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1. RESUMEN

Las lineas de ratas Flinders sensiuva (FSL) y resistente (FRL). han sido generadas
mediante la reproduccién sclectiva basada en su sensibilidad colinérgica. Debido a dicha
seleccidn, las ratas FSL y FRL muestran, respectivamente, hiper e hiposensibilidad a drogas
que estimulan los receptores colinérgicos muscarinicos. Ademas, la linea de ratas FSL ha sido
propuesta como modelo animal de depresion, debido a las alteraciones conductuales que
presentan, tales como: incremento en el suefio de movimientos oculares rapidos (REM),
decremento en el consumo de sacarina después ser estresadas y reduccién de la conducta
exploratoria en campo abierto. Por otro lado, la conducta sexual es una conducta gratificante
que podria estar alterada en sujetos que padecen anhedonia por estar deprimidos. Con el objeto
de caracterizar la conducta sexual masculina (CSM) en las ratas FSL, FRL y Sprague-Dawley
(SD), en esta tesis se analizé la CSM espontanea tanto en condiciones de extenuacion sexual
(ES), como a lo largo de 9 pruebas semanales de 30 min. En la prueba de ES ambas ratas FSL
y FRL, comparadas con las ratas control SD. mostraron varias deficiencias en su CSM, debido
a que sus latencias de intromision (LI), intervalos posteyaculatorios (IPE), inter-intromision
(I1II) e inter-copulatorio (IIC) fueron significativamente mas prolongados. lo que contribuyo a
que cumplieran el criterio de ES antes que las ratas control. En esta misma prueba, la CSM de
las ratas FRL fue la mas deficiente por haber presentado mayor numero de montas (NM) y
latencias de eyaculacion (LE) mas prolongadas que las ratas FSL y SD. Por su parte, las ratas
FSL se distinguieron de las ratas FRL y SD, por requerir de un menor numero de
intromisiones (NI) para eyacular. Durante las prucbas semanales de 30 minutos, nuevamente
Ja CSM de ambas ratas FSL y FRL presento deficiencias, ya que el porcentaje de sujetos que
eyacularon (%SsE) fue menor que el de las ratas control y en algunas de las semanas tuvieron
latencias de monta (LM). LI ¢ [PE mds prolongados. Asimismo, en varias de las semanas las
ratas FSL se caracterizaron por tener I e lIC mas prolongados que las ratas SD.

Por otro lado, debido a que la testorerona (T) tiene una importancia fundamental en la
expresion de la CSM y que se ha observado que en presencia de T, la estimulacion del sistema
colinérgico, acelera el restablecimiento de esta conducta en machos castrados, se planteé como
tercer experimento de esta tesis, analizar la relacion entre la T y el sistema colinérgico. Para
ello se evalud la CSM en machos sexualmente expertos antes y después de la castracion, hasta
que desapareci6 dicha conducta. A partir de este momento se le administro a cada macho una
dosis diaria de 1 mg/kg de propionato de iestosterona (PT) y se evalué su CSM hasta que los
machos volvieron a eyacular. Antes de la castracion, las ratas FSL tuvieron LM mas cortas y
menor NI que las ratas SD. Después de la castracion, la CSM de las ratas SD desaparecidé mas
rapidamente en que en las FSL, tuvieron menos eyaculaciones, LE mas prolongadas y mayor
NI. Ademas, no se registraron diferencias entre los machos SD y FSL. durante la terapia
restitutiva de la CSM con PT.

Las deficiencias observadas en la CSM de las ratas FRL con hiposensibilidad colinérgica,
fueron consistentes con la baja actividad sexual que se ha reportado en ratas a las que se les ha
disminuido la actividad colinérgica. En cambio, la baja CSM que mostraron las ratas FSL, por
ser semejante a la que presentaron las ratas FRL en varios parametros, no puede explicarse por
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su hipersensibilidad colinérgica. Por tal motivo, es posible que las deficiencias que
presentaron las ratas FSL en su CSM, se deban a las alteraciones que estas ratas han sufrido en
otros sistemas de neurotransmision, como consecuencia del proceso de seleccién que ha
originado su hipersensibilidad colinérgica.



2. SUMMARY

The Flinders sensitive (FSL) and resistant (FRL) line of rats have been selectively bred
for their differences in cholinergic sensitivity. The FSL rats display hypersensitive responses
and FRL rats hiposensitive responses to agonists of muscarinic receptors. [n addition, the FSL
rats displays behavioral alterations that support the notion that this strain could be useful as an
animal model of depression. These abnormalities include increase in rapid eye movement
(REM) sleep, decrease of saccharin consumption after stress, and reduced exploratory
behavior in a novel open field. On the other hand, sexual behavior i1s a pleasure-seeking
behavior that should be altered in a mood disorder characterized by anhedonia. In order to
characterize the sexual behavior in both, the FSL and the FRL rats, and in outbred Sprague-
Dawley (SD) rats. spontaneous masculine sexual behavior features, were analized during
sexual satiety test as well as during 9 weekly test of 30 min. During satiety tests, results
showed that, compared with SD rats, both the FSL. and FRL rats displaved some behavioral
impairments, like longer intromision latency (IL), postejaculatory interval (PEI),
interintromision interval (III), intercopulatory interval (ICI) and became satiated sooner than
their SD controls. Also, in the same test, FRL rats were able to show higher number of
mounts (NM) and longer ejaculation latencies (EL) than FSL and SD rats. while FSL rats had
fewer number of intromissions (NI) than FRL and SD rats. During the 30 min test, both FSL
and FRL rats were able to show lower percentage of subjects displaying ejaculations, longer
ML, IL, IPE than SD rats, only in some weeks. In addition, FSL rats had longer IIl and IIC
than SD rats in many weeks.

Considering that testosterone (T) plays a major role in the expression of male sexual
behavior and that. in presence of T, the stimulation of muscarinic receptors with cholinergic
agonists, exerted a facilitative effect in the restitution of sexual performance in
gonadectomized males, the third experiment of this study was designed to analize the
relationship between T and the cholinergic system. The spontaneous masculine sexual
behavior were recorded in sexually experienced adult FSL and SD males rats, before and after
gonadectomy until this behavior was absent. Thefore all the males were treated with 1 mg/kg
of testosterone propionate (TP) and the recovery of sexual behavior were recorded. Before
gonadectomy. FSL rats show shorter ML and fewer NI than SD rats. After gonadectomy SD
males lost their sexual behavior sooner than FSL rats, and had fewer ejaculations, longer EL
and higher NI. No differences between groups were achived during the administration of TP to
restore sexual behavior.

These results suggest that the impairments showed by the FRL rats in their masculine
sexual behavior are consistent with the low sexual behavior response obtained when the
cholinergic activity is counteracted by drugs. However. the reduced sexual activity of the FSL
rats, could not be accounted for by their cholinergic hypersensitivity. It is possible that in the
sexual impairments observed in FSL other neurotransmitter systems are implicated, like
serotonergic, which have been altered by the selection performed to obtain their cholinergic
hipersensitivity.



3. INTRODUCCION.

En la investigaciéon del papel que desempefian los diferentes sistemas de
neurotransmision (SNT) cerebral en la regulacidon de la conducta sexual masculina (CSM), se
han empleado diferentes técnicas. entre las que destacan, la estimulacion eléctrica o lesion de
clertas areas cerebrales v la administracion de drogas que los afectan, ya sea estimulandolos o
inhibiéndolos. En las Gltimas décadas. aprovechando la sensibilidad innata que tienen las crias
de rata a ciertas drogas que alteran distintos SNT, se han desarrollado lineas de ratas que han
adquirido genéticamente. mayor o menor sensibilidad a tales farmacos, mediante su seleccién
y reproduccion.  Solo recientemente se han empleado estas lineas de ratas para evaluar la
influencia de tal modificaciéon en la CSM. El proposito de la presente tesis es, precisamente,
caracterizar la CSM en la linea de ratas Flinders Sensitiva, que tiene hipersensibilidad
colinérgica genéticamente adquirida. asi como caracteristicas semejantes a la de los seres
humanos deprimidos. por lo que constituyen un modelo animal de depresion. Por ello se
describira la CSM en la rata. los parametros utilizados para evaluarla, asi como su regulacion
por el sistema nervioso. Posteriormente, se describirdn las caracteristicas fisioldgicas y
conductuales que presentan las ratas Flinders, para tener un marco tedrico de referencia que

permita comprender mejor el objetivo de los tres experimentos que se incluyen en esta tesis.



4, CONDUCTA SEXUAL MASCULINA EN RATAS.

4.1. Descripcion de los patrones de la conducta sexual.

La CSM en la rata ha sido ampliamente descrita y se han realizado varias revisiones
como las de Larsson (1956, 1979), Meisel y Sachs (1994), Agmo (1997). entre otras. La CSM
puede dividirse en tres fases : a) la precopulatoria, que incluye el olfateo. exploracion genital,
el aseo y la persecucion del compaiiero. Durante esta etapa la hembra despliega patrones de
proceptividad tales como el brincoteo, el movimiento de las orejas y el desplazamiento en zig-
zag (Hlinak, 1983. 1986), b) la copulatoria, que se caracteriza por una serie de montas e
intromisiones, que s¢ presentan aproximadamente cada 30 a 120 segundos y que generalmente
concluyen con la evaculacion, c¢) la postcopulatoria, en la que el macho después de presentar
un periodo refractario, lleva a cabo el acicalamiento de sus genitales, (Agmo, 1997, Meisel y

Sachs. 1994). Algunos de los patrones de la CSM de la rata se muestran en la figura 1.

Para la observacion de la CSM, el macho suele ser apareado en un redondel transparente
con una hembra receptiva, previamente tratada con estradiol y progesterona. La hembra
receptiva, ante la palapacién de sus flancos por ¢l macho. responde con una conducta llamada
lordosis que consiste en el arqueamiento del dorso, la elevacion de la cabeza y zona perineal y
¢l movimiento lateral de la cela (figura Ic y d), para facilitar la insercion del pene del macho

en la vagina



Luego de explorar a la hembra con el olfato (figura 1 a y b), el macho se aproxima a ella
por la grupa para desplegar el patron de monta que se caracteriza por la ejecucion de
movimientos pélvicos, al tiempo que la sujeta con sus patas delanteras los flancos de la

hembra, pero sin introducir el pene en la vagina (figura 1 ¢).

a) Exploracion b) Olfateo genital
CONDUCTA s O\ .
PRECOPULATORIA éf\)ﬁ M (}3
¢) Monta d) Intromision
CONDUCTA
COPULATORIA y
i T\\<
e) Acicalamiento f) Eyaculacion
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Figura 1. Conducta sexual de la rata. (Modificado de Slob y Van der Werff ten

Bosch, 1977.)



Los rapidos movimientos pélvicos anteroposteriores del macho que ¢jecuta durante la

~

monta llegan a tener una duracion de 0.383 seg. (Morali et al, 1985). En cambio. durante la
intromisién (figura 1d), o monta con insercion vaginal del pene, el macho realiza una serie de
movimientos pélvicos ritmicos que duran 0.320 seg., tienen una frecuencia de 20 a 22 Hz y
concluyen con un movimiento mas profundo hacia adelante, seguido de una brusca desmonta
de la hembra, luego de la cual el macho generalmente se lame sus genitales (figura le) (Morali
et al, 1985). En general. el macho no vuelve a montar a la hembra inmediatamente después de
una intromision. Estos signos permiten distinguir las intromisiones de las montas.

Comunmente, el macho consigue la penetracion vaginal en el 50 a 80 % de las montas

(Agmo, 1997, Meisel y Sachs, 1994).

El patron eyaculatorio, por su parte, consiste en una monta con insercion vaginal que se
caracteriza por una serie de movimientos pélvicos aun mas profundos v espasmodicos que
durante la intromision. durante los cuales suele ocurrir la emision del semen dentro de la
vagina, y concluye con un movimiento pélvico hacia adelante mas profundo que durade 1 a 3
seg., seguido del movimiento Jateral de sus patas delanteras y una desmonta lenta (figura 1 f).
La eyaculacion ocurre normalmente después de seis a doce intromisiones y es seguida por un
periodo de inactividad sexual llamado periodo refractario posteyaculatorio o intervalo
posteyaculatorio. durante el cual el macho no responde a la estimulacion sexual de la hembra.
Este periodo suele durar de cuatro a ocho minutos, aunque normalmente se va incrementando
con las series subsccuentes (Agmo. 1997, Meisel y Sachs, 1994). De acuerdo con los estudios

de Beach y Holtz (1949) el intervalo posteyaculatorio ha sido dividido en dos ctapas:



1. El periodo reiractario absoluto, en el que el macho no responde a ningun tipo de
estimulacion sexual y se caracteriza por vocalizaciones ultrasonicas de 22 KHz. que

comprenden ¢l 75 % de este intervalo.

2. El periodo refractario relativo, que dura el 25 % restante del intervalo, durante el cual
es posible promover el reinicio de la CSM, si se le proporciona al macho una

estimulacidn apropiada, lo que reduce en este intervalo.

A la serie de eventos copulatorios que van desde que el macho inicia la primera monta
hasta que ocurre la evaculacion, se le denomina serie eyaculatoria. También existe la serie
copulatoria que se diferencia de la serie eyaculatoria porque abarca, ademas, el periodo

refractario posteyaculatorio hasta la siguiente intromision (figura 2).

4.2. Parametros para la Evaluacion de la Conducta Sexual Masculina.

En la figura 2 se muestran como ocurren en el tiempo los patrones v parametros que se

emplean para evaluar la CSM y que se describirdn a continuacidn.

-Latencias de monta (LM) y de intromision (LI): corresponden, respectivamente, al
periodo que transcurre desde que se introduce la hembra con el macho. hasta que ocurre la

primera monta o la primera intromision.



SERIE EYACULATORIA SERIE COPULATORIA

LATENCIA DE EYACULACION IPE IPE

)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
TIEMPO ( min )

Figura 2. Grafica que muestra el curso temporal de los eventos que ocurren durante la cépula de la rata
macho, con los patrones y parametros que se emplean para evaluar la conducta sexual en esta especie.
Abreviaturas. LM = latencia de monta. LI = latencia de intromision, IPE = intervalo post-evaculatorio.

EYACULACIONES (O

INTROMISIONES LM

monTas W

- Nimero de montas (NM): es el nimero de montas con movimientos pélvicos que

realiza el macho antes de la eyaculacion.

- Numero de intromisiones (NI): es el numero de intromisiones que realiza el macho

antes de la eyaculacion.

- Latencia de eyaculacion (LE): es el tiempo que transcurre desde la primera

intromision hasta que ocurre la eyaculacion.

- Intervalo posteyaculatorio (IPE) o periodo refractario posteyaculatorio: es el tiempo

que transcurre entre la eyaculacion y la intromision de la siguiente serie eyaculatoria.

- Frecuencia eyaculatoria (FE): es el numero de eyaculaciones que ocurren durante un

tiempo determinado de registro de la CSM.



Una vez que concluve el registro de la CSM. se pueden calcular los siguientes indices:

- Porcentaje de sujetos que eyacularon (%Ss): este porcentaje se puede calcular para
toda la sesion de registro. También se puede calcular el porcentaje de machos sexualmente
activos (%SsA). para distinguir a los que copulan de los que no lo hacen. o bien evaluar a los

que montan (%SsM) o intromiten (%Ssl) en cada serie eyaculatoria.

- Tasa de Aciertos (TA), también llemado hit rate o indice de eficiencia copulatoria: es
el NI dividido entre el NI mas el NM que se presentan antes de la eyaculacion. Este parametro
alcanza el valor maximo de 1, cuando el macho sélo realiza intromisiones. lo que indica que
la eficiencia copulatoria fue del 100%. Este parametro es muy util para evaluar tratamientos

que afectan la sensibilidad peneana o la ereccion.

- Intervalo Inter-Intromision Promedio (I1) o también llamado tasa de intromisiones: es
el intervalo que hay entre cada intromision en una serie eyaculatoria. Se calcula dividiendo la
LE entre el NI. La reduccion del Il puede indicar. de manera indirecta. que el macho esta

mas motivado sexualmente por aparearse con la hembra.(Agmo, 1999)

- Intervalo Inter-Copulatorio (IIC): es el intervalo de tiempo que hav entre cada monta,
con o sin insercion vaginal y se calcula dividiendo la LE entre la suma del NM y el NI. Este
parametro, indica que tan espaciadas ocurrieron las montas ¢ intromisiones que precedieron a

la cvaculacion.



