia
de monta) y el componente de ejecucion (expresado en el incremento de la latencia de
intromisiéon y menor porcentaje de animales que eyaculan entre otros), ain con la
administracién de yohimbina y OXO. Sin embargo la administracion de 8-OH-DPAT facilito
el componente de ejecucion al incrementar la proporcion de animales que inician la copula,
mostrar una tendencia hacia la diminucién de la latencia de monta y reducir claramente la
latencia de intromision. Sin embargo, el efecto mas notable de esta droga es sobre el nimero
de montas e intromiones para alcanzar la eyaculacion, asi como la latencia de eyaculacion,
ademads de incrementar la frecuencia de eyaculacion

Considerando lo anterior se sugiere que la administracion de CLI administrada
neonatalmente hodiﬁca el funcionamiento de los sistemas colinérgico y noradrenérgico,
dejando intacto al sistema serotoninérgico. Esta es la primeia evidencia en relacién a la
funcionalidad de estos tres sistemas de neurotransmision in vivo en este modelo. Por otra parte,
se intentd correlacionar las alteraciones de la conducta sexual con los niveles plasméticos de
testosterona y corticosterona. Los resultados de los animales tratados neonatalmente con CLI
mostraron que no estan asociados, ya que la concentracion plasmatica de ambas hormonas fue
similar entre los animales CLI y control.

Es posible que la alteracion en los sistemas de neurotransmision modifique la
regulacion que ejercen estructuras como el APOm, reconocida como el area cerebral de
importancia critica en la regulacion de la conducta sexual masculina. Esta drea recibe
aferencias de los nicleos colinérgicos del puente y noradrenérgicos del locus coeruleus (Chiba
y Murata, 1985; Kass, 1986; Bitran y Hull, 1987; Hull et al, 1988a; Simerly y Swanson, 1988;
Houdouin, 1991; Kandel y Schwart, 1995; Feldman et al, 1997). Se ha postulado que las
neuronas del APOm estan involucradas en los aspectos tanto motivacionales como en los de
gjecucion de la conducta sexual (Ginton y Merari, 1977). Se ha demostrado que lesiones del
APOm suprimen la conducta sexual en varias especies, sin interferir con la conducta motora,

mientras que la implantacion de algunos esteroides gonadales, como testosterona, estradiol y
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dihidrotestosterona, en esta misma region restaura la conducta copulatoria en machos castrados
(Davidson, 1966; Davis y Barfield, 1979). Ademas, la estimulacién eléctrica del APOm en
ratas macho facilita la eyaculacion (Malsbury, 1971) o induce una conducta exagerada al
incrementar el numero de eyaculaciones en 30 minutos (de 12 a 17 eyaculaciones; Merari y
Ginton, 1975). Asimismo, en los machos con lesion del APOm, la castracion suprime la
conducta copulatoria y el tratamiento con testosterona no restaura dicha conducta en contraste
con los machos castrados y sin lesion de esta region cerebral en los cuales la testosterona
restaura la conducta sexual. En este sentido, Ginton y Merari (1977) describen que ratas macho
con lesion en el APOm no presentan cambios en los niveles plasmaticos de testosterona
(Ginton y Merari, 1977; Lupo et al, 1983), ni en los mecanismos de ereccion (Stefanick y
Davidson, 987).

Por otra parte, la infusion de farmacos agonistas y antagonistas de diferentes
neurotransmisores que participan en la regulacion de la conducta sexual masculina han
mostrado que modifican la conducta sexual masculina (Ginton y Meraro, 1977; Sachs y
Meisel, 1994). Asi, la administracién de OXO y 8-OH-DPAT directamente en el APOm
facilitan casi todos los parametros de la conducta sexual masculina (Ferndndez-Guasti et al,
1992; Hull et al, 1988). Un efecto inhibidor de ésta conducta se observa cuando se administran
antagonistas colinérgicos o la misma serotonina (Verma et al, 1989; Hull et al, 1988).