- Umbral eyaculatorio: se calcula dividiendo el NI entre la LE y sirve para evaluar la -

%

-

facilidad con la que el macho consigue eyacular. EI umbral sera menor si se reduce el NI que ..

requiere el macho para que eyacular.

>

<
ET
- Potencial copulatorio: es el numero de eyaculaciones que ocurren antes de que el & -
macho cumpla el criterio de extenuacion o saciedad sexual (Meisel y Sachs. 1994).

s
i

4.3. Componentes de la Conducta Sexual Masculina.

En 1967 Beach propuso que en la regulacion de la CSM existe un mecanismo nervioso
dual: el primero determina la motivacion necesaria para el inicio y continuidad de la conducta
sexual. llamado también mecanismo apetitivo o motivactonal, mientras que el segundo
determina la ejecucion, por lo que se le suele denominar como mecanismo ejecutorio o
consumatorio. De acuerdo con este autor. la actividad del segundo es controlada por el
primero (Beach. 1967). Posteriormente. Beyer en 1976, propuso la existencia de un tercer
mecanismo modulador. que consiste en mecanismos nerviosos inhibitorios que pueden
determinar la interrupcion de la CSM si las condiciones medioambientales ponen en riesgo la
vida de] animal o hacen inapropiada la actividad sexual (Beyer, 1976). De acuerdo con lo

anterior, se ha propuesto que los parametros que permiten evaluar el componente motivacional
del macho son: la LN . la LL el Il y el IPE va que muestran el deseo que tiene el macho por
buscar el contacto sexual con la hembra (Meisel y Sachs, 1994). Sin embargo, algunos
investigadores cuestionan que la LI y el III no deberian ser tomados en cuenta para evaluar la

motivacion, ya que pueden ser influidos por la receptividad de la hembra. la cual. si no es



adecuada. puede prolongar los valores de la LI y el IIl (Meisel y Sachs, 1994). También se
debe considerar que ¢l Il requiere del componente ejecutorio ademas del motivacional.
Asimismo. si el macho tiene un problema que impide la ereccion peneana. ¢stos parametros

pueden prolongarse a pesar de la motivacion sexual que tenga el macho.

Por otra parte. los parametros que permiten valorar la capacidad ejecutoria del macho
son el NM, el NI y la LE. No obstante, el incremento en el NM puede ser el resultado de: a)
mayor motivacién sexual del macho, b) reduccion en la sensibilidad peneana o de la ereccion,
¢) reduccion en la receptividad de la hembra, d) la inexperiencia del macho y e) la
combinacion de estos tactores (Meisel y Sachs. 1994). Asimismo. en la medida que un macho
requiera de menos intromisiones y de menos tiempo para eyacular se considera que su

desempeno sexual es mejor.

4.4. Regulacion de la Conducta Sexual Masculina.

4.4.1. Regulacion enddcrina.

En la regulacion de la CSM participan factores endocrinos y nerviosos. Como evidencia

de los factores endocrinos. esta la desaparicion de la CSM provocada por la castracion. lo cual

pone de manifiesto la importancia que tienen las hormonas esteroides que produce el testiculo

en su regulacion (Meisel y Sachs. 1994).
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La castracién desaparece la CSM en unas semanas al provocar la disminucion
significativa de los niveles plasmaticos de la testosterona (T), que es la hormona testicular que
desempefia el papel mas relevante en esta conducta, ya que su administracion en los animales
castrados, restituye la conducta sexual perdida (Beach. 1942b: Beach y Holtz. 1946. 1949:
Davidson, 1966b). Mas informacion sobre la participacion de la testosterona en la regulacién

de la CSM sera mencionada en los antecedentes del experimento de castracion.

4.4.2. Regulacion nerviosa.

La T, una vez que ha sido producida por el testiculo, llega al cerebro a través de la
circulacion sanguinea. en donde actta sobre diferentes sistemas neuronales responsables de la
expresion de la CSM. A través de diversos estudios de lesion o de estimulacion eléctrica de
diferentes areas cerebrales. se ha podido determinar la localizaciéon y el papel desempenan

estas areas en la regulacion de la CSM.

Una de las principales vias sensoriales que participan en la regulacién neural de la CSM
es la via olfatoria y parte de ella se muestra en la figura 3. Esta via se subdivide a su vez en
dos partes: el Sistema Olfatorio Principal vy el Sistema Olfatorio Accesorio o Vomeronasal.
De estas dos vias la mas importante en la regulacion de la CSM es el Sistema Vomeronasal, ya
que se ha mostrado que esta especializado en detectar las senales de las teromonas que son
relevantes en esta conducta. Esia via se inicia con los receptores del organo vomeronasal
(OVN). que captan las senales quimiosensoriales de [a hembra o del medio ambiente y las

envian a través del nervio vomeronasal que esta localizado bilateralmente en la parte mas



ventral del septum nasal. Las sefales captadas por el OVN son transmitidas al bulbo olfatorio
accesorio, que en la rata se encuentra en la porciéon dorsocaudal del bulbo olfatorio mayor.
para posteriormente ser enviadas a los nucleos anteromedial y posterocortical de la amigdala.
De la amigdala, que se localiza en la porcién media del l6bulo temporal v que colinda con la
parte fina rostral de la formacion del hipocampo y el limite anterior del asta temporal del
ventriculo lateral, transmite la informacion recibida, a través de la estria terminal, al area
predtica media-hipotilamo anterior (APO/HA) o bien al nucleo de la cama de la estria
terminal (Krettek y Price, 1978; Meisel y Sachs. 1994; Portillo-Martinez v Paredes-Guerrero.

1998 Price et al.1987).

ESTRIA
TERMINAL

CORTICAL MEDIAL

. AMIGDALA
ORGANO VOMERONASAL

¢ SISTEMA VOMERONASAL ( SVN)
\ ToTettom-o==e SISTEMA OLFATORIO (SO )

Figura 3. Representacion esquematica de los Sistemas Olfatorio y Vomeronasal de la rata macho
Bulbo Olfatorio Accesorio ( BOA ), Bulbo Olfatorio ( BO ), Nucleo de 1a Cama de la Estria Terminal
( NCET), Via Ventral ( VV), Area Preoptica Media / Hipotilamo Anterior ( APO/HA ). Modificado
de Baum 1992, por Hurtazo -Oliva, 2000.
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El APO/HA es sin duda una de las areas cerebrales mas importantes er: la regulacion de
la CSM vy se localiza entre la porcion caudal del quiasma optico y comisura anterior. Tiene
como borde rostral y caudal a la lamina terminal y la division media del ntcleo de la cama de
la estria terminal. respectivamente (Portillo-Martinez v Paredes-Guerrero, 1998). En esta area
se integran las sefnales aferentes que generan el componente motivacional v que se originan de
las sefiales aportadas por el medio externo provenientes de la hembra, asi como las generadas
por el medio interno. como por ejemplo. el estado endocrino del animal. Entre las evidencias
que destacan la importancia del APO/HA, es que su lesion altera severamente la CSM en
varias especies animales. sobre todo cuando las lesiones son amplias y abarcan tanto la parte
caudal del APO como la parte rostral anterior hipotalamica (De Jonge et al. 1989: Hansen et
al, 1982; Heimer y Larsson. 1964). En cambio. lesiones mas pequenas localizadas solo en el
APO rostral producen efectos mas leves sobre la CSM (Heimer y Larsson. 1966/1967). La
CSM eliminada por las lesiones amplias del APO, no puede ser restablecida mediante la
administracion cronica de testosterona y los machos lesionados son incapaces de montar aun
después de ocho meses de haber sido lesionada el drea. Ademas, los animales que son
lesionados en el APO muestran una reduccion significativa en su interés por perseguir a
hembras receptivas (Paredes et al. 1993) y pierden la preferencia de escoger hembras
receptivas en lugar de machos. lo que sugiere que la motivacion sexual esta alterada (Paredes

etal, 1998).

Otro hecho que destaca la importancia del APO/HA ¢n fa regulacion de la CSM es el
hecho de que en esta area se concentra una gran cantidad de receptores a los androgenos

como la T (Rees y Michael. 1982; Sar y Stumpf, 1973) y la dihidrotestosterona (Doherty y

[R%]
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Sheridan. 1981: Rees v Michael. 1982). Esta cantidad es particularmente abundante en el
ntcleo dimérfico sexual (Grunt v Young. 1953: Sheridan. 1984). Ademas. la estimulacion
eléctrica (Merari y Ginton,1975), asi como la aplicacion de implantes de hormonas gonadales
en el APO/HA facilitan o activan la CSM (Carr et al.1965; Christensen v Clemens, 1974;

Davidson, 1966: Davis v Bartield, 1979).

También en el APO/HA existen receptores especificos de los diferentes sistemas de
neurotransmision (SNT) relacionados con la CSM, como son los monoaminérgicos, los
GABAérgicos y los colinérgicos (Bitran y Hull. 1987: Dohanich et al, 1982: Hull et al, 1986.

1988a; Mas et al. 1987

Asimismo. mediante evidencias electrofisiologicas, recientemente se ha mostrado el
papel del APO/HA en la motivacion sexual. va que la tasa de disparo de ciertas neuronas de
esta area se incrementa inmediatamente después de que un macho es expuesto a una hembra
receptiva y esta tasa continua elevandose a través de la copula. pero se interrumpe cuando se
presentan las montas v las intromisiones (Shimura y Shimokochi, 1990). Todo esto sugiere

que la APO es un sitio importante para la generacion del estado de motivacién central.

Por otra parte, se sabe que la informacion que integra el APO/HA, sale principalmente
por el haz medio del cerebro anterior (Swanson. 1979) dirigiéndose al tegmento dorsolateral
que se encuentra localizado ¢n la porcion ventral del cercbro medio, justo dorsal a 1a sustancia
nigra y lateral al lemnisco medio. Por esta via. el APO/HA traduce la motivacion sexual en el

componente ejecutorio. permitiéndole al macho desplegar los patrones motores copulatorios de



monta. intromision y evaculacion (Meisel y Sachs, 1994: Portillo-Martinez y Paredes-Guerrero.
1998). Por ejemplo. las lesiones del campo tegmental lateral, dorsal y medial a la substancia
nigra eliminan la copula en las ratas (Brackett y Edwards. 1984). y se ha registrado actividad
electrofisiologica en las neuronas del campo tegmental lateral durante la copula (Shimura y
Shimokochi. 1990). Del 4rea tegmental la informacion es enviada al sistema motor estriatal,
iniciandose asi la conducta sexual motora (Meisel y Sachs, 1994 Portillo-Martinez y Paredes-

Guerrero. 1998).

Por ultimo. en el control nervioso de los procesos de ereccion, emision y eyaculacion
participan vias aterentes (sensoriales) y eferentes (motoras). Dichos procesos estan regulados
por los segmentos espinales tordcicos, lumbares y sacros mediante la integracion de la
informacion sensorial autdnoma y somatica. a través de cuatro nervios principales: el

hipogastrico. el pélvico. el pudendo y el genitofemoral (Lucio-Lucio et al, 1998).

Existen evidencias de que los reflejos espinales que regulan la ereccion v la eyaculacion
en los mamiferos machos estan modulados a nivel supraespinal mediante influencias

inhibitorias como excitatorias (Beach, 1967; Hart, 1967 y 1968: Meisel y Sachs. 1994 ).
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4.4.3. Papel de los distintos sistemas de neurotransmision

De lo expuesto anteriormente se desprende que en la regulacion de fa CSNM participan
varias areas cerebrales. siendo el APO/HA una de las principales. En la mavoria de estas areas
existen neuronas que reciben y envian informacion y que pertenecen a distintos SNT. como
son el dopaminérgico. noradrenérgico, serotoninérgico, gabaérgico y colinérgico entre los mas
importantes. Con el objeto de determinar el papel que desempeiian cada uno de estos SNT en
la regulacidn de la CSM. se han empleado diferentes técnicas, como la farmacolodgica, en la
que se administran substancias que estimulan (agonistas) o inhiben (antagonistas) un
determinado SNT, y dependiendo del efecto que tengan sobre esta conducta. se deduce la
funcion facilitatoria o inhibitoria del sistema. Esta técnica ha permitido revelar la complejidad
que tienen los SNT en la regulacion de la CSM. ya que la mayoria de estas neuronas tienen
mas de un receptor para un mismo tipo de neurotransmisor. En la medida en que se descubren
nuevos tipos de receptores en los SNT. se disenan nuevas drogas que los estimulan o los
bloquean. Debido a esta complejidad, determinar st un SNT tiene un papel estimulador o
inhibidor sobre la CSM o sobre alguno de sus componentes, ha sido cada vez mas complejo.
ya que es comun que dos drogas que afectan al mismo SNT, tengan efectos diterentes sobre la
expresion de la CSM. por actuar sobre distintos tipos de receptores. Por ejemplo. la
administracion de agonistas que estimulan fos receptores noradrenérgicos o facilitan la
copula, mientras que la estimulacion de los receptores o, la inhiben (Meisel v Sachs. 1994).
En la tabia 1 se puede observar. en tforma resumida. el efecto que tiene sobre la ¢copula v la
ereccion la estimulacion de receptores de diferentes SNT. de acuerdo con Meisel v Sachs

(1994).



Tabla 1. Resumen del efecto de varios sistemas de neurotransmision sobre la copula v la ereccion

(modificada de Meisel y Sachs, 1994).

Neurotransmisor

Efecto sobre la Cépula

Efecto sobre la Ereccion

Norepinefrina

En el receptor «,. facilita
En el receptor c- inhibe
En el receptor [}, no tiene efecto

En el receptor [, . facilita

En el receptor «; . inhibe
En el receptor «- facilita

En el receptor 3 inespecifico. inhibe

Dopamina

La actividad postsinaptica la facilita

La actividad presinaptica la inhibe

La actividad postsinaptica facilita la ereccion
refleja, pero inhibe la ereccién espontinea

La actividad presinaptica inhibe la ereccién
refleja, pero facilita la ereccion espontinea

Serotonina
(3-HT)

En el receptor 5-HT,, , facilita
En el receptor S-HT ., ,¢ . inhibe

En el receptor 5-HT, , inhibe

En el receptor S-HT,,, inhibe

En el receptor S-HT,_ facilita la ereccion
espontinea

En el receptor S-HT, inhibe la ereccion
espontanea

GABA
(Acido gama
aminobutirico)

En el receptor GABA, ,; la inhibe

En el receptor GABA| no tiene efecto

En el receptor GABA}; inhibe la ereccidn refleja

La informacion que se ha acumulado desde que se generd esta tabla hasta la techa ha

aumentando considerablemente y por ello seria muy extenso para los fines de este trabajo

actualizarla. Cabe mencionar que los datos que corresponden. al SNT colinérgico no se

incluyeron. debido a que se expondran mas detalladamente. por estar directamente vinculados

con ¢l objetivo general del presente estudio.




4.4.4. El sistema colinérgico en la regulacion de la conducta sexual masculina

En el SNT colinérgico se han identificado neuronas que pueden tener dos tipos de

receptores: el muscarinico. que es estimulado por la muscarina. un alcaloide producido por el

hongo Amanita muscaria v el nicotinico que es sensible a la nicotina, un alcaloide producido

la planta del tabaco Nicotiana tabacum (Feldman et al. 1997). Enwre los receptores

muscarinicos se han encontrado a su vez dos subtipos de receptores, de acuerdo a su afinidad

por el antagonista pirenzepina (Pz). Los que tienen alta afinidad han sido designados como

M, los de baja como M, (Hammer et al. 1980; Hammer y Giancheti, 1982)

Existen algunas evidencias que muestran la participacion del sistema colinéreico en la
egulacion de la CSM. Sin embargo. comparado con otros SNT. el colinergico ha recibido

poca atencion. a pesar de ser este sistema el que participa de manera critica en la estimulacion

de los musculos estriados implicados en los movimientos motores y pencanos durante las

montas e intromistones (Meisel v Sachs. 1994). Se ha observado que la administracion

sistémica del agonista colinérgico pilocarpina elimina la copula en conejos machos (Agmo
1976b). mientras que en las ratas macho. el antagonista colinérgico atropina administrado
sistémicamente tambien elimina la CSM (Bignami, 1966). Otras evidencias sugieren que la
acetilcolina (ACh) puede estar involucrada en el control de la ereccion pencana. Por ejemplo
se ha mostrado que la creccion que ocurre por la irrigacion del cuerpo carvernoso del pene

depende de la actividad colinérgica. ya que ésta desaparece después de la denervacion del

pene (Dail et al. 1986).
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Por otro lado. aunque la administracion de la fisostigmina, un inhibider colinérgico de
la enzima acetilcolinesterasa. no tiene etecto sobre la creccion espontanea en ratas (Gower et
al, 1986). ¢ésta se facilita con el tratamiento sistémico del agonista pilocarpina (Maeda et al,
1990). Recientemente, se ha mostrado en ratas que la administracién intratecal de muscarina,
un agonista de los receptores colinérgicos muscarinicos, en la medula espinal a nivel de la
region lumbar de la columna vertebral, reduce el NI. la LE y el IIC, mientras que la
administracion de homoatropina, un antagonista colinérgico. produce el incremento de la LI,

IIC y LE (Duran et al. 2000).

Ademas de la participacion que la ACh tiene en la regulacion de la CSM a nivel
periférico, se han obtenido otras evidencias a nivel central. Por ejemplo, en ratas hembras se
han encontrado neuronas colinérgicas en dreas cerebrales que participan en la regulacion de la
conducta sexual. tanto femenina como masculina. Por ejemplo, se ha mostrado en el APO/HA
la presencia de receptores colinérgicos muscarinicos (Dohanich et al. 1982; Olsen et al. 1988)
y la presencia de la enzima colina acetil-transferasa. que limita la sintesis de ACh (Luine et al.

1980).

Estudios farmacologicos realizados a nivel central. también han mostrado la
participacion de los sistemas muscarinicos y nicotinicos cn la regulacion de la CSM. En la

tabla 2 se resumen algunos de ellos.

Iin uno de los primeros estudios realizados por Soulairac en 1963 sobre el papel de la

ACh en la regulacion de la CSM, se demostréd que la administracion de dosis toxicas de



fisostigmina. provoca el incremento de la LE y del IPE (Soulairac. 1963). Posteriormente
también se comprobo que la fisostigmina disminuye el %SsA (Bignami. 1966: Leavit. 1969;
Soulairac v Soulairac. 1973). A partir de entonces se han encontrado evidencias
contradictorias que muestran que el SN'T colinérgico puede tener influencias tanto inhibitorias

como facilitatorias en la regulacion de la CSM.

Entre las evidencias que apoyan su influencia inhibitoria se encuentra la disminucion en
el %SsA y el aumento de la LI y del IPE, por la administraciéon sistémica de dosis
suprafisiologicas de nicotina (Bignami. 1966 Leavit, 1969), mientras que la administracion
en el APO/HA (Hull et al. 1986). o la substancia nigra (Winn, 1991). de carbacol. un agonista
mespecifico por estimular tanto receptores muscarinicos como nicotinicos, produjo el aumento
de la LM v de la LI pero también provoco la disminucion del NI lo que puede interpretarse

como una influencia facilitatoria (Winn. 1991).

Las evidencias de que el SNT colinérgico tiene una influencia facilitatoria son mas
abundantes. Por ejemplo. dosis bajas de nicotina administradas sistémicamente producen un
incremento en la FFE v disminuye ¢l NL LE ¢ [PE (Retana et al. 1993; Soulairac v Soulairac.
1975). mientras que la administracion  sistémica de oxotremorina (OXO). un agonista
colinérgico muscarinico. disminuye el NI, la LIZ. e incrementa la FE (Ahlenius y Larsson,

1985: Hull et al. 1986: Retana et al. 1993).
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Tabla 2. Resumen del efecto que tienen diferentes drogas colinérgicas sobre la CSM en la rata.
I = Influecia estimulante (+). o inhibitoria (-) .

Tipo de farmaco Via de 1 Efecto sobre la Referencia
Administracion conducta sexual
Inespecificos
Fisostigmina Sistémica | - ‘\ lincrementa la LE, IPE Soulzairac. 1963
(Inhibidor de la Sistémica - ! Disminuye el %SsA Bignami. 1966
acetilcolinesterasa) ! Leavit. 1969
\ Soulairac y
Soulairac. 1975
Carbacol Ventriculo lateral - Incrementa las LM, L1} Hull <t al. 1988a
(nicotinico y Area Predptica - | Incrementa las LM, LI
muscarinico) + y disminuye el NI
Substancia Nigra + Disminuye el NI Winn, 1991
Nicotinicos
Nicotina Sistémica - |Incrementala Lle IPE Bignami . 1966
Sistémica - Disminuye el %SsA Leavit. 1969
Sistémica + Incrementa la FE y Soulairac + Soulairac, 1975
|+ ]disminuye NI LE ¢ IPE
| Retana et al. 1993
+ Disminuye el NI
Muscarinicos
Oxotremorina Ventriculo lateral - Incrementa LI e 111 Hull et al, 1988a
Area Preodptica + Disminuye el NI Hull etal. 1988a
- Incrementa las LM, LI Winn 1991
Sistémica + | Disminuye el NI, LE Ahienius v Larsson 1985
Sistémica + Disminuye el NI, LE Retana et al 1993
+ Incrementa la FE
Muscarina Intratecal Disminuye NI, LE e 11C Duran et al, 2000 4
Muscarinicos
A Atropina Sistémica - jIncrementala LIy IPE Bignami, 1966
N Sistémica - Disminuye el %SsA Leavit, 1969
T Soulairac v Soulairac, 1975
A Homoatropina Intratecal - Disminuye el %SsE Duran et al. 2000
G - | Incrementa LI LE e 1IC
(I\)l Escopolamina Ventriculo lateral - Incrementa L] Hull etal. 1988b
i Area Predptica - |Disminuye ef %Ssh y SsE Hull ctal. 1986
T Sistémica - Disminuye el %Ssl y SsE Retana et al 1993
A Trihexifenidil Sistémica + OXO Incrementa el NI Retana y Veldzquez, 1993
S (M1) previa [P de OXO y disminuye la FE




LLos resultados de la administracion de antagonistas colinérgicos muscarinicos como la
atropina o la escopolamina (SCO). también apoyan la posible influencia facilitstoria del SNT
colinérgico en la CSM. Asi. la inyeccion sistémica de atropina disminuye el °<SsA (Soulairac
y Soulairac, 1975) ¢ incrementa la LI y el IPE (Bignami, 1966). mientras que la SCO
administrada en el APO/HA (Hull et al.1991), o sist¢émicamente (Retana-Marquez et al, 1993),
disminuve el %Ssl v el °oSsE. Mediante la administracion de Trihexifenidil. un antagonista
colinérgico muscarinico M1. se ha podido prevenir el efecto facilitatorio que tiene la OXO
sobre la CSM, lo que ha permitido dilucidar que la influencia facilitatoria del SNT colinérgico
se ejerce a través de los receptores muscarinicos M1 (Retana-Marquez v Velazquez-

P

Moctezuma. 1993b).

5. LAS LINEAS DE RATAS FLINDERS.

5.1. Origen.

Las lineas de ratas Flinders fueron creadas por el Dr. Overstreet y colaboradores en la
Escuela de Ciencias Biologicas de la Universidad Flinders al sur de Australia. donde a partir
de una seleccion genética de ratas Sprague—Dawley (SD). generaron dos lincas de ratas : la
denominada Flinders Sensitiva (I'SI.) y la linea Flinders Resistente (FRL). basandose en el

grado de scnsibilidad que presentaban por el bloqueador de la acetilcolinesterasa, el

diisopropil-fluorotostato (DFP)(Overstreet. 1993; Overstreet et al. 1979)
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5.2. Caracteristicas de la Lineas Flinders Sensitiva (FSL) v Resistente (FRL).

En la tabla 3 se muestran las caracteristicas que han permitido mostrar que las ratas FSL
han adquirido genéticamente hipersensibilidad del sistema colinérgico. mientras que las ratas

FRL. por el contrario. han adquirtdo hiposensibilidad colinérgica.

Tabla 3. Caracteristicas que presentan las lineas de ratas Flinders en relacién a su sensibilidad colinérgica.

CARACTERISTICA LINEA FSL LINEA FRL REFERENCIA

Sensibilidad al DFP \ Mavor Menor Overstreet et al, 1979;
Rusell ¢t al. 1969: 1982:

Sensibilidad a agonistas Mayor Menor Overstreet et al. 1974:
colinérgicos Russell et al. 1973
Overstreet v Rusell. 1982
Cantidad de receptores | Mayor | Menor Overstreet et al. 1984
muscarinicos en el estriado, Pepe et al. 1988
hipocampo e hipotilamo Overstreet 1991
Daws v Overstreet. 1999

l ) ]

Ademas. se ha mostrado que la seleccion genética de las ratas Flinders. basada en su
sensibilidad colinérgica. colateralmente ha alterado otros sistemas de ncurotransmision,
principalmente en las ratas FSL (ver tabla 7). Por ejemplo. se ha observado que las ratas FSL
tienen mayor sensibilidad a agonistas serotoninérgicos que acttan sobre los receptores 3-
HTy A como la buspirona v el 8-OH-DPAT. debido que su administracion produce un mayor
grado de hipotermia que en las ratas FRL (Overstreet et al, 1992). asi como una mavor

inmovilidad en la prucba de nado torzado (Overstreet et al, 1998).

(VS
(VR]



Se ha descartado la participacion de los receptores 3-H'T5 en este efecto. porque se sabe
que la administracion de agonistas que afectan a los receptores 5-HT» inducen hipertermia. en
lugar de hipotermia. Por otra parte. Schiller (1991) mostro que en las ratas FSL existe. a nivel
del hipocampo. mavor cantidad de receptores 5-HT o y 5-HT, También se ha comprobado
que las ratas FSL tienen niveles de serotonia (SE) y de su metabolito. el dcido 5 hidroxi-
indolacético (5-HIAA), 3 a § veces mas altos que las ratas FRL en el nucleo acumbens

(NAcc), corteza pretrontal. hipocampo e hipotalamo (Zangen et al, 1999).

Recientemente. se ha reportado que las ratas FSL tienen niveles de dopamina (DA) 6
veces mas altos en el NAcc v 2 veces mas altos que las ratas normales SD en el estriado,
hipocampo ¢ hipotalamo. mientras que tienen niveles de noradrenalina (NA) 2 a 3 veces mas
altos que las ratas SD, en el NAcc. corteza prefrontal. hipocampo y nacleo medio del rafé.
(Zangen et al. 1999). No obstante. no se han encontrado marcadas diferencias conductuales
entre las ratas FSL. FRL. v SD cuando se ha alterado el sistema noradrenérgico mediante la
administracion del agonista beta-noradrenérgico salbutamol y el agonista alta-noradrenérgico

clomidina (Overstrect. 1989).

Con relacion al sistema dopaminérgico se ha encontrado que las ratas FSL tienen
hipersensibilidad tanto al efecto hipotérmico (Crocker y Overstreet, 1991), como al efecto
inductor de agresion que produce la administracion del agonista D /D> apomorfina y del

agonista selectivo D, quinpirola (Pucilowski et al. 1991). Sin embargo. no se han podido



encontrar diferencias entre las ratas FSI. y FRL en la cantidad de receptores dopaminérgicos

D> en distintas areas cerebrales (Crocker y Overstreet. 1991).

Por ultimo. se ha mostrado que las ratas FSL tienen mayor sensibilidad a la
benzodiazepina diazepam debido a que su union en el estriado y el hipocampo estd
incrementada (Pepe et al. 1988). Dado que los receptores a las benzodiazepinas estan ligados
a los receptores GABA.. se puede deducir que las ratas FSL también tienen alterado el

sistema GABAérgico.

En la mavoria de los estudios en los que se ha comparado la respuesta de las ratas FSL
con las FRL y SD. a la accion de diferentes drogas o condiciones experimentales. las ratas
FRL se han comportade de manera semejante a las ratas SD y ambas han resultado ser
significativamente diferentes. con respecto a las ratas FSL (Overstreet. 1993). Pocos han sido
los casos en los que se ha mostrado que las ratas FRL se comportan distinto de las FSL y SD.
Uno de estos es el menor umbral que tienen para asustarse ante ciertos estimulos auditivos
(Markou et al, 1994). Se ha propuesto que esta respuesta posiblemente se debe a que las ratas
FRL tienen alterado el sistema de receptores 5-11T>, ya que presentan baja sensibilidad a las
drogas que alteran cstos receptores y porque la administracion de agonistas 5-HT-> disminuye
el tempo de habituacion que requieren ratas normales para dejar de alarmarse por el estimulo

auditivo (Geyer v Braft et al. 1982).

Los trabajos anteriores dejan claro que las ratas Flinders tienen modificados otros SNT

que participan también en la regulacion de la CSM. ademas del colinérgico.
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5.3. La linea FSL como modelo animal de depresion.

La depresién es un desorden afectivo caracterizado por la tristeza en respuesta a factores

gena) o internos (depresion endogena). en la que suele ser comun la

o

externos (depresion exo
pérdida de interés y la incapacidad por encontrar placer en las actividades que realizan (Pehek
et al, 1988). Segun el manual de diagnostico y estadistica DMS IV (Pichot et al. 1995). en la
depresion humana se presentan al menos dos sintomas centrales que son: el estado de amimo
triste v la incapacidad para experimentar placer o anhedonia. Estos sintomas principales suelen
estar acompanados de al menos 4 de los 7 sintomas secundarios que son: alteraciones del
apetito (aumento o pérdida). trastornos del suefio (insomnio), alteracion psicomotora (retardo).
fatiga o pérdida de energia. pensamientos de minusvalia o de culpa exagerada. dificultades
para concentrarse y pensamientos suicidas (Willner. 1991). Ademds. es comun que se
experimente desamparo. tristeza. llanto. desesperacion y disminucion de la hibido (Willner.

1991), siendo este ultimo aspecto relevante para los fines del presente estudio.

Debido a la importancia que tiene la depresion como enfermedad a nivel mundial v a las
dificultades que impone su estudio en el ser humano. se han disefiado diferentes modelos
animales de depresion. con los cuales se intenta: a) reproducir ciertas caracteristicas del
cuadro depresivo humano. b) simular las anormalidades neuroquimicas implicadas en esta

enfermedad v ¢) descubrir selectivamente farmacos con propiedades antidepresivas.

Un modelo animal de depresion es mas completo en la medida que satistace mejor los

criterios de validez de apariencia. predictiva v teorica (Winn. 1991). El criterio de validez de



apariencia se refiere al grado con el que el modelo reproduce la apariencia del cuadro

depresivo del ser humano. El criterio de vahidez teodrica se refiere a la congruencia que tiene el

modelo animal de depresion con alguna de las teorias que existen sobre el origen de la

depresién. Por ultimo, el criterio de validez predictiva se refiere a la capacidad del modelo

para encontrar farmacos que tengan eficacia terapéutica.

Se ha propuesto a las ratas Flinders FSL como un modelo animal de depresion por

presentar caracteristicas conductuales v fisiologicas semejantes a las de los seres humanos

deprimidos (Overstreet. 1993: Overstreet et al. 1988). Entre las semejanzas que acreditan el

criterio de validez de apariencia en ambos grupos se encuentran los siguientes :

(OS]

Decremento en el peso corporal (Overstreet y Rusell. 1982; Rusell et al.1982; Willner,
1991).

Incremento en la duracion del sueno REM y menor latencia en la aparicion del sueno
REM (Gilhin et al. 1979: Gillin et al. 1981 Kupter. 1976: Shiromani et al. 1987 y
1988).

Decremento en la actividad locomotriz (Overstreet, 1986; Overstreet v Rusell. 1982;
Pehek et al. 1988).

Deficiencias en el aprendizaje y la memoria (Mc Allister, 1981; Overstreet y Measday.
1985).