Varias lineas de investigacion muestran que la conducta sexual masculina se regula
centralmente mediante la interaccion de diversos sistemas de neurotransmision (Gorea y
Adrien, 1988; Piercey et al, 1994). Resultados previos sugieren una interaccion reciproca entre
los sistemas serotoninérgico y noradrenérgico sobre la conducta sexual masculina (Fernandez-
Guasti et al, 1986). Se sabe que el nucleo de rafe dorsal tiene una influencia inhibitoria sobre el
locus coeruleus (Fernandez-Guasti et al, 1991), mientras que este Gltimo ejerce una influencia
modﬁlatoria. Sin embargo, no hay estudios que evaluen las interacciones entre los sistemas
serotoninérgico y noradrenérgico con el sistema colinérgico en la conducta de la rata macho.

Una pregunta interesante seria por qué el sistema colinérgico se afecta al administrar
una farmaco bloqueador de la recaptura de las monoaminas. Una posible explicacion es que

ningun sistema de neurotransmision funciona aislado de los demas, es decir, una sefial anormal
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durante el desarrollo produciria alteraciones generalizadas en los sistemas de neurotransmision
(Whitaker, 1991), por ello, la participacion de otros sistemas de neurotransmision, no
involucrados directamente con los efectos farmacolégicos de la CLI, no pueden ser ignorados.
El presente trabajo es el primero en tratar de dilucidar una posible correlacion del
mecanismo neuronal central y la alteracion de una conducta en ratas tratadas con CLI a través
de manipulaciones farmacologicas. Poco se sabe acerca de los mecanismos involucrados en
las alteraciones de la conducta sexual masculina en las ratas CLI, asi como de las vias neurales
que participan en la regulacion de este patron conductual y que podrian estar vinculadas con las
proyecciones de areas cerebrales involucradas en la depresion como el nucleo del rafé dorsal
serotoninégico, el locus coeruleus noradrenérgico o las regiones colinérgicas pontinas.
Posiblemente es en la interaccion de estos nticleos donde actiia la CLI al inhibir la recaptura de
las monoaminas. Lo que sugiere que la alteraciones observadas en la conducta sexual en las
ratas CLI se deben a cambios permanentes en la neurotransmision colinérgica o noradrenérgica
y/o en la cantidad y calidad de sus receptores por la administracién cronica de la clomipramina
en la etapa neonatal. Recientes trabajos describen que la administracion crénica de CLI en la
etapa neonatal disminuye los niveles de noradrenalina y serotonina en el hipotalamo, corteza
prefontral, hipocampo y septum (Feenstra et al, 1997; Vijayakumar y Meti, 1999), ademas de
inducir una hipersensibilidad en los receptores muscarinicos (Prathibd et al, 1996). Los
resultados descritos muestran también una alteracion en los niveles de serotonina. Una
explicacion alternativa es que este neurotransmisor participa inhibiendo la conducta sexual
(Bitran y Hull, 1987; Meisel y Sachs, 1994), es decir al incrementar la actividad
serotoninérgica la conducta sexual se inhibe (Ahlenuis et al, 1980; Verma et al, 1989), mientras
que la disminucién de los niveles de serotonina o la degeneracion de las neuronas
serotoninérgicas con la neurotéxina 5,7-dihidroxitriptamina facilitan diferentes aspectos de la
conducta sexual ( Larsson, 1978; McIntosh, 1984%, Fernandez-Guasti et al, 1992). Esto permite
proponer que los bajos niveles de serotonina estan facilitando la conducta, pero no asi los bajos
niveles de noradrenalina, cuyo incremento juega un papel estimulatorio en la conducta sexual.
Finalmente sugerimos que la inhibicién de la conducta sexual en este modelo animal

de depresion es debida a una alteracion en la interaccion entre los sistemas de neurotransmision
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colinérgico y/o noradrenérgico e inclusive, otros sistemas de neurotransmision no explorados,

en las 4reas ccrebrales vinculadas con la regulacion de la conducta sexual, como el APOm.