Anhedonia o pérdida de interés (Ayensu et al. 1995: Pucilowski et al. 1993: Willner.

1991: Winn. 1991).



6. Actitudes anormales de agresividad o de sumision (Branchey et al. 1984: Heath. 1981:
Pucilowski et al, 1991).

7. Bajos niveles del factor liberador de hormona corticotrotica (CRF) en el hipotalamo
(Nemeroff et al, 1988; Owens et al. 1991).

8. Incremento en los niveles de cortisol o corticosterona por la inveccion del agonista

colinérgico muscarinico arecolina (Holsboer et al. 1974 Overstreet et al. 1986).

Con base en estas similitudes las ratas FSL han sido propuestas como modelo animal de

depresion.



6. OBJETIVO GENERAL.

Ampliar el conocimiento que se tiene sobre la participacion del sistema colinérgico en la
regulacion de la CSM. mediante la caracterizacion de esta conducta en las lineas de ratas
Flinders FSL v FRL. con hiper e hiposensibilidad colinérgica, a) en condiciones de
extenuacion sexual. b) en pruebas semanales de 30 minutos, ¢) en condiciones de castracion y
d) durante la restitucion de esta conducta mediante la administracion de propionato de

testosterona.

7. HIPOTESIS GENERAL.

Debido a que se ha mostrado que ¢l sistema colinérgico tiene un papel facilitatorio en la
regulacion de la CSM. se espera que esta conducta esté incrementada en las ratas FSL por su
hipersensibilidad colinérgica v disminuida en las FRL por su hiposensibilidad cdlinérgica

gendticamente adquirida.



8. PRIMER EXPERIMENTO

“ Caracterizacion de la Conducta Sexual Masculina de las Ratas Flinders en

condiciones de Extenuacion Sexual. ”

8.1. Antecedentes.

La extenuacion sexual (ES) o saciedad sexual fue descrita de manera simultanea por
Beach y Jordan v por Larsson en 1956 (Beach y Jordan, 1956, Larsson. 1936). Este proceso se
presenta cuando a un macho se le permite copular ad libitum de manera continua con hembras
sexualmente receptivas v ocurre luego de aparearse cuatro horas y de conseguir de cinco a
doce series evaculatorias sucesivas. seguido del agotamiento sexual que se prolonga hasta seis
dias (Beach y Jordan. 1936: Larsson. 1956; Rodriguez-Manzo v Fernandez-Guasti, 1995).
Recientes investigaciones indican que se presenta un periodo de inhibicion de ta CSM. durante
48 horas. cuando menos (Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti. 1995). Transcurrido este
pertodo. los animales pueden presentar conducta copulatoria deficiente. caracterizada por la
¢jecucion de pocas series evaculatorias. un incremento en el NM. LI ¢ IPE (Larsson. 1956;
Lawrence y Barfield. 1973 Rodriguez-Manzo y Ferndndez-Guasti, 19935). La recuperacion
total no se presenta sino hasta después de 15 dias de inactividad sexual (Larsson, 1956;

Lawrence v Bartield. 1975).
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De acuerdo con los primeros estudios de Beach y Jordan (1956) se consicero la ES a
partir del momento en que los machos no presentan actividad copulatoria a lo largo de 30
minutos de registro. después de haber copulado «ad libitum con hembras sexualmente
receptivas. Algunos investigadores han considerado un criterio mas estricto, consistente en
que los machos presenten un IPE  de por lo menos 90 minutos (Rodriguez-Manzo y-
Fernandez-Guasti. 19935) o bien. someter a los machos experimentales 2 dias seguidos a la
presencia de hembras sexualmente receptivas y terminar cada una de las pruebas de ES
cuando el macho no despliegue montas ni intromisiones durante 90 minutos continuos (Mas et

al. 1994).

Se ha observado que algunos de los parametros con los que normalmente se evalta la
CSM se moditican como resultado de la prueba de ES. Por ejemplo, conforme van ocurriendo
las eyaculaciones el NI dimmuye v el IPE se incrementa, mientras que otros parametros como
el NM y la LE no muestran un cambio consistente (para reviston ver Rodriguez-Manzo y
Fernandez-Guasti, 1993). Asimismo. s¢ ha observado que 24 horas despuds de haber
realizado el registro de ES. el 66.6 % de ta poblacion no presentan CSM y sélo el 33.3 % son
capaces de eyacular. pero después de ésta. solo un 10 % es capaz de reiniciar nuevamente otra

serie eyaculatoria (Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, [995).
El desarrollo de la ES en la rata macho presenta manifestaciones conductuales bastante

consistentes, que permiten caracterizar la CSM a través de un largo periodo de registro. Por

otro lado. la pruebas de ES permite tener mds clementos para cevaluar la motivacion del
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macho, va que. ademas de estimar la LN v la L1 es posible registrar varias veces ¢l [PEL as

como el %SsA que copulan 24 horas después de la prueba de LS.

Dado que se ha mostrado que la ES es el resultado de la pérdida del componente
motivacional, mas que del ejecutorio de la CSM (Rodriguez-Manzo vy Fernandez-Guasti.
1995), es nuestro interés analizar su desarrolio en las ratas FSL, FRL y control SD. porque
como se menciono. las ratas Flinders FSL tienen alteraciones conductuales de motivacion

como es la anhedonia (Pucilowsky et al. 1993).

Por otra parte. existen varias pruebas que muestran que el sistema colinérgico tiene un
papel facilitatorio en fa regulacion de la CSM. ya que la administracion Jde agonistas
colinérgicos reduce el NI v la LE (Ahlenius et al. 1971 Hull et al, 1986: Retana ¢t al 1993). v
provoca el incremento de la FE (Retana et al. 1993). En cambio, la administracion de
antagonistas colinérgicos disminuyen la CSM. al reducir el %SsA., %Ssl, %SsE v la FE v
aumentar la LM y LL lo que indica una reduccion en la motivacion sexual (Hull et al.1991:
Retana et al 1993). Debido a la hipersensibilidad colinérgica de las ratas FSL. ¢x posible que
su CSM comparta algunas caracteristicas de las ratas cuyo SNT colinérgico ha sido esumulado
v las ratas FRL. por su hiposensibilidad colinérgica. tengan semejanzas con la CSM de ratas a
las que se les ha administrado antagonistas colinérgicos. ya que al tener mas (FSI.) o menos
(IFRL) receptores colinérgicos en ciertas areas cerebrales. aumenta o disminuve la actividad
del SNT colinérgico. tal v como sucede con la administracion de agonistas o antagonistas

colinérgicos en ratas (Overstreet et al. 1984 Feldman et al. 1997).



8.2. Objetivo Particular.

Caracterizar la conducta sexual masculina de las ratas Flinders en condiciones de

extenuacion sexual.

8. 3. Hipoétesis Particular.

Si el sistema colinérgico tiene un papel facilitador en la regulacion de la CSM. se espera
que las ratas FSL, por tener hipersensibilidad colinérgica, requieran mas eyaculaciones que las
ratas control para satisfacer el criterio de extenuacion sexual y que las ratas FRL necesiten

menos eyaculaciones, por tener hiposensibilidad colinérgica.

8.4. Metodologia General.

8.4.1.0btencién y manejo de los animales.

Se reprodujeron hembras v machos de las lineas FSL y FRL, del pie de cria con que
cuenta actualmente la colonia de la UAM-I donada por el Dr. David Overstreet del bioterio de
la Universidad de Carolina del Norte. Para cllo. los progenitores se mantuvieron en
condiciones de temperatura y humedad constantes, dentro de un cuarto sujeto a un totoperiodo

de 12 hrs. luz /12 hrs. obscuridad (la luz se apagaba a las 10 am.). Se les proporciond agua y



alimento ad libitum. A las crias de estos apareamientos se les registrd la fecha de nacimiento

y posteriormente. se les desteto v sexo a los 21 dias de edad.

A las siete semanas de edad se determind qué crias pertenecian a cada unz de las dos
lineas de ratas. FSL o FRL. tomando como base el efecto que produce en su temperatura
corporal la administracion de OXO. Para este fin se les registro la temperatura rectal basal con
un termistor y luego se les invectd simultaneamente por via subcutanea una dosis de 3 mg/kg
de escopolamina metil bromuro (SCO) (Sigma). antagonista colinérgico muscarinico
periférico y una dosis de 0.2 mg kg de peso de oxotremorina sesquifumarato (OXO) (Sigma).
agonista colinérgico muscarinico que actua a nivel central, disueltos ambos en un volumen de
0.1 ml de solucion salina. Quince minutos después. se les registro la temperatura rectal.
Aquellos machos provenientes de progenitores FSL, cuya temperatura rectal despucs de la
myeccion descendio mas de 1.5 “C. fueron seleccionados como pertenecientes a la linea FSL.
mientras que aquelios machos provenientes de progenitores FRL cuya temperatura descendio
menos de 0.5 °C tueron seleccionados como machos FRL y el resto fue desechado (Overstreet

v Rusell. 1982).

Las ratas del grupo control provinieron de la cepa Sprague Dawley (SD) reproducidas al
azar, de un pie de cria donado por el Bioterio del Centro Médico Nacional. Se tomaron ratas
de esta cepa como controles debido a que las lineas de ratas Flinders originalmente
provinieron de ecsta cepa. Las crias machos de estos cruzamientos fueron seleccionados.

destetados v sujetos a las mismas condiciones descritas anteriormente para las ratas Flinders.
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8.4.2. Registro de la conducta sexual.

Cada vez que se registro la CSM se emplearon ratas hembras de la mismz edad de la
cepa control SD. A estas hembras se les administro por via subcutanea 5 pg/ kg de benzoato
de estradiol, disueltos en 0.1 ml de aceite de maiz y 2 mg / kg de progesterona 44 hrs. después

del benzoato de estradiol.

Cuatro horas después de la administracion de progesterona se seleccionaron las hembras
receptivas, empleando para ello machos estimulo sexualmente experimentados. Este
tratamiento hormonal se aplico de manera que la observacion de la CSM se realizo en el

periodo de oscuridad. iniciandose las pruebas 2 horas después del inicio de esta fase.

Para el registro de la CSM cada uno de los machos fue colocado dentro de un redondel
de acrilico transparente de 30 cm de diametro. 5 minutos antes de empezar el registro. como
periodo de habituacion. Al finalizar este periodo se introdujeron las hembras receptivas en los
redondeles y se registraron los siguientes parametros e indices : LM, LI, NM. NI, LE. IPE,

TAUILIC, FE y %SsE.



8.4.3. Metodologia particular.

Se seleccionaron ratas macho SD. FRLy FSL de cinco meses de edad. a los que se les
apared previamente con hembras receptivas, durante 3 pruebas semanales de 30 minutos. para
que adquirieran experiencia sexual y eliminar a los que no eyacularan. Posteriormente. a estos
machos se les registré la CSM simultaneamente. Para ello se formaron tres subgrupos de seis
animales y en cada registro se incorporaron, al azar, de dos machos de cada grupo machos. La
observacion simultanea de los machos se hizo para evitar que factores como la vanabilidad en
la receptividad de las hembras, asi como otros factores ambientales, afectaran a los machos.
Para cada prueba de ES se requirieron dos dias consecutivos, por lo que la observacion de la

CSM de los tres subgrupos se realizo en un lapso de seis dias.

Para la prueba de ES. cada uno de los macho de los tres subgrupos tue apareado con la
misma hembra receptiva y la prueba concluyd cuando los machos dejaron de presentar
conducta sexual (montas o mtromisiones) durante 90 minutos seguidos. Veinticuatro horas
después del inicio de esta prueba, se volvido a registrar la CSM de la misma manera,

empleando hembras receptivas diferentes de las empleadas el primer dia.
p p

8.4.4. Analisis estadistico.

Se compararon los parametros de la CSM durante el desarrollo de la ES entre los

diferentes grupos (control SD. FSL y FRL) mediante un andlisis de varianza de Kruskal-

Wallis, seguido de la prueba no paramétrica de Newman-Keuls. para determinar entre qué
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grupos hubo diferencias significativas. Para determinar la significancia de las diferencias en el

porcentaje de sujetos que eyacularon. se empleo la prueba /7 de Fisher (Zar. 1984).

8.5. Resultados.

Porcentaje de sujetos que evacularon.

Durante la prueba de ES (figura 4 a), los machos FRL tueron los primeros en satisfacer
el criterio de ES después de realizar un maximo de 7 eyaculaciones, seguido por el grupo FSL
con 9y, por ultimo. el grupo control SD con 12 eyaculaciones. El decremento observado en
las ratas FRL en el %Ssk fue estadisticamente significativo (100 vs. 33 % . prueba F de
Fisher, p < 0.05). con respecto al obtenido por las ratas SD y FSL en la 7° seric copulatoria

SC) vy con respecto a las ratas FSL en la 8" SC (67 vs. 0 % . prueba F Fisher. p < 0.03)
Y p p %

La figura 4b muestra el %SsE 24 horas después del registro de ES. En el grupo de ratas
SD, el 100 % de sujetos eyaculd en la 1* SC. el 82 % en la 2", el 50 % en la 3* v ninguno
eyaculo en la 4" SC. Ademas el porcentaje obtenido por el grupo SD fue mavor que el
obtenido por las ratas FSL v FRL en la 1% y 2" SC. sin llegar a ser significativas estas
diferencias. El grupo de ratas que tuvo el menor %Ssk tue el de las ratas FRL en la 1%y 3°

garon a

=
fan

SC. Cabe destacar que en este segundo expertmento fueron las ratas SD las que lle

satisfacer el criterio de ES antes que las dos lineas de ratas Flinders.
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Figura 4. Porcentaje de sujetos que eyacularon (%SsE), durante la prueba de extenuacion sexual (a)
y 24 h después (b), en tres grupos de ratas : Sprague-Dawley (SD), Flinders Sensitiva (FSL) y
Flinders Resistente (FRL) .
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Frecuencia Eyaculatoria.

En la primera prueba de ES. la FE (promedio + desviacidn estandar) en los tres grupos
de ratas fue la siguiente: SD = 8.4 £ 0.8. FSL. = 7.7 £ 0.4y FRL =58 £ 0.5. De los tres
erupos. solo la FE de las ratas FRL fue significativamente menor que la de los otros dos

grupos (p < 0.03. prueba de Neuman-Keuls ).

*

10 7
8 +

FE

o N O
]

SD FSL FRL

Figura 5. Frecuencia eyaculatoria (FE), promedio £ error estandar, durante la primera prueba de
extenuacion sexual, obtenida por 3 grupos de ratas: SD, FSL y FRL . * p < 0.05. prueba de

Neuman-Keuls.
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Latencia de monta y latencia de intromision.

Tanto en la LM como en la LL las ratas que tuvieron los valores mas altos fucron las
ratas FRL y los mas bajos. las ratas SD. Sin embargo, en la LM no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las ratas SD, FSL y FRL debido a la considerable

6.3

tn

variacion que se presenté en las ratas Flinders ( promedio + d.e., SD =173 £234: FSL =

+ 62.7. FRL =76 £ 101.9 seg. figura 6 a).

En cambio. en la LI (figura 6b) se encontraron diferencias entre los grupos (promedio +
de. SD =193+ 159, FSL=94 + 752: FRL =180.7 £+ 1978 seg ) [ H(2)=8.722.p <
0.0128, ANOVA de Kruskal-Wallis]. v la prueba post hoc demostro que la LI de las ratas FSL
v FRL fue una significativamente mas prolongada (p < 0.05. prueba de Neuman-Keuls) que la

de las ratas SD. sin que hubiera diferencias significativas entre ambas lineas de ratas Flinders.
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Figura 6. Latencia de monta, LM (a) v de intromision, L1 (b), promedio + error estandar, durante

la primera prueba de extenuacion sexual, en 3 grupos de ratas : SD, FSL y FRL. = p < 0.05,

prueba de Neuman-Keuls.
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Latencia de evaculacién e intervalo posteyaculatorio.

[La figura 7 muestra los resultados de la LE (a) y del IPE (b) durante la prueba de ES. En
ella se incluven sélo las primeras cinco SC debido a que, como se mostrd anteriormente. el
%SsE disminuve notablemente a partir de la 3* SC en las ratas FRL (figura 4 a). En los tres
grupos de ratas. la LE tuvo un comportamiento bifésico, ya que disminuy6 de la 1* a la 2* SC
v luego aumento progresivamente. De los tres grupos de machos, el grupo SD tuvo la menor
LLE en fa mavoria de las SC. mientras que los valores mas altos los presentaron las ratas FRL.
En la 1* SC se encontraron diferencias significativas entre los grupos (promedio + d.e.. FRL =
7652 + 529.4: FSL = 617.5 £ 628; SD = 266.7 + 252.5 seg. ) [H (2) = 6.117 p< 0.047,
ANOVA de Kruskal-Wallis|. El analisis post hoc demostré que la LE de las ratas FRL tue
significativamente mayor que la LE de las ratas SD (p < 0.05, prueba de Neuman-Keuls).

En la 4" SC lamgién se presentaron diferencias significativas entre los grupos
(promedio + d.e.. FRL = 751.7 £ 501.3. FSL = 2642 £120.3 y SD =243.8 + 1193 seg.) [H
(2) = 06.219 p< 0.044. ANOVA de Kruskal-Wallis] y la prueba post hoc demostré que la LE
de las ratas FRL en la 4" SC fue significativamente mayor que la obtenida por las ratas SD y

I'SL (p < 0.03. prucba dec Neuman-Keuls).

En la figura 7b sc observa que el IPE tendio a aumentar progresivamente on todos los
grupos de ratas. siendo este aumento mayor en las ratas FRL en todas las SC, con excepcion

de la 1" SC.

wn
o



B SD [] FSL [ FRL
1500 d

1000 Ji

500

LE (seg)

2000 T b

L

1] Vi \'
SERIES COPULATORIAS
Figura 7. Latencia de Eyaculacion. LE (a) y periodo refractario posteyaculatorio, IPE (b). promedio +

error estindar, durante la prueba de ES, en 3 grupos de ratas: SD, FSL vy FRL . * p < 0.05, segiin la

prueba de Newman-Keuls.



En el IPE se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la 2* SC

(W)

(promedio + d.e. FRL =613 £ 137. FSL =605 £ 107 vs SD =415 % 65 seg.). [H(2)=9.55
p< 0.0084, ANOVA de Kruskal-Wallis], en la 3* SC (promedio + d.e. FRL = 902 = 634.
FSL = 674+ 130 y SD = 491 £ 95seg.). [H(2)= 9.029 p<0.010. ANOVA de Kruskal-
Wallis]. en la 4" (promedio + d.e. FRL = 1057 £ 567. FSL =788 £ 191y SD = 345+ 98
seg.). [H (2) = 10.561 p< 0.005. ANOVA de Kruskal-Wallis] y en la 5" SC (promedio + d.e.
FRL = 14856 =+ 730.4. FSL =9183 +229.6 v SD = 914 + 774 seg.), [H (2) = 6.633 p<
0.0359, ANOVA de Kruskal-Wallis]. Al realizar las pruebas post hoc se encontré que tanto
las ratas FRL como FSL tuvieron un IPE mas prolongado que el del grupo control SD en la 2%,
3*y 4* SC (p < 0.05. prueba de Neuman-Keuls). mientras que en la 5* SC, solo las ratas FRL

tuvieron un IPE mas largo que las ratas FSL (p < 0.05. prueba de Neuman-Keuls).

Numero de montas y numero de intromisiones.

En el NM y NI se observo un comportamiento bifasico en las ratas SD y FRL (figura 8).
con un decremento entre la 1" a la 2* SC, y luego un aumento progresivo, siendo este
aumento mas notable en las ratas FRL (figura 8b). En cambio, en las ratas FSI.. solo se
observo un decremento entre la 1" v 2* SC, y luego se mantuvo practicamente sin variacion en
ambos parametros. Se encontraron diterencias significativas entre los grupos en la 1* SC
(promedio + d.e. FRL = 8.8 £5.0. FSL =37+ 6.7 .SD =25+ 23) [H (2)= 6055 p<

0.048. ANOVA de Kruskal-Wallis]. la 3* SC (promedio + d.c. FRI.=72+ 49, FSI. =13+
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Figura 8. Nuamero de montas (NM) (a) y Namero de intromisiones (NI) (b), promedio = error
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1.2.SD =62+ 44) [H (2) =616 p < 0.046. ANOVA de Kruskal — Wallis ]. la 4 *SC (
promedio + d.e.. FRL =212 = [4.6.FSL=47+43 .SD =854 7.8)[H (2)= 6599 p<
0.0369. ANOVA de Kruskal-Wallis] y la 5* SC (promedio + d.e. FRL =354+ 32.7. FSL =
6.7+44.SD= 92+73)[H(2)=0652 p<0.0384. ANOVA de Kruskal-Wallis]. El analisis
post hoc demostrd que las ratas FRL tuvieron un NM significativamente mayor que el de las
ratas SD. en la 1* SC y mayor que el de las ratas FSL en la 3", 4* y 5* SC (p < 0.05. prueba de

Neuman-Keuls).

En cuanto a las intromisiones. se observaron diferencias significativas entre los grupos

en la 2* SC. (promedio + de. FRL =38 + 1.8, FSL =37+ 1.

b

SD =53 +0.

th

) [H (2) =
6.035 p< 0.0489. ANOVA de Kruskal-Wallis|. 4* SC (promedio *+ d.e., FRL = 133 + 9.7,

FSL =50+ 13.SD=65+19)[H(2)= 7.319p<0.0257. ANOVA de Kruskal-Wallis] y 3°

o

SC (promedio + de. FRL =146 £ 85, FSL =47 +21.SD=82+2)[H(2)= 0292. p<
0.01. ANOVA de Kruskal-Wallis). v las pruebas post hoc comprobaron que las ratas FSL

tuvieron un NI signiticativamente menor (p < 0.05. prueba de Neuman-Keuls) que el de las

ratas control SD en la 5° SC v que el de las ratas FRL en la 2* . 4% v 5 SC (fioura 8b).
¥q y j
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Intervalo inter-intromision, intervalo inter-copulatorio y tasa de aciertos.

El Il de las ratas control SD tendié a aumentar ligeramente en cada SC, mientras que el
III de las ratas FSL y FRL tuvo un comportamiento mas variable (figura 9 a). Las ratas SD
fueron las que tuvieron el menor IIl. comparado con el de las ratas FSL y FRL, sin embargo.
solo en la 1" SC se encontraron diferencias significativas entre los grupos de ratas (promedio +
de. FRLL =893 + 62. FSL = 61.4 £ 13.4. SD = 273+ 16.7 seg), [H (2) = 7.73 p < 0.021.
ANOVA de Kruskal-Wallis] v la prueba post hoc permitié determinar que las ratas FSL v
FRL tuvieron un I significativamente mas prolongado (p < 0.05. prueba de Neuman-Keuls)

que el de las ratas control SD.

Por otro lado. se observd que el HC del grupo SD en la prueba de ES (figura 9b) fue
muy constante v la mas baja en todas las SC. mientras que en el grupo FRIL. se notd una
tendencia a disminuir v en el grupo FSL. se encontré una respuesta variable. aunque sus
valores fueron los mas prolongados en la mayoria de las SC. Se encontraron diferencias entre
los grupos en la 1" SC (promedio £ d.e. FRL =40.7 £ 22, FSL =404+ 58, SD = 192+ 8.1
see) [H (2) = 8.606 p<0.0131. ANOVA de Kruskal-Wallis] y la 3* SC (promedio + d.e. FRL
= 278 £ 155 FSL =504 £31.2. SD =187 + 9.7 seg), [H(2) = 7.450. p< 0.024. v las
pruebas post hoc mostraron que  ambas lineas de ratas Flinders tuvieron un [IC
significativamente mas prolongado que las ratas SD en la 1" SC (p < 0.05 FRL v p < 0.01 FSI..

prucba de Neuman-Keuls). mientras que en la 3" SC, solo las ratas FSL tuvieron un [1C
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significativamente mas prolongado (p < 0.03. prueba de Neuman-Keuls) que el mosirado por

las ratas SD.

Por dltimo, en la prueba de ES la TA (figura 9c¢) tuvo una tendencia a disminuir
progresivamente en el grupo control SD en cada SC, correspondiéndole a este grupo el valor
promedio mas alto en la mayoria de las SC. En cambio. en las ratas Flinders este parametro
tuvo un comportamiento mas variable. el cual tendié primero a aumentar y luego a disminuir.

En ninguna de las SC se observaron diferencias significativas entre los grupos.

8. 6. Discusion.

Como se menciono6 en los antecedentes, se ha propuesto que la linea de ratas FSL se
comporta como un animal deprimido. debido a su hipersensibilidad colinérgica genéucamente
adquirida (Overstreet, 1993). Si analizamos las caracteristicas de la CSM que presentan otros
modelos animales de depresion (ej. menor %SsA y FE, mas prolongadas LM, LI, LE v mayor
NM: Bonilla-Jaime et al. 1998: Vogel y Vogel, 1982). podemos notar que algunas de estas
caracteristicas son opuestas a las que manifiestan ratas normales a las que se les estimula el
SNT colinérgico en ciertos parametros (Ej : mavor FE y menor LE y NI (Hull et al. 1986;
Retana et al, 1993). De acuerdo con los resultados obtenidos en ¢l presente estudio. tanto las
ratas FSL como las FRL mostraron un bajo rendimiento en su CSM, comparada con la
observada en las ratas control SD. por lo que presentaron caracteristicas mas semejantes  de
ammales deprimidos. que de aquellos cuyo sistema colinérgico es estimulado. A continuacion

se analizaran los resultados obtenidos en cada uno de los parametros, analizando primero los



componentes de la CSM que estan vinculados con la motivacion, para luego discutir los que

tienen que ver con el componente ¢jecutorio de esta conducta.

Porcentaje de sujetos que eyacularon y frecuencia eyaculatoria.

Debido a las ratas FSL presentan hipersensibilidad colinérgica (Overstreet. 1993).
esperabamos que éstas fueran las que tuvieran mas eyaculaciones y que por ello fueran las
tltimas en satisfacer el criterio de ES. Sin embargo. fueron las ratas SD y no las ratas FSL las
ultimas en hacerlo. v las ratas FRL, las primeras. Ademas, s6lo en las ratas FRL el decremento
observado en el %SsE fue signiticativo comparado con el mostrado por las ratas FSL v SD. El
%SsE en los 3 grupos fue del 100 % en las primeras SC. pero a partir de la 5" SC empez6 a
disminuir en las ratas FRL. mientras que cn las ratas SD v FSI. esta reduccion ocurrno en la
7" v 8* SC respectivamente. Asimismo. en las ratas FRIL. 50 % SsE en la 6" SC, mientras que
en las ratas SD v FSL este valor se presentd hasta la 8" SC. Otros investigadores en un estudio
de ES semejante al nuestro, realizado con 25 ratas, encontraron que a partir de la 3* SC los
machos empezaron a dejar de evacular v que en la 8" SC solo el 44 % de los sujetos (11 de
25). aun seguian copulando (Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1995). Por lo tanto, si
tomamos en cuenta estos resultados obtenidos en el %SsE. la actividad de las ratas SD y FSL
fue semejante a la obtenida por otros investigadores. mientras que la de las ratas FRL fue mas

baja que la reportada por Rodriguez-Manzo v Fernandez-Guasti (1995) .

En diversos trabajos en los que se ha comparado las conducta de ambas lineas de ratas

Flinders con la de la cepa SD en diferentes condiciones. la conducta de las ratas FRL
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generalmente ha sido muy semejante a la que presentan las ratas SD y. en muchas-ocasiones.
su comportamiento ha sido estadisticamente diferente del presentado por las ratas FSL
(Overstreet, 1993). El este caso. resultado que obtuvimos con las ratas FRL en el ®oSsE. FE
asi como en otros parametros de la CSM que se describirdn mas adelante, son de las pocas
evidencias que existen hasta ahora de que esta linea de ratas FRL se comporta de manera

diferente a las ratas control SD (Overstreet, 1993).

En cuanto a la actividad sexual que presentaron los machos 24 horas después de la
prueba de ES. obtuvimos diferencias notables a las mencionadas por otros investigadores. Por
ejemplo. se ha mostrado que 24 horas después de la prueba de ES, solamente el 33 % de los
sujetos son capaces de continuar copulando hasta la eyaculacion y solo el 10 % es capaz de
reanudar la copula (Rodriguez-Manzo vy Fernandez-Guasti, 1995). En nuestro caso. 24 horas
después de la prueba de ES. el 100 % de las ratas SD, el 66 % de las FSL y el 50 % de las
FRL, pudieron realizar la primera eyaculacion, lo que significa que todos los grupos de
machos tuvieron un rendimiento por arriba del valor reportado anteriormente por Rodriguez-
Manzo y Fernandez-Guasti (1993). Ademas. en la 2 * SC. en los tres grupos de ratas. mas del
10 % de los sujetos reanudaron la copula y eyacularon. Incluso. en ¢l caso de las ratas SD este
porcentaje fue bastante alto (80%). Mas aun, en el presente estudio el 50 % de las ratas SD y
FSL lograron eyacular por tercera vez, mientras que en la 4* SC el 16 % de las ratas FSL y
FRL (1 individuo) eyaculd. por lo que las ratas Flinders fueron las ultimas en dejar de
evacular. Para determinar si las ratas FSL y FRL habian tenido mayor numero de
evaculaciones en la segunda prucba. por haber tenido menor FE ¢l dia anterior. se analizaron

individualmente los resultados de los sujetos; sin embargo no se encontrd esta correlacion, ya
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que algunos de los machos FSL v FRL que evacularon mas en la primera prueba, también lo

hicieron en la segunda.

Por otra parte, el hecho de que los tres grupos de machos tuvieran en la segunda prueba
de ES, una actividad sexual mayor a la reportada en otros estudios, quizas se deba al reducido
numero de- machos que empleamos. comparados con los empleados en el estudio de
Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti (1995) (6 vs. 25) y a la variabilidad que suele haber en
la CSM de los machos. De cualquier forma, esperdbamos que el rendimiento de los machos de
la linea FSL en la segunda prueba fuera mayor que el del grupo control y el reportado por
Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti (1995). por la hipersensibilidad colinérgica que tienen:
sin embargo, no ocurrio asi con las ratas control. pero fue mayor que el porcentaje

mencionado por dichos autores.

En otros estudios se ha observado que las ratas requieren 7 eyaculaciones en promedio
para obtener el criterio de ES. con un rango entre 5y 12 eyaculaciones (Rodriguez-Manzo y
Fernandez-Guasti, 1994 y 1995). Comparado con estos datos, los resultados que obtuvimos en
la FE. en los 3 grupos de machos. se mantuvieron dentro del rango reportado. No obstante. en

las ratas FRL, la FE fue significativamente menor que el de las ratas SD y FSL.

Latencia de monta, intromision, eyaculacion e intervalo posteyaculatorio.

Como ya se menciono. la LM. LI y el IPE son parametros que permiten valorar el

componente motivacional de la CSM (Meisel y Sachs, 1994). En este estudio, las ratas FSL y.



principalmente. las ratas FRL se caracterizaron por presentar LM, LI e IPE. mas prolongados.
Sin embargo, so6lo en el caso de la LI y el IPE. ambas lineas tuvieron valores
significativamente mayores (p < (.05 ) que el grupo control SD. lo que nos permite inferir que
ambas tuvieron una menor motivacion sexual. Cabe agregar que el incremento en el tiempo
observado en estos dos parametros en ambas lineas de ratas Flinders, no estuvo asociado a
deficiencias en la actividad locomotora que se pudieran observar a simple vista, aunque no se

realizaron pruebas apropiadas para valorarlo cuantitativamente y poder afirmarlo.

Por otro lado. se ha reportado en la prueba de ES. que el IPE tiende a aumentar
progresivamente, mientras que la LE tiene un comportamiento bifasico. ya que disminuye
entre la 1* y la 2° SC, para aumentar despué€s (Larsson. 1979: Rodriguez-Manzo y Fernandez-
Guasti, 1995). Lo anterior se pudo corroborar en los 3 grupos de ratas en este estudio.
Asimismo, solo las ratas FRL tuvieron una LE significativamente mas prolongada que las
ratas SD en la 1* y 4" SC, mientras que ¢l IPE de ambas ratas Flinders fue significativamente

mas prolongado que el de las ratas SD. en la 2" 3" y 4* SC.