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CLI EN LA PRUEBA DE PORSOLT

Nuestros resultados corroboran los descritos en relacién a que el tratamiento neonatal
con CLI incrementa el tiempo de inmovilidad en la prueba de Porsolt o nado forzado tanto en
la prueba de 15 como en la de 5 minutos (Velazquez, 1992). Hallazgos similares se han
obtenido en ratas tratadas neonatalmente con otros bloqueadores de la recaptura de
monoaminas (Hilakivi y Hilakivi, 1987; Femandez-Pardal y Hilakivi, 1989). En este sentido,
las investigaciones realizadas con ratas en condiciones estresantes también han mostrado
incrementos en el tiempo de inmovilidad (Weiss et al, 1981). De la misma manera, un raton
sumiso presenta mayor tiempo de inmovilidad que el raton dominante. Esto datos sustentan la
hipdtesis de que el incremento en el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado refleja
un estado conductual depresivo. Es asi que el tiempo de inmovilidad permite monitorear el
estado de animo del animal. En la depresion humana uno de los sintomas mas conspicuos es el
bajo estado de animo, por lo que la prueba puede usarse para la determinacion del estado
conductual de la rata y para la validacion del modelo, ademés de ser sensible especificamente a
farmacos antidepresivos (Porsolt et gl, 1978).

Por otro lado, diversos estudios consideran la participacion del sistema colinérgico,
noradrenérgico y serotoninérgico durante la postura de inmovilidad en la prueba de nado
forzado, a través de tratamiehtos farmacoldgicos que incrementan o disminuyen el tiempo de
inmovilidad. Las drogas colinomiméticas prolongan el tiempo de inmovilidad (Mrowiec et al,
1991), mientras que la administracion aguda o crénica del agonista serotoninérgico 8-OH-
DPAT, lo reduce (Cervo et al, 1988), por lo que se ha considerado que este farmaco podria
tener propiedades antidepresivas en el ser humano (Golberg y Finnety, 1979; Schwizer et al,
1986a; Amsterdam et al, 1987) e inclusive se ha sugerido ademas, que este compuesto puede
constituir un antidepresivo de accién rapida (Kennet y Curzon, 1987b). El bloqueo de los
receptores adrenérgicos a-2 reduce el tiempo de inmovilidad. En este contexto, es interesante

que la administracion de yohimbina disminuya el tiempo de inmovilidad, sin embargo, este
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dato aislado no es concluyente, por lo que son necesarias mas investigaciones para considerarla
como un antidepresivo.

De acuerdo a lo anterior, los sistemas de neuorotransmision explorados en la conducta
sexual podrian también estar participando en el incremento en el tiempo de inmovilidad en la
prueba de nado forzado. Poco se sabe de las regiones que median esta conducta, por lo que la
exploracion de la actividad de cada uno de los sistemas de neurotransmision en la prueba de

nado forzado seria plausible a futuro.

EFECTO EN LOS NIVELES PLASMATICOS DE CORTICOSTERONA Y
TESTOSTERONA.

El tratamiento neonatal con CLI no modificé los niveles plasmaticos de corticosterona
ni de testosterons en las ratas adultas.

Los pacientes con depresion enddgena frecuentemente presentari altos niveles de
cortisol en plasma (Gold, 1988; Murphy, 1991; Young 1991). Esta disfuncién en el eje HHA
puede ser causado por una deficiente inhibicion de la retroalimentacion negativa llevando a
una hipersecfecién de cortisol (Rubin 1987; Roy, 1987). La actividad del eje HHA refleja una
alteracion en la variacion diurna en los pacientes depresivos, es decir secretan mas cortisol
durante la noche cuando la actividad de la glandula adrenal es quiecente en sujetos norm.ales
(Gold et al, 1988a, 1988b) por lo que la variacion diurna en la secrecién de cortisol aparece
aplanada debido al incremento en la actividad en la tarde. Por otro lado, el tratamiento neonatal
con clomipramina en ratas, ha sido propuesto como un novedoso modelo animal de depresion,
porque puede replicar en gran medida varios de los componentes del cuadro clinico presentes
en seres humanos (Vogel, 1982; Veldzquez, 1992, 1993). Respecto a la capacidad del modelo
animal de presentar la validez de apariencia, las evidencias existentes acerca de las
anormalidades que se presentan con el tratamiento neonatal con clomipramina en la rata macho
semejan algunos de los signos de la depresion que pueden ser modeladé)s en animales de
laboratorio para el estudio de la etiologia de la depresiéon (Mirmiran, 1981; Neill, 1990; Vogel,
1982, 1990, 1996 ; Velazquez-Moctezuma y Diaz-Ruiz 1993) por lo que presenta en gran