Nuamero de montas y de intromisiones.

EI NM y el NI son parametros que estdn relacionados con el componente ejecutorio de
la CSM (Meisel v Sachs, 1994). En nuestro estudio. las ratas FRL fueron las que mostraron los
valores mas altos en el NM y Nl en el transcurso de la prueba de ES. mientras que las ratas
FSL obtuvieron los valores mas bajos. I'n la mayoria de los estudios sobre ES no se han

reportado o encontrado cambios notables en el NM en el transcurso de esta prueba (para una



revision, ver Rodriguez-Manzo v Fernandez-Guasti. 1993). aunque Larsson (1956). encontro
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que tiende a aumentar. En cambio. otros autores han reportado que el NI tiende a disminuir
conforme se aproxima la ES (Beach v Jordan, 1956. Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti.
1995), o que muestra una tendencia bifasica. con una notable disminucion después de la 1* SC,
seguida de un ligero aumento en las SC posteriores (Fisher,1962; Lawrence y Barfield. 1975, “.
Sura et al, 2001). Al igual que lo reportado por estos ultimos autores. en este estudio. en los
grupos de ratas SD y FRL. se observo un comportamiento bifasico, tanto en el NM como en
el NI, ya que disminuyeron entre la [* v 2* SC y luego se incrementaron progresivamente. Este

aumento resulto ser mas notable v significativo en las ratas FRL.

En las ratas FSL también se presentd comportamiento bifasico. pero mas ligero en el
NM, mientras que en el NI primero se observo su disminucion y luego una tendencia a
permanecer constante, lo cual difiere de lo reportado por Fisher (1962). Lawrence v Bartield
(1975). Larsson (1979) v Sura et al. (2001). Debido a que fue en el NM y NI donde se
encontrd un comportamiento significativamente diferente (p < 0.05) entre las ratas FSIL y
FRL, en ambos casos, fueron estos parametros los que distinguieron mejor a estas dos lineas.
Por lo tanto, las ratas FSL se caracterizaron por tener menor NM y NI que las ratas FRL v

menor NI que las ratas SD cn varias de las SC.

En los primeros estudios de CSM que se realizaron con ratas Flinders, procedentes de
un bioterio estadounidense. una de las caracteristicas mas notables que se observaron tue que
ambas lineas presentaron mas bajo NI que las ratas control (Veldazquez-Moctezuma et al.

1989). En el presente estudio. solo en las ratas FSL. se pudo corroborar este decremento
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significativo en el NI. con respecto al obtenido por las ratas SD y FRL. y en especial con estas
altimas. Debido a que ambas lineas de ratas Flinders se generaron basandose en su opuesta
sensibilidad colinérgica (Overstreet. 1993), es posible que las diferencias observadas entre
ellas en el NM y NI se deban a su distinta sensibilidad colinérgica. Asi, la hipersensibilidad
colinérgica de las ratas FSI. estaria provocando la reduccion en el NM y NI, mientras que la
hiposensibilidad colinérgica de las ratas FRL. estaria generando lo contrario. En apovo a esta
idea. se puede mencionar que varios investigadores han encontrado que la estimulacion del
SNT colinérgico. mediante la administracion de agonistas, provoca la reduccion en el NI (Hull

et al. 1986; Retana et al, 1993; Soulairac y Soulairac. 1975).

En el caso de las ratas FRL. el incremento observado en el NM. pudo haberse debido a
problemas motores o de ereccion. que diticultaron la ejecucion de la cépula. A través de la
larga prueba de ES. pudimos observar que conforme se sucedian las SC, aumentaba ¢l NM en
las ratas FRL y su ¢jecucion se deterioraba, ya que a simple vista se notaba que disminuia su
fuerza. asi como el nimero de movimientos pélvicos, al grado de que poco antes de que cesara
su actividad sexual. las montas del macho generalmente estuvieron exentas de movimientos
pélvicos evidentes o éstos. cuando ocurrieron. fueron pocos. leves y espaciados. El hecho de
que esta conducta se repitiera constantemente. permite suponer que quizas estos machos
dejaron de copular mas pronto. no porque estuvieran saciados sexualmente o menos
motivados. sino porque algo les impidio realizar una copula adecuada y terminaron por desistir
en su intento. Sin embargo, tendriamos que haber sometido a estos machos a prucbas mas
especificas para poder asegurarlo. Cabe sefalar que al final de la prueba de ES fue frecuente

observar en las hembras que. antc las montas constantes y débiles realizadas por los machos,



dejaban de realizar el patrén de lordosis v de permanecer inmoviles y se volteaban hacia ellos
para agredirlos y ya no se dejaban montar por el macho con la misma facilidad. Otro hecho
que permite suponer que la motivacion de los machos FRL atn era buena, es que en la prueba

realizada 24 horas después de la prueba de ES aun pudieron eyacular el 50 % de ellos.

En la mayoria de los estudios en los que se han administrado antagonistas colinérgicos a
ratas normales, no se ha observado que aumente el NM (Bignami, 1966; Hull et al.1991;
Leavit. 1969: Soulairac y Soulairac. 1975; ver tabla 2). No obstante, Velasquez v
colaboradores (1989), después de administrar el antagonista SCO a ambas lineas de ratas
Flinders. en las ratas FSL observaron que el NI aumento a niveles semejantes a los obtenidos
por las ratas control sin farmacos. mientras que en las ratas FRL la SCO incrementé ¢l NM y
disminuyo la TA. Los resultados anteriores apoyan la idea de que la disminucion en el NI
observado en las ratas FSL se debio a su hipersensibilidad colinérgica, mientras que el

aumento en el NM de las ratas FRL lo causé su hiposensibilidad colinérgica.

Intervalo-inter-intromision, intervalo inter-copulatorio y tasa de aciertos.

El 1T refleja el tiempo promedio que ocurre entre cada intromision en cada SC v su
comportamiento no ha sido analizado o presentado una caracteristica sobresaliente en estudios
antertores de ES. como para ser tomado en cuenta (Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti.
1995). Sin embargo. debido a que en esta prueba el NI tiende a disminuir y la LE a aumentar
en cada SC (Rodriguez-Manzo v Fernandez-Guasti, 1995), es de suponerse que el 11l también

tienda a incrementarse. Este hecho se observé ligeramente en las ratas SD. mientras que en las

66



lineas Flinders la respuesta fue mas variable. Este parametro también refleja la motivacion del
macho, ya que cuando estd muy motivado sexualmente. el intervalo entre cada intromision se
reduce. Cabe sefalar que este intervalo también depende del componente ejecutorio del
macho, y puede prolongarse cuando la receptividad de la hembra no es buena. En nuestro
caso, aunque en ambas lineas de ratas Flinders el [II fue marginalmente superior al de las ratas
SD, esta diferencia solo fue significativa en la 1* SC. debido a la gran variabilidad que

presentaron en este parémetro.

El IIC tampoco ha sido evaluado en los estudios previos de ES. con excepcion del
trabajo de Lawrence y Barfield (1975). en el que se demostré que tiene una tendencia bifasica.
disminuyendo entre la 1" y 2¢ SC v aumentando después. En el presente estudio. el
comportamiento del 1IC en los tres grupos. durante las sucesivas SC, fue diterente. En el grupo
control SD se mantuvo constante a lo largo de las primeras cinco SC, en el grupo FSL hubo
una tendencia a ser bifasica la respuesta. mientras que en las ratas FRI. tendi6 a disminuir. Por
lo tanto, el unico grupo de machos que se comportd segun lo reportado fue el de las ratas FSI..
Al igual que sucedio con el 1L en la 1" SC. ambas lineas tuvieron valores significativamente
superiores a los mostrados por las ratas SD y solo es las ratas FSL el 1IC fue

significativamente mas prolongado que el de las ratas SD en la 3" SC.

La TA retleja la eficiencia copulatoria del sujeto, ya que se calcula dividiendo el nimero
de intromisiones entre el nimero de intromisiones mas el nimero de montas. Al igual que con
el 1Il. no existe mucha informacién sobre el comportamiento de este parametro en el

transcurso de la prueba de ES. pero puede suponerse que en la medida en que se va
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incrementando el NM. la TA va disminuyendo en cada SC. En este estudio se pudo observar,
que la TA tuvo una tendencia a disminuir en el grupo control SD en cada SC. mientras que en
ambas lineas de ratas Flinders. primero se observo un ligero incremento y luego su
disminucién. En la mayoria de las SC. la mavor TA correspondid a las ratas SD. pero en
ningiin caso la diferencia entre los grupos tue significativa. Por tal motivo. la eficiencia

copulatoria medida a través de fa TA fue semejante en los 3 grupos.

St comparamos la CSM que presentan otros modetos animales de depresidn, como el
modelo farmacolégico de clomipramina propuesto por Vogel, con la que presentaron las ratas
FRL. podemos notar que éstas tuvieron mas semejanzas con las ratas deprimidas que con las
ratas FSL. por presentar menor °oSsk v FE. tener incrementados significativamente la L1, la
LE v el NM (Bonilla-Jaime et al. 1998: Vogel y Vogel.1982). Otras ratas que tienen
disminuida la motivacion sexual. como lo son las que han satistecho el criterio de ES. tienen
también estas mismas caracteristicas. aunadas al incremento en ¢l [PE (Rodriguez-Manzo y
Fernandez-Guasti, 1994). Entre las evidencias que han mostrado que la ES es un fendmeno
ocurre por falta de motivacion. mas que por un problema en la ejecucion por tactores
periféricos o inespecificos, como inhabilidad motora o la fatiga, es el hecho de que la S se ha
podido revertir farmacoldgicamente. Por ejemplo. se ha conseguido que los machos reasuman
la copula y evaculen después de la ES. mediante la estimulacion serotoninérgica
(administrando el agonista 5-HT, . el 8-OtH-DPAT). la inhibicién noradrenérgica (invectando
el antagonista de los receptores adrenérgicos «2 yohimbina,) o la estimulacion dopaminérgica

(inyeccion del agomsta dopaminérgico insepecifico apomorfina; Rodriguez-NMunzo y
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Fernandez-Guasti. 1994: Rodriguez-NManzo. 1999a). También es posible reiniciar la CSM en
los machos que han satistecho el criterio de ES mediante la introduccion de un nueva hembra
receptiva, fenomeno al que se le ha dado el nombre de Efecto Coolidge (Rodriguez-Manzo,

1999h).

Por lo anterior, puede inferirse que las ratas FRL manifiestan una CSM tipica de
animales que tienen baja motivacion. En cambio, las ratas FSL, a pesar de ser un modelo
animal de depresion. debido a que solo presentaron LI e IPE mas prolongadas que las ratas

control SD. su motivacion no fue tan detficiente como la mostrada por las ratas FRL.

Por otro lado. la CSM de las ratas FRL fue comparable con la que presentan ratas
normales a las que se les administran antagonistas colinérgicos. Por ejemplo, la administracion
de atropina o de SCO. va sea por via sistémica. directamente en el area predptica o en el
ventriculo lateral, produce el decremento en el %SsA. %Ssl, %SsE y en la FE ¢ incrementa
signiticativamente la LM, la LL la LE v el [PE (ver tabla 3, Bitran y Hull,1987; Retana et al,
1993). En cambio. al comparar las caracteristicas de la CSM de ratas a las que se¢ les ha
estimulado el sistema colinérgico. con la que presentaron las ratas FSL. podemos notar que
éstas solo fueron similares en la reduccion del NIy en el incremento de la LI, pero carccieron
del aumento en la FE v la reduccion en la LE descrita por otros autores (Ahlenius y Larsson.

1985: Hull et al, 1986: Retana-Marquez v Velazquez-Moctezuma, 1993b).

Considerando la sensibilidad colinérgica opuesta que tienen las ratas Fhinders. nosotros

esperabamos que aquellos aspectos de la CSM que dependieran de la actividad colinérgica
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presentarian resultados opuestos erire las ratas I'SL v FRL e intermedios en las ratas SD. lo
cual solo fue posible observarlo en el NI y NM. en los que las ratas FSL tuvieron valores

significativamente mas bajos que las ratas FRL.

Una posible explicacion a esta respuesta contradictoria de las ratas FSL, podria estar en
el hecho de que la seleccidn genética de estas ratas, responsable de en su mayor sensibilidad
colinérgica, ha traido como consecuencia la alteracion de otros SNT que también participan
en la regulacion de la CSM. como son el serotoninérgico, el dopaminérgico v el
noradrenérgico. Por ejemplo, en ralaciéon al SNT serotoninérgico, se ha mostrado que las ratas
FSL tienen un 20% mas de receptores 3-HT 4y 5-HT> que las ratas FRL a nivel hipotalamico
(Schiller. 1991) v son significativamente mas sensibles que las ratas FRL. a los agonistas que
estimulan este tipo de receptores. como son el 8-OH-DPAT y la quipazina (Overstreet et al,
1996b: Schiller, 1991; Wallis et al. 1988). Ademas, se ha mostrado que las ratas FSL tienen
niveles de SE y de su metabolito. el acido 5 hidroxi-indolacético (5-HIAA) 3 a 8 veces mas
alto que las ratas FRL en el NAcc. corteza prefrontal. hipocampo e hipotalamo y la relacion 5-
HIAA/SE es significativamente mas baja que en las ratas FRL, en el NAcc e hipotalamo
(Zangen et al, 1997). Para comprender mejor el efecto que podrian tener estas modificaciones
del SNT serotoninérgico en la CSM de las ratas FSL, analizaremos otros estudios que se han
hecho al respecto. Por cjemplo. recientemente. Overstreet y colaboradores (1996b) han
generado lineas de ratas que tiene alta (HDS) o baja sensibilidad (LDS) al agonista §8-OH-
DPAT. Las ratas HDS. ademas de presentar alta sensibilidad al 8-OH-DPAT. como las ratas
FSL. tienen mavor cantidad de receptores 5-HT) a nivel de la corteza frontal (Overstreet et al,

1996b). En estas mismas ratas se ha investigado el efecto de estas alteraciones
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serotoninérgicas, en la CSM (Sura et al. 2001). En dicho estudio, la linea de ratas HDS se
caracterizO por presentar una Pl significativamente menor y tener LE. IPE ¢ [IC
significativamente mas prolongados que las ratas control. Por otro lado. existen evidencias de
que alteraciones en el SNT serotoninérgico provocan el incremento en el IPE. Por ejemplo. la
lesion del lemnisco ventromedial del cerebro medio. a través del cual el hipotalamo recibe
informacién serotoninérgica, provoca el decremento en el IPE (Barfield et al, 1975), mientras
que las lesiones de vias serotoninérgicas del rafé y del cerebro medio, asi como invecciones en
el ventriculo cerebral de la neurotoxina 5-7 dihidroxitriptamina que lesiona las neuronas
serotoninérgicas, producen también el decremento en el IPE, lo que sugiere que la liberacion

de SE tiene un efecto inhibitorio sobre este indice (McIntosh y Barfield. 1984).

Considerando lo anterior, los incrementos en el IPE e 1IC observados también en las
ratas FSL, podrian deberse a las alteraciones que presentan en el SNT serotoninérgico. tal y
como sucede con las ratas HDS. Por otro lado. el hecho de que en las ratas HDS no se¢ hayva
presentado la disminucion en el NM y NI que se observo en las ratas FSL. permiten suponer
que esto se debid a que las ratas HDS no presentan la hipersensibilidad colinérgica de las ratas

FSL.