medida la validez de apariencia. En este contexto, la determinacion plasmética de
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corticosterona y testosterona en el modelo de depresion podria permitir explicar mejor el
mecanismo de las alteraciones de la depresion, entre ellas las alteraciones neuroendocrinas. Sin
embargo, los resultados obtenidos parecen no validar el modelo al no mostrar diferencias
significativas tanto en los niveles de corticosterona como de testosteona. Por otra parte, en
animales de habitos nocturnos, como la rata, se observa un patrén invertido en los niveles
plasmaticos de corticosteroides, con un pico de corticosterona al inicio de la fase, obscura
antes del periodo de actividad nocturna, mientras que los valores mas bajos en los niveles
plasmaticos de corticosteroides se presentan al inicio de la fase luminosa (Critchlow et al,
1963). En relacion a esté punto, es importante resaltar que la determinacion de corticosterona se
realizo en la fase de obscuridad especificamente en el primer tercio cuando los niveles
plasmaticos de corticosterona estan altos en condiciones normales. Acorde con esto, para la
validacion del modelo animal de depresion propuesto por Vogel y cols (1982) serd necesario
determinar la actividad de la glandula adrenal en diferentes horas del dia para observar si la
curva circadica se mantiene aplanada, indicando posiblementé una alteracién en el ritmo
circadico del cortisol, principalmente en la tarde. De la misma manera, el interés a futuro sera
ver la actividad del eje HHA en respuesta al estrés, debido a que cuando los animales son
sometidos a algtin estresor se incrementan los niveles de corticosterona, la expresion final del
funcionamiento del eje HHA (Munck, 1984; Yates, 1980). Ademas de entender el papel que
deseinpeﬁan el sistema colinérgico y noradrenérgico en la regulacion del eje HHA ante el estrés
en los animales tratados neonatalmente con CLL

Por otra parte, los niveles de testosterona presentes en los animales tratados
neonatalmente con CLI tampoco se modificaron. Existen datos contradictorios en la
determinacion de los niveles plasméticos de testosterona en los pacientes deprimidos. Algunos
autores sugieren que las alteraciones de la conducta sexual estan relacionado con los niveles
plasmaticos de testoterona (Unden et al, 1988; Steiger et al, 1991). En este sentido, los niveles
de testosterona aparentemente no participan en las alteraciones de la conducta sexual en los

animales tratados neonatalmente con CLI.
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CONCLUSIONES

e FEl tratamiento neonatal con CLI en las ratas macho deteriora su conducta sexual en la edad

adulta, tanto en su componente motivacional como en los componentes consumatorios.

e El tratamiento neonatal con CLI incrementa el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado

frozado que refleja el estado animico del animal.

e La administraciéon de yohimbina, oxotremorina y 8-HO-DPAT estimulan la conducta

sexual en ratas controles adultas.

e La administracion de yohimbina y oxotremorina en ratas tratadas neonatalmente con CLI
induce un ligero restablecimiento en la conducta sexual, mientras que la administracién 8-

OH-DPAT la restablece totalmente.

e Las ratas tratadas neonatalmente con CLI tienen alterados los sistemas colinérgico y
noradrenérgico, los cuales participan en la regulacion de la conducta sexual masculina. El
sistema serotoninérgico de las ratas tratadas con CLI permanece intacto dado que al
administrar el agonista 8§-OH-DPAT, la estimulacion de la conducta sexual fue muy similar

a la de los animales control con el mismo farmaco.
e Los niveles plasmaticos de corticosterona y testosterona no se modificaron con el

tratamiento neonatal de CLI lo que sugiere que la actividad basal de los 'ejes HHA y HHG

parece no estar alterada.
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BONILLA-JAIME, H., S. RETANA-MARQUEZ AND J. VELAZQUEZ-MOCTEZUMA. Pharmacological features
of masculine sexual behavior in an aninal model of depression. PHARMACOL BIOCHEM BEHAV 60(1) 39-45, 1998.—
Neonatal treatment with clomipramine induces behavioral alterations during adulthood that resemble symptoms observed in
human depression, Therefore. it has been proposed as an animal model of depression. Impairment of male sexual perfor-
mance is one of the main effects of this treatment. Using this model of depression, we evaluated the effects of drugs that stim-
ulate sexual performance by acting selectively on the adrenergic, scrotonergic. or cholinergic system. Yohimbine, a selective
antagonist of the alpha-2 receptors: 8-OH-DPAT, a selective agonist of the 5-HT,, receptors; and oxotremorine, a muscar-
inic agonist, were administered to male rats neonatally treated with clomipramine that showed sexual behavior impairments.
Yohimbine and oxotremorine induced only a slight improvement of sexuat deficiencies. 8-OH-DPAT not only restored sex-
ual behavior to normal levels, but induced Tacilitation in most of the copulatory parameters. These results suggest that neona-
tal treatment with clomipramine induces sexual deficits acting mainly on the adrencrgic and cholinergic systems, while the se-

rotoninergic system seems to be preserved.  © 1998 Elsevier Science Inc.

Masculine sexual behavior Models of depression

Yohimbine

Oxotremorine 8-OH-DPAT Clomipramine

SEVERAL proposals for animal models of depression have
emerged during the last decade (29). Some of them try to rep-
licate, in the laboratory animal, the main signs of human de-
pression {i.e., anhedonia, decrease of locomotor activity, ab-
normalities in the slcep pattern, among others (9,27,30)].
Anhedonia, which is the core symptom of depression, is dis-
plaved in the laboratory rat as a clear decrease in the fre-
quency of presentation of pleasure-seeking behaviors, which
includes intracraneal self-stimulation (15), consumption of
water with sucrose (16.31). and sexual behavior (17).

Recently. neonatal treatment with clomipramine in rats
has been proposed as an animal modcl of depression. During
adulthood. this procedure is capable of inducing, during the
adulhood, behavioral changes that closely resembles the pic-
ture displayed by depressed humans (28). These behavioral
abnormalities include a decrease of aggressive and pleasure-
seeking behaviors such as intracranial self-stimulation (26)
and sexual behavior (17), abnormalities in the sleep pattern
(14.27), altered response to stressful situations (7.25), and in-
creased immobility in the forced swim test (24).

On the other hand, it is well known that male sexual be-
havior in rats is regulated by several neurotransmitter systems
(2). Copulatory behavior in male rats can be enhanced by the

specific blockade of the alpha, receptors in the adrenergic sys-
tem (4,10), the stimulation of the 5-HT,a receptors in the se-
rotoninergic system (1,5), and the stimulation of muscarinic
receptors in the cholinergic system (8,19). In addition to their
participation in the regulation of masculine sexual behavior,
the serotoninergic, adrenergic, and cholinergic system have
been implicated in the etiology of depression, as well [for re-
view, see (18)].

Thus, it is possible that the alterations of masculine sexual
behavior ohserved in this animal model of depression can be
due to a failure in the monoaminergic and/or in the cholin-
ergic system. In this study we analyze if masculine sexual be-
havior abnormalities induced by neonatal treatment with clo-
mipramine can be reversed by the administration of a
selective alpha, blocker such as yohimbine, a selective agonist
of the 5S-HT,, receptors (10,21), 8-OH-DPAT (1,5), and a se-
lective agonist of muscarinic receptors, oxotremorine (8,19).