Hasta aqui se ha discutido como pudieron haber influido en la CSM de las ratas FSL. las
alteraciones que presentan en otros SNT pero. / es posible que en la CSM mostrada por las
ratas FRL en la prueba de ES havan intluido alteraciones en otros SNT como las observadas
en las ratas FSL? Debido a que las ratas FSL han sido consideradas como modelo animal de

depresion, la atencion sobre los cambios que pudieran existir en otros SNT se ha centrado en
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ellas y no en las ratas FRL. por 1o que existen pocos datos al respecto. No obstante. s¢ ha
propuesto que el menor umbral parz alarmarse o asustarse ante ciertos estimulos auditivos que
presentan las ratas FRL hipocolinérgicas. comparado con el que muestran las ratas SD v FSL,
posiblemente se debe a que las ratas FRL tenen alterado el sistema de receptores 5-HT,. va
que presentan una baja sensibilidad a las drogas que actian sobre este tipo de receptores
(Markou et al, 1994) y porque se¢ ha visto que la administracién de agonistas 5-HT,
disminuyen el tiempo de habituacion que requieren ratas normales para dejar de alarmarse con
el estimulo auditivo (Geyer y Bratt et al. 1982). Desatortunadamente, en el estudio en el que
se evaluaron los niveles de SE en las ratas Flinders, no se incluyeron a las ratas SD como
grupo control, sino que se asumio que las ratas FRL podrian fungir como controles. en virtud
de la semejanza que han mostrado tener con las respuestas de las ratas SD en otras
investigaciones. Por lo tanto, no hayv un punto de referencia que permita comparar si existen o
no anormalidades en el SNT serotoninérgico de las ratas FRL ademas de las ya mencionadas.
Sin embargo, existe la posibilidad de que asi como la seleccion genética atectd a las ratas FSL,
haya alterado también a las FRL v ésta también sea la responsable de los niveles opuestos de
SE que se han encontrado en ambas lineas de ratas y que por ello. los niveles de SE que
presentaron las ratas FRI. no correspondan necesariamente a los niveles normales que tienen
ratas SD reproducidas al azar en las mismas areas cerebrales va mencionadas. Una evidencia
que apoya lo anterior. es un trabajo en el que se administré el agonista serotoninérgico 3-HT5
buspirona a ratas FSL. FRL y Wistar. como control. para valorar ¢l efecto hipotérmico que
producia esta droga (Overstreet et al. 1992). En los resultados que se obtuvieron en este
estudio, las ratas FSI. presentaron hipersensibilidad a esta droga, porque produjo un ctecto

hipotérmico significativamente mavor (p < 0.001; - 3.06 vs — [.84 °C ) al mostrado por las



ratas FRL. mientras que ¢l efecte nipotérmico que tuvo esta droga en el grupo control fue
significativamente menor (p < 0.03 : -1.41 vs -1.84 °C) al de las ratas FRL. Lo anterior
muestra que las ratas FRL, aunque mostraron subsensibilidad a la buspirona en comparacion
con las ratas FSL. tuvieron mayor sensibilidad que las ratas Wistar a este mismo agonista.
Este hecho sugiere que las ratas FRL como las FSL, pueden tener también alterado el sistema

serotoninérgico en ciertas areas del cerebro.

Més aun, recientemente c¢n ratas FSL v FRL hembras ovariectomizadas, se analizaron
los niveles del RNAm que participan en la transcripcion de los receptores a 5-HT .y 5-HT-4
en areas relacionadas con el sistema limbico (Osterlund et al, 1999). Comparadas con las ratas
FRL. las ratas FSL expresaron niveles interiores del RNAm que transcribe receptores >-HT,
en la corteza perirrinal, amigdala anterodorsal medial y niveles mas altos en la region CA 2-3
del hipocampo. S1 bien este estudio se realizo con hembras, existe la posibilidad de que ¢n los
machos también se presenten niveles opuestos de receptores 5-HT,4 entre las lineas Flinders y
que los niveles de estos receptores en las ratas FRL sean diferentes de los que tienen las ratas
SD reproducidas al azar, aspecto que solo se podra dilucidar cuando se comparen

simultaneamente los tres grupos de ratas.

Si las ratas FRL tienen alteraciones en el receptor 5-HT,, el efecto que estas
modificaciones podrian tener en su CSM. podrian ser semejanies a las que mduce la
administracion crénica de fluoxetina (FLX). La FLLX es un inhibidor selectivo de la recaptura
de SE, que de mancra inmediata aumenta la disponibilidad de este neurotransmisor a nivel

sinaptico, pero su admimstracion cronica reduce las concentraciones de SE en el cerebro



(Gobbi et al, 1997; Trouvin et al. 1993), al alterar la sensibilidad de los receptores
serotoninérgicos en discretas areas del cerebro v al incrementar la cantidad de receptores 3-
HTranc en el hipotalamo (Li et al. 1997 a 'y b: Neumaier et al, 1996).
227411

En un estudio en el que se administro FLX durante 14 dias a machos a los que se les
dej6 eyacular 3 veces consecutivas v en machos que fueron sometidos a una prueba de ES. se
analizo su CSM un dia después de haber terminado el tratamiento (Frank et al. 2000). En el
caso de la prueba que sélo evaluo la CSM de los machos durante tres eyaculaciones. los
machos tuvieron un bajo %SsE, ya que solo el 56.24 % de las ratas tratadas con FLX (4 de 9
machos) evacularon 3 veces, comparado con el 100% del grupo control; ademas se incremento
significativamente el NM, NI, LE e III en la 3" SC y se redujo el IPE. Las ratas que solo
tuvieron 2 eyaculaciones. continuaron tratando de montar a las hembras. a pesar de no poder
eyacular una vez mas. tal y como se observo en las ratas FRL al final de la prueba de ES. De
1igual manera, en la prueba de ES. en las ratas tratadas con FLX se incrementd en el NM, NL
LE y en la altima SC. los machos continuaron tratando de montar a las hembras como lo
hicieron las ratas FRL. Debido a que se sabe que la entrada de informacion sensorial es critica
en la rata macho para lograr la intromision (Adler y Bermant, 1966; Contreras y Agmo. 1993;
Sachs y Barfield, 1970). es posible pensar que tanto en las ratas tratadas con FLX como las
ratas FRL tienen alguna alteracion en esta entrada de informacion sensorial que les impide
intromitir. Lo anterior permite suponer que alteraciones en el sistema serotoninérgico.
pudieron haber influido en la CSM de ambas lineas de ratas Flinders. junto con las que tienen

en el sistema colinérgico.
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En la discusion del segundo experimento se ampliara el analisis del efecto que pudicron
haber tenido las modificaciones en otros SNT en la CSM de las ratas Flinders, en virtud de que

en ese experimento se confirmaron algunas de los hallazgos obtenidos en la prueba de ES en

estas ratas.

8.7 Conclusiones.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio podemos concluir que:

1. La CSM de las ratas FRL se caracterizo por ser la mas baja de los tres grupos de
ratas macho, debido a que tuvieron menor %SsE, FE y mayor LI, LE. IPE, Il ¢ IIC. Esto
indica que tienen disminuido tanto el componente motivacional como el ejecutorio,
probablemente por presentar menor cantidad de receptores colinérgicos en ciertas areas del
SNC como lo han sugerido Overstreet et al. (1984). Pepe ct al. (1988). Overstreet (1991) v

Daws v Overstreet (1999).

2. Las ratas FSL presentaron bajo umbral eyaculatorio, es decir, requirieron menor
numero de intromisiones que las ratas FRL y control para eyacular, posiblemente por
presentar menor cantidad de receptores muscarinicos en ciertas areas cerebrales como lo han
propuesto Overstrect et al. (1984). Pepe et al. (1988). Overstreet (1991) v Daws y Overstreet
(1999). Ademas. la reduccion en el NI tue similar a la que presentan las ratas control cuando
se estimulan los rcceptores colinérgicos muscarinicos (Ahlenius y larson. 1985; Hull et

al,1998; Retana-Marquer et al, 1993).



3. La CSM de las ratas FSL tue semejante a la de las ratas FRL por tener incrementada
la LI, IPE, III e IIC con respecto al grupo control. Esta disminuida actividad en la CSM de las
ratas FSL. que posiblemente influyo para que consiguieran el criterio de extenuacion sexual
antes que las ratas control, no puede explicarse por la hipersensibilidad colinérgica que las

caracteriza sino a las alteraciones en otros sistemas de neurotransmision como el

serotoninérgico.
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9. SEGUNDO EXPERIMENTO

Caracterizacion de la Conducia Sexual Masculina Espontanea de las Ratas Flinders. en

Pruebas Semanales.

9.1. Antecedentes.

El desarrollo de la CSM en la rata ha sido objeto de algunos estudios (Baum. 1972:
Beach. 1942 a vy b: Goldfoot y Baum. 1972: Larsson, 1978; Meisel y Sachs. 1994; Sédersten v
Larsson. 1975). De acuerdo con cstas ivestigaciones se sabe que el patrdén copulatorio
completo del macho (monta, intromision v evaculacion) se presenta entre los 50 y 75 dias de
edad. dependiendo de la cepa o linea de estudio. Asi por ejemplo, las ratas de la cepa Long
Evans tienen su primera monta a los 41 dias de edad. la primera intromision a los 44 v la
primera eyaculacion a los 48 (Meisel v Sachs. 1994): en cambio las ratas de la cepa Roval
Victoria tienen la primera intromision y evaculacion a los 58 dias (Baum, 1972.). Por ultimo.
los machos de la cepa Dutch Wistar tienen su primera monta, intromision y eyaculacion a los
75 dias (Goldfoot v Baum. 1972). En general. el primer patrén de la CSM que aparece es la
monta, mientras que la primera intromision y eyaculacion se presentan algunos dias después y
suelen ocurrir el mismo dia (Meisel v Sachs. 1994). Por lo anterior, se puede considerar que a
los 3 meses de edad los machos han alcanzado la madurez sexual y que. a partir de esta edad.
la CSM se mantiene con pocas variaciones hasta la vejez. edad en la que empieza haber un
decremento en esta conducta (Knoll. 1997. Meisel y Sachs, 1994). No obstante. la

variabilidad que se presenta en la ejecucion de la CSM  en las ratas adultas jovenes. ha
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permitido seleccionar machos con alta actividad sexual y machos con baja actividad sexual
(Knoll. 1997). Todo esto muestra que pueden existir diterencias significativas en la ejecucuon

de la CSM entre diferentes cepas, como dentro de una misma cepa.

En el estudio de ES que realizamos previamente en las ratas Flinders. pudimos
demostrar que en la CSM existen diferencias significativas entre las ratas FSL y FRL v con
respecto a las ratas control SD. Ambas lineas Flinders resultaron tener disminuida su CSM.
por presentar LI IPE, Il e [IC significativamente mas prolongados que los mostrados por las
ratas SD. Ademas. las ratas FSL tuvieron un NI v NM significativamente menor que las ratas
FRI.. Debido a que en la prueba de ES. las diferencias entre los grupos ocurricron
generalmente después de la 1* SC en la mayoria de los pardmetros, la intencion de este estudio
fue determinar si estas diferencias aun se reproducen en pruebas semanales mas cortas de 30

min. al evaluar sélo los resultados de la 17 SC.

En un estudio preliminar, realizado en E.U.A. con las dos lineas de ratas Flinders. se
pudo demostrar en pruebas cortas de 30 minutos que ambas lineas tuvieron un NI
stgnificativamente mas bajo que el grupo control (FSL = 5.8 y FRL = 4.6 intromisiones en
promedio). sin que por ello la LE fuese mas corta (Velazquez-Moctezuma, 1989). En este
mismo estudio, con el objeto de demostrar si la reduccidn en el NI se debia a la hiperactividad
colinérgica que tienen las ratas FSI. se les administrd a ambas lincas el antagonista
colinérgico SCO. lo que provoco ¢n las ratas FSL un aumento en NI semejante al mostrado
por las ratas control (8.2 intromisiones en promedio). sin provocar ninguna otra modificacion

en los demas parametros evaluados. En cambio, en las ratas FRL la SCO causé el incremento

78



en el NM vy el decremento en la TA. Los resultados anteriores sugieren que la disminucion en
¢l NI de las ratas FSL se debe a la hiperactividad colinérgica, mientras que la reduccion del NI

observado en las FRL en condiciones basales. no parece depender de factores colinérgicos.

9.2. Objetivo particular.

Caracterizar la conducta sexual masculina espontanea en las ratas Flinders, mediante

pruebas semanales de 30 minutos.

9.3. Hipotesis particular.

Debido a que en la prueba deextenuacion sexual, en ambas lineas de¢ ratas

Flinders, hubo un aumento significativo en parametros como son LI, IPE. III, IIC y tuvieron

diferente NM y NI, se espera que estas mismas caracteristicas que se presentaron en dichos

parametros se confirmen en las pruebas semanales de 30 minutos.
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9.4. Metodologia particular.

9.4.1. Obtencion y manejo de los animales antes del experimento.

Los machos empleados en el experimento anterior de ES, fueron nuevamente utilizados
4 semanas después. Durante este periodo uno de los machos SD enfermo y murio, por lo que
su numero se redujo a 5 machos, mientras que los grupos de machos FSL y FRL continuaron
siendo de 6 individuos cada uno. Durante el periodo comprendido entre las semanas 22 v 30
de edad. se les registro su CSM semanalmente en nueve ocasiones consecutivas, en prucbas
de 30 minutos En la quinta semana de este experimento, uno de los machos FSL también
enfermo y murid. por lo que su grupo se redujo también a 5 individuos. Las condiciones en
que se mantuvieron los animales v se les apared con hembras receptivas fueron las mismas
que se describieron en la metodologia general y en el experimento anterior. Las pruebas de
conducta se hicieron el mismo dia en los tres grupos. empleando para ello las mismas
hembras, de modo que los machos de los tres grupos estuvieran sometidos a condiciones
equivalentes en cuanto a receptividad de las hembras. asi como cualquier otro tactor
ambiental. Asimismo. el orden en ¢l que se observo cada grupo de machos en cada registro.
fue al azar. Los parametros que se emplearon para evaluar la CSM fueron los mismos que en

el experimento anterior.

Durante los 30 minutos de registro se intercambiaron las hembras cada 5 minutos. con
el fin de eliminar la habituacion que se presenta en los machos poco activos cuando son

apareados con una misma hembra. Lo anterior se hizo con el fin de lograr una mayor
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estimulacidn en los sujetos. Con excepcion de la FE y el %SsE. el resto de los pardmetros que
se obtuvieron se evaluaron tnicamente para la 1* SC, debido a que el reducido nimero de
machos que se empled, en ocasiones no permitid que se tuvieran datos suficientes para

promediarlos en las SC subsecuentes.

9.4.2.Analisis estadistico.

Se comparé la CSM mostrada en cada registro semanal entre los diferentes grupos. (SD.
FSL y FRL). Para cada parametro se aplico un analisis de varianza de Kruskal-Wallis. seguido
de la prueba de Dunn para grupos con un numero de sujetos desigual. Los porcentajes de

sujetos que cyvacularon se compararon mediante la prueba de Fisher (Zar, 1994)

9. 5. Resultados.

Porcentaje de sujetos que evacularon.El 100% de los machos, en los tres grupos.

evacularon durante la 1" SC en todas las pruebas y debido a que no hubo diferencias entre

ellos. los resultados no se muestra en la tigura 10. pero si se incluyen los obtenidos en la 2%

3ty 4" SC durante los nueve pruebas semanales de CSM.
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Figura 10. Porcentaje de sujetos que eyacularon (%SE) en la 2° (a), 3" (b) y 4” (c) serie copulatoria, durante
nueve pruebas semanales consecutivas de 30 minutos, en tres grupos de ratas macho adultas SD, FRL v

FSL. * p <0.05, ** p < 0.01, segin la prueba de Fisher.



Los machos FSL tuvieron un %SskE significativamente menor que el grupo control SD (p
<0.05 vy 0.01, segun la prueba de Fisher) enla 2" SC.enla 3"y 6" semana. en la 3* SC. en la
6" semana y en la 4" SC. en la 4, 5" v 7" prueba. Por su parte, las ratas FRL tuvieron un %oSsk
significativamente menor al del grupo control SD (p < 0.05, segun la prueba de Fisher) en la
2% SC, en la 6" semana, en la 3" SC, enla 3" y 6" semana, y en la 4" SC, en la 4%, 5" v 7" semana
de registro. Si bien la baja actividad de las ratas en la 6" semana podria atribuirse a la menor
receptividad que se observd en las hembras. la de las otras semanas no. debido a que la

receptividad de las hembras tue buena.

Frecuencia Eyaculatoria.