METHOD

Wistar rats from our own vivarium were used in this study.
Three days after delivery, female pups were eliminated and
male pups were crossfostered, keeping the same size (n = 5)

Requests for reprints should be addressed to Dr. Javier Veldzquez Moctezuma, Departamento de Biotogia de la Reproduccién, Universidad

Autonoma Metropolitana-Iztapalapa, México City, C.P. 09340, México.
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FIG. 1. Effect of neonatal administration of clomipramine or saline
on mount. intromission. and ciaculation latencics displayed in a
sexual behavior test performed during adulthood. Mann-Whitney
U-test. Yp < 0.05; *fp < OUKIS, ¥ p < 00005,

in all the litters. From day 8 to day 21 of age, all the pups were
injected twice daity (0800 and 1800 h). One group (1 = 22) re-
ccived clomipramine (15 mg/kg ; 0.1 mi SC) in each injection,
while the control group (n = 11) reccived saline in the same
volume. At 25 days of age, pups were separated {rom their
foster mothers and were housed in groups (five per cage with
the same treatment) in acrylic cages (52 X 47 cm). Animals
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F1G. 2. {A-C) Effect of nconatal administration of clomipramine or
saline on the number of mounts and intromissions preceding
ciaculation as well as on cjaculatory frequency. Mann-Whitney
U-test. *p < (LOOS, **p < 00005, '

were kept in a room with inverted light cycle (lights on 2100 h;
off 0900 h.). Food and water were available ad lib.

At 5 months of age, animals were tested three times for
spontaneous masculine sexual behavior, with an interval of
1 week between observations. Behavioral tests were made
during the dark phase of the cycle and under a dim red light.
In briel, the procedure consists in placing the mate in a circu-
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FIG. 3. Effects induced hy the administration of saline or specific
adrenergic. cholinergic. or serotonergic drugs on copulatory latencics
of male rats neonatally injected with saline. Kruskal-Wallis test
loflowed by Dunn test. Compared to saline administration: *p < 0.001.

CISALINE
B OX0

lar Plexiglas arena (45 em diameter) during 5 min for habitua-
tion. Thereafter. a stimulus female artificially brought to es-
trous with sequential treatment of 10 pg of estradiol benzoate
plus | mg of progesterone 44 h later. was presented belore the
male 4 I alter the administration of progesterone. To avoid
the Coolidge effect (32). stimulus females were changed every
5 min. The tests lasted for 30 min and the parameters recorded
were latencies and frequencies of mounts, intromissions and
ejaculations, postcjaculatory interval, intercopulatory and in-
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FIG. 4. (A-C) Effects induced by the administration of saline or
specific adrenergic, cholinergic, or scrotonergic drugs on mounts and
intromissions  preceding  cjaculation as well as on cjaculatory
frequency in male rats nconatally injected with saline. Kruskal -Wallis
test followed by Dunn test. Compared to saline administration: *p <
0.005; **p < 0.001.

terintromission interval, and the hit rate (number of intromis-
sions/number of intromissions + number of mounts). The full
definition of each parameter can be found elsewhere (20).
Once basal sexual aclivity was obtained, another four
weekly tests were done in both groups, cach of them after onc
of the following [our treatments: 1) saline; 2) yohimbine~HC'l
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FIG. 5. (A-C) Effects induced by the administration of saline or
specific adrenergic. cholinergic, or serotonergic drugs on copulatory
fatencics in male rats nconatally treated with clomipramine. Kruskal-
Wallis test followed by Dunn test. Compared to saline administration:
<001,

(Sigma Co., St. Louis, MO) 2 mg/kg b.wt.. 30 min before the
onset of the test: 3) 8-hydroxi-2-dimetil-m-propitamino treta-
lin (8-OH-DPAT) (Res. Biochem. Inc.) 0.125 mg/kg b.wt., 15
min before the test; and 4) oxotremorine sesquifumarate
(OXO) (Sigma Co.) 0.4 mg/kg b.wt., 30 min before test. All
the injections were intraperitoneal in a volume of 0.3 ml OXO
and 8-OH-DPAT were disolved in saline. Yohimbine was dis-
solved in destilled water. Filteen minutes before OXO admin-
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FIG. 6. (A-C) Effects induced by the administration of saline or
specific adrenergic, cholinergic, or serotonergic drugs on mounts and
intromissions  preceding  cjaculation as well as on cjaculatory
frequency in male rats neonatally treated with  clomipramine.
Kruskal-Wallis test followed by Dunn test. *p < 0.01, **p < (L005,
¥rrp < 0.001.

istration, subjects received peripheral muscarinic blockage
with scopolamine-methyl bromide in a dose of 3 mg/kg b.wt.
The subjects received all the injections in a random sequence
[ollowing a Latin square design. The dose seiected for each
drug has been reported as reliable to induce a clear stimula-
tory effect on male sexual performance (1.4,19).
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Statistical analysis of spontancous sexual activity was done
using the Mann-Whitney U-test, The Kruskal-Wallis test was
usLd to analyze the eflfect of the different injections. When

-significant, it was followed by the Dunn test.

RESULTS

After three sexual behavior tests, all the subjects displayed

activity. Figure | shows the cffects of nconatal treatment with
clomipramine on mount. intromission, and cjaculation laten-
cies. As can be seen, when compared to the saline group, a
significant increase of mount, intromission, and ejaculation la-
tencies is present. In addition, the number of mounts (Fig.
2A) in the clomipramine group showed a huge increase. Ejac-
watory frequency (Fig. 20) displayed a significant reduction.
The number of intromissions preceding t,]d(,llldll()n did not
showed differences between saline and clomipramine treat-
ment (Fig. 2B).

Figure 3 shows the effect of the administration of yohim-
hine. oxotremorine. and 8-OH-DPA'T in the copulatory laten-
cies of the group neonatally treated with saline. As can be
seen. mount and intromission latencics showed a trend to de-
crease. All the treatments induced a significant shortening of
the ejaculatory latency. In addition. the number of mounts
(Fig. 4A) and the number of intromissions preceding ejacula-
tion (Fig. 4B) are drastically reduced. The final corroboration
of the stimulatory effect of these treatments is related to the
ejaculatory frequency that presented a significant increase
when compared to the effect of the administration of saline
(Fig. 4C).

" Regarding the effect of yohimbine administered to the rats
neonatally treated with clomipramine, there was a signilicant
reduction of the ejaculdtory latency (Fig. 5C). There was an
important trend to decrease in the number of mounts that did
not reach statistical significance (Fig. 60A). After OX0O admin-
istration. mount and intromission latencies showed a large
dispersion with a mean higher than the mean obtained with
saline (Fig. SA and B). The cjaculatory latency showed an im-
portant reduction: however. it did not reach statistical signili-
cance (Fig. 5C). OXO administration elicited a significant re-
duction in the number of mounts and intromissions preceding
ejaculation (Fig. 6A and B).

On the other hand, 8-OH-DPAT administration induced a
clear stimulation in almost all parameters. As shown in Fig.
5B and C. intromission and cjaculation tatencies were signifi-
cantly reduced. The same effect was observed in the number
of mounts and intromissions preceding ejaculation (Fig. 6A
and B). which were drastically reduced. Ejaculatory [re-
quency displayed a significant increase compared with the rest
of the treatments in the neonatally clomipramine treated
group (Fig. 6C). All the effects induced by 8-OH-DPAT were
also statistically significant when compared with the data ob-
tained in the animals nconatally injected with saline, revealing
not only a normalization of the sexual impairments induced
by neonatal clomipramine, but a stimulatory effect in sexuat
performance. Figure 7A and B shows the eflect of the differ-
ent treatments on the hit rate in both groups. As can be noted,
only the injection of 8- OH-DPAT in rats neonatally treated
with clomipramine elicited a significant increase.

DISCUSSION

The present results corroborate previous reports regarding
the impairment elfect of neonatal treatment with clomip-
ramine on masculine sexual performance in rats (17,23). Per-
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adrenergic, cholinergic, and serotonergic drugs in rats neonatally
injected with saline (A) or clomipramine (B). Kruskal-Wallis test
followed by Dunn test. *p < 0.001.

centages of active subjects displaying mounts and intromis-
sions both in control and in clomipramine-treated males are
similar to those reported by Mirmiran et al. (13), but not hy
Neill et al. (17). who reported lower percentages of males with
mounts and intromissions. Regarding the percentages of
males that ejaculate, our results are very similar with those
previously reported. We observed that 60% of the clomip-
ramine-treated males displayed ejaculation. while the percent-
ages reported by Mirmiran et al. as well as Neill et al. were 50
and 20%, respectively.

The analysis of sexual parameters showed remarkable dif-
ferences between our results and those reported by Neill et al.
In that study, control Wistar rats displayed much longer
mount latencies (1101 s) than in our study (15 s) as well as a
lower number of ejaculations [0.5 in that study and three in
our study in the same testing period (30 min)]. These differ-
ences could be due to the housing conditions or to the hor-
monal manipulation of stimulus females.

On the other hand. it is well known that yohimbine has a
stimulatory effect on masculine sexual performance in rats
and humans (3,6,10). It has been claimed that these effects are
due to selective blockage of the alpha-2 presynaptic receptors,
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which results in an increased availability of cathecolamines at
synaptic levels (4.22). Supporting this notion, nno(hgr atpha-2
blocker. tdazoxan. has proved to have the same stimulatory
effect on sexual behavior ([1.21). In our study. blockade of al-
pha-2 receptors showed a stimulatory effect in the group neo-
natally treated with saline, but in the group neonatally treated
with élomiprumine. voliimbine administraion induced a sig-
nificant decrecase of ejaculatory fatency. Thus, the data indicate
that this drug failed to stimulate sexual performance. which
suggests that the cathecolaminergic system has been perma-
nc]\ily altered by the neonatal administration of clomipramine.

Concerning the cholinergic system. it has been reported
that the stimulation. mainly of the muscarinic receptors, clicits
a facilitation of masculine sexual performance in the rat
(8.19). Oxotremorine readily induces a decrease in the num-
ber of mounts and intromissions that precede cjaculation,
shortening of the ejaculation latency and a significant increase
of ejaculation frequency (&,19). In the rats nconatally treated
with clomipramine. the stimulatory effect of OXO is limited
to a decrease in the number of mounts and intromissions.
Thus. the failure of oxotremorine to fully enhance sexual per-
formance in rats neonatally treated with clomipramine sug-
gests that the cholinergic system. and specifically the muscar-
inic receptors, have been permanently modified.

Early studies on the serotonergic regulation of sexual be-
havior indicated an inhibitory role on masculine performance
[for review. sce (2.12)]. However, an outstanding facilitation

BONILLA-IAIME, RETANA-MARQUEZ AND VELAZOUEZ-MOCTEZUMA

of masculine sexual performance can be seen after the admin-
istration of more specific agents. such as 8-CH-DPAT. which
selectively stimulates the 5-11T,, serotonergic receptor sub-
type, rcvéuling a more complex participation of serotonin in
the regulation of masculine sexual behavior (1.5). fn this
Sstudy. the administration of 8-OH-DPAT to neonatally
treated animals resulted not only in the normalization of mas-
culine sexual deficiencies, but in the stimulation of sexual pa-
rameters that very closely resembles the facilitation observed
in normal rats. These results suggest that the serotoninergic
system, especially the part linked to the S-HT, , receptor sub-
type. was not affected by nconatal administration of clomip-
ramine.

Finally. the notion that neonatal clomipramine administra-
tion could induce a depressive-like behavior during the adult-
hood is supported by the results concerning masculine sexual
hehavior. The pharmacological evidence in the present study
suggests that these behavioral changes are due to permanent
changes mainly in the adrenergic and cholinergic systems,
without the participation of the serotoninergic system. '
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