La actividad copulatoria del grupo control SD durante ¢l periodo de registro (de la
semana 22 a la 30 de edad), fue muy uniforme, con ligeras variaciones en la FE (figura 11).
Debido a que los tres grupos de machos se observaron el mismo dia con las mismas hembras.
todos estuvieron sujetos a las mismas variaciones que se presentaron las hembras en su
receptividad. la cual. en general. tuvo el nivel deseado, con excepcion de la 6" semana en la
que decrecid y por ello los 3 grupos de machos mostraron una baja CSM. No obstante, en esta
semana el decremento en la receptividad de las hembras no impidié que el 100 % de las ratas
SD eyacularan por lo menos dos veces. En cambio, las ratas Flinders. al parecer resultaron ser
mas sensibles a la baja en la receptividad de las hembras. va que s6lo una de las seis ratas FFSL
y cuatro de las seis ratas FRL eyacularon en esa semana. Con excepcion de esta ocasion, no se
notaron anormalidades en la receptividad de las hembras. por lo que puede considerarse que

esta variable no afectd de manera importante el resto de las pruebas.
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Figura 11. Frecuencia eyaculatoria (FE) ). promedio = error estandar, de la primera serie copulatoria

presentada por

tres grupos de ratas macho adultas SD, FRL y FSL en las pruebas de 30 minutos

realizadas semanalmente. * p <0.05 de acuerdo a la prueba de Dunn.
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Como se puede observar en la tigura 11. sélo en la 5* semana. se hallaron diferencias
significativas entre los grupos (promedio = d.e. FRL =15+ 08 I'SL =18+ 12 .8D = 338
+ 0.8).[H(2)=9037 p <0.010. ANOVA de Kruskal-Wallis ]. El analisis post hoc

demostrd que las ratas FRL tuvieron una FE significativamente mas baja que el de las ratas

SD en esta SC (p < 0.05. segtin la prueba de Dunn).

Latencia de monta y latencia de intromision.

La figura 12 muestra los valores de .M (a) y LI (b) obtenidos en los nueve pruebas
semanales consecutivas de la CSM realizada por los tres grupos de machos. Tanto la LM
como la LI de las ratas control SD fue muy semejante en todos los pruebas, en cambio. las
ratas Flinders mostraron una mayor variacion en estos parametros. Sin embargo. solo hubo
diferencias significativas en la LM entre los grupos en la 6 SC (promedio + d.e. FRL =496 £
231, FSL =196 £ 215y SD = 31.8+ 225seg)[H(2)=8.113.p<0.0173, ANOVA de
Kruskal-Wallis] y en la 9" SC (promedio + d.e. FRL =793 + 45 FSLL. =230+ 181y SD =
126 + S2seg) [H(2)=8704.p <0.0129. ANOVA de Kruskal-Wallis] vy el andlisis post
hoc demostrd que en la 6" semana de registro la LM de las ratas FRL fue significativamente
mas prolongada que la del grupo control SD (p < 0.05, prueba de Dunn), mientras que en la 9°
semana, fue la LM de las ratas FSL la que tuvo un valor significativamente mayor que el de

las ratas SD (p < 0.05. prucba de Dunn).
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Figura 12. Latencia de monta (LM)(a), Latencia de Intromision (LI}b) de la primera serie copulatoria,

promedioc £ error estindar, de tres grupos de ratas macho adultas SD, FRL v FSL, obtenidos en pruebas

de 30 minutos realizados semanalmente. * p < 0. 05, la prueba de Dunn.



En la figura 12b es posible observar que las ratas Flinders presentaron una gran
variacién en la LI registrada en la 1" SC. No obstante. solo se encotraron diferencias
significativas entre los grupos en la LI en la 4" semana (promedio + d.e. FRL = 213 + 281,
FSL =805+81.7y SD = 28+ 214 seg) [H(2)=6.180.p <0. 0173, ANOVA de
Kruskal-Wallis], en la 6" semana (promedio £ d.c. FRL =249 + 208, FSL =360+ 320y SD
=252+ 127).[H(2)=8.113, p<0.0173. ANOVA de Kruskal-Wallis] v en la 9* semana
(promedio + d.e. FRL = 123 £ 58, FSL =465 +430 y SD =156+ 75seg)[H(2) =
10.27, p < 0. 0059, ANOVA de Kruskal-Wallis]. Al realizar las pruebas post hoc se encontrd
que las ratas FRL tuvieron la L1 mas prolongada que la de las ratas SD en la 4" y 9" semana (p
< 0.05, prueba de Dunn), mientras que las ratas I'SL presentaron la L1 mas larga que el grupo

SD control en la 6" v 9 semana (p < 0.03. prueba de Dunn).

Latencia de eyaculacion e intervalo posteyaculatorio.

La LE en los tres grupos de machos fue muy variable a lo largo del periodo de estudio.
aunque no tan notable como sucedid con la LM v LT (figura 13a). En general. ¢l grupo de
ratas SD presentd valores de LE mas bajos. Cabe sefialar que casi todos los grupos
obtuvieron su valor minimo en la 4° semana de registro, pero no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos de machos en las distintas semanas de observacidn.
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Figura 13. Latencia de eyaculacion (LE) (a) v periodo refractario posteyaculatorio (IPE) (b), promedio +
error estandar, de la primera serie copulatoria en tres grupos de ratas macho adultas SD, FRL y FSL

durante pruebas semanales de 30 minutos. = p < 0.05, segin la prueba de Dunn.

38



En el caso del IPE de la 1* SC. hubo menos variaciones en los tres grupos de machos
(figura 13b). Se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la 1" semana
(promedio + d.e. FRL = 529.5 + 464, FSL =355.8 £49.9, SD =261 £ 324 seg), [H(2)=
9.396. p < 0.009. ANOVA de Kruskal-Wallis]. 8" semana ( promedio + d.e. FRL = 345 +
80.9. FSL =368 +£28.6, SD =270.6=372seg.), [H(2)=6.665 p<0.0357, ANOVA de
Kruskal-Wallis]. y 9" semana ( promedio = d.e. FRL =338 £41.8. FSL=302+41.7, SD =

265.6+19.2seg) [H(2)=6.98, p<0.030. ANOVA de Kruskal-Wallis].

Las pruebas post hoc demostraron que en la 1" v 9" semanas de registro las ratas FRL
tuvieron un IPE significativamente mavor al de las ratas SD. mientras que el IPE de las ratas

FSL fue mayor que el de las ratas SD en la 1" y 8" semana (p < 0.05, prueba de Dunn).

Nimero de montas y niimero de intromisiones.

En la figura 14 se observa que tanto el NM (a) como el NI (b) de la 1* SC presentaron
variaciones en los tres grupos de machos, pero solamente en la primera semana se
encontraron diferencias significativas entre ellos en el NI (promedio + d.e. FRL = 8.5 + 2.1.
FSL=58+1.7., SD =102+ 33)[H(2)="7.788, p<0.020, ANOVA de Kruskal-Wallis|
y la prueba post hoc mostrod que las ratas FSL tuvieron el NI significativamente menor al

motrado por las ratas SD (p < 0.05, Dunn).
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Figura 14. Ndmero de montas (NM)(a) y nimero de intromisiones (N1)(b), promedio * error estandar. de
la primera serie copulatoria de tres grupos de ratas macho adultas SD, FRL y FSL en pruebas semanales

de 30 minutos.
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Intervalo inter-intromision e intervalo inter-copulatorio.

La figura 15 muestra los resultados del Il (a) e [IC (b) en los tres grupos de machos. En

la tabla 4 se observan los resultados del Il de cinco de las nueve semanas en las que se

encontraron diferencias significativas entre los grupos. al realizar la ANOVA de Kruskal-

Wallis.

Tabla 4. Resultado del intervalo inter-intromision (I11) de los grupos de ratas macho Sprague-Dawley

(SD), Flinders Sensitiva (FSL) y Resistente (FRL). unicamente de aquellas sernanas en donde 1a ANOV A

de Kruskal-Wallis demostré que existieron diferencias significativas entre los grupos. Los valores del 111 se

expresan en segundos (promedio + desviacion estandar).

SEMANA SD FSL FRL ANOVA
I 26.7 + 7.4 seg 80.6 + 34.9 seg 49.1 + 20.3 seg H (2)=10.14, p <0.006
3° 30.7+ 9.3 seg 73.6 £ 14.9 seg 61.0+ 9.1 seg H (2)=10.22, p <0.006
4* 29.7 + 8.9 seg 80.7 + 33.4 seg 54.1 + 243 seg H (2)=9.44, p <0.009
7 33.6 +16.6 seg 68.7 £ 11 seg 42 £ 10.9 seg H(2)=8.69, p<0.013 —‘
9* 20+ 9.5 seg 58.5+ 13.3 seg 49.6 + 20.4 seg H(2)=9.493, p <0.009

Las pruebas post hoc demostraron que el I de las ratas FSL fue significativamente mas

prolongado que ¢l de las ratas control SD en la 1%, 3% 4", 7" v 9" semana de registro ( p < 0.03.
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prueba de Dunn). mientras que entre los otros dos grupos de ratas Flinders no se observaron

diferencias.

Al igual que se presentd con el III. al aplicar la ANOVA de Kruskal-Wallis también se
encontraron diferencias significativas en el [IC entre los grupos, mismas que se muestran en la

tabla S.

Tabla 5. Resultado del intervalo inter-copulatorio (IIC) de los grupos de ratas macho Sprague-Dawley
(SD), Flinders Sensitiva (FSL) y Resistente (FRL). unicamente de aquellas semanas en donde la ANOVA
de Kruskal-Wallis demostrdé que existieron diferencias significativas entre los grupos. Los valores del 1IC

se expresan en segundos (promedio + desviacion estandar).

; I ]
SEMANA | SD ! FSL FRL ANOVA
5 20.0 + 9.2 seg 48.5+ 24.7seg | 27.4 +122seg | H(2)=6.76, p<0.0341 |
3 19.6 + 4.8 seg 29.6 + 2.0 seg 31.8 + 8.0 seg H (2) = 8.66, p <0.0132
|
F 47 1594 4.9 seg 36.9+ 10.6 seg | 28.6 + 5.8seg | H(2)=10.78, p <0.0046

74 22.2 £ 9.8 seg _L 40.3 + 7.6 seg 29.3 +6.2 seg H (2) = 6.40, p <0.0406
9° IS0+ 7 seg 340+ 6.6seg | 315 + 109seg | H(2)=7.62, p<0.0221

1 1

En el analisis post hoc se encontrd que el IIC de las ratas FSL tue significativamente
mas prolongado que el de las ratas SD en la 17 3% 4 7* v 9* semana (p < 0.05. prueba de
Dunn). Ademads. el HC de las ratas FRIL tue significativamente mayor que ¢l de las ratas SD

en la 3* semana ( p < 0.05. prueba de Dunn).
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Figura 1S. Intervalo Interintromision (III) (a) e Intervalo Intercopulatorio (IIC) (b) de la primera serie

copulatoria de tres grupos de ratas macho adultas SD, FRL y FSL, obtenidos en pruebas semanalies de 30

minutos . * p <0.05, segiin la prueba de Dunn.



Tasa de aciertos.

En el caso de la TA de la 1" SC (figura 16), se pudo observar que se presentaron
variaciones en los 3 grupos de machos a lo largo de las nueve semanas. obteniéndose
diferencias significativas entre ellos (ANOVA de Kruskal-Wallis) solamente en algunas

semanas. mismas que se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Resultado de Ia tasa de aciertos (TA) de los grupos de ratas macho Sprague-Dawley (SD), Flinders
Sensitiva (FSL) y Resistente (FRL), unicamente de aquellas semanas en donde Ia ANOVA de Kruskal-

Wallis demostro que existieron diferencias significativas entre los grupos. Los valores de la TA se expresan

como promedio + desviacidn estandar.

[ ] [ T T
SEMANA i SD FSL FRL ANOVA
é
2° 0.59 + 0.12 seg 0.46 + 0.18 seg | 0.77 + 0.13 seg H(2)=6.33, p<0.0421
|
3 0.67 + 0.21 seg 0.42+0.10seg | 0.53 +0.15 seg H(2) = 6.185, p <0.0454
9" 0.76 + 0.07 seg 0.61 + 0.20 seg L 0.61 + 0.07 seg H(2) = 6.187, p<0.045

Las pruebas post hoc mostraron que las ratas FSL tuvieron una TA significativamente
menor { p < 0.05. prueba de Dunn). a la que presentaron las ratas FRL y SD en la 2° y 3*

semana de registro, respectivamente. bn cambio. las ratas FRIL tuvieron una TA

stgnificativamente menor a la de las ratas SD ( p <0.05, prueba de Dunn) en la 9* semana.
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Figura 16. Tasa de aciertos (TA) de la primera serie copulatoria de tres grupos de ratas macho adultas

SD, FRL y FSL, obtenidos en pruebas semanales de 30 minutos . * p <0.05, segin la prueba de Dunn.



9.6. Discusion.

Durante las pruebas semanales de 30 minutos solo se pudieron observar diferencias
entre los grupos de machos en algunas ocasiones. a pesar de haber utilizado los mismos
sujetos que en la prueba de ES. No obstante. en este experimento se volvid a corroborar que
ambas lineas de ratas Flinders tuvieron una CSM menor a la mostrada por las ratas SD. Por
ejemplo. en algunas semanas el %SsE fue significativamente menor en ambas lineas de ratas
Flinders. y sus LM. LI e [PE mas prolongados que los del grupo control. Ademas, tal y como
sucedid en la prueba de ES. las ratas FRL tuvieron una FE signifcativamente menor a la de las
ratas SD (3" semana). mientras que las ratas FSL presentaron un decremento en el NI (1*
semana). con respecto a la obtenida por el grupo control. Aunado a lo anterior. las pruebas
semanales de 30 minutos hicieron mas evidente en las ratas FSL, el incremento en el 11l e IIC
con respecto al grupo control SD en varias semanas (5 de 9). mientras que las ratas FRL
solamente presentaron un 11C significativamente mayor en una de las semanas de registro (la
3"). Por ultimo. las ratas I'RL tuvieron una TA significativamente menor a la de las ratas SD
en la 9" semana de registro. mientras que las ratas FSL tuvieron una TA significativamente

menor a la del grupo FRL y control SD en la 2* y 3" semana de registro, respectivamente.

De todas las diferencias que se observaron en la CSM de las ratas Flinders. durante las
nueve semanas. el incremento significativo del Il ¢ IC de la 1* SC que ocurrié en las ratas
FSL respecto a los obtentdos por el grupo control fue ¢l mas consistente, ya que se presento en
5 de las 9 semanas. Ademas. este mismo hecho se presento en la 1* SC durante la prueba de

ES, en ambas lincas de ratas Flinders. kn cambio, en las ratas FRL. el 1IC fue
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significativamente mas prolongado que el del grupo control solo en una de las nueve semanas

analizadas.

Si tomamos en cuenta que el incremento en el Il e 1IC puede deberse tanto al aumento
en la LE como a la reduccién en el NI v NN es posible que el incremento en el III e IIC
observado en las ratas FSL se haya debido. principalmente, a la reducciéon en el NI y NM.
causado por su hipersensibilidad colinérgica. mientras que el incremento observado en las
ratas FRL en el lIC, se haya debido, principalmente, al aumento en la LE, provocado por su
hiposensibilidad colinérgica. Lo anterior estaria fundamentado en el el hecho de quese ha
mostrado que la estimulacion colinérgica en ratas normales produce un decremento en el NI
(Ahlenius v Larsson, 1985; Hull et al. 1986; Retana et al, 1993), mientras que la
administracion de antagonistas colinérgicos provoca el incremento en la LE (Duran et al.

2000. ver Tabla 2).

Como ya se menciond en la discusién del experimento de ES, en un estudio previo
realizado en las ratas Flinders, la administracion del antagonista colinérgico SCO-HCI produjo
en las ratas FSL que el bajo NI que caracteriza a estas ratas aumentara al nivel que tuvieron las
ratas del grupo control, mientras que en las ratas FRL la SCO-HCI produjo un aumento en el
NM, lo que apoya la participacion del SNT colinérgico en la regulacion de estos parametros

(Velazquez-Moctezuma et al, 1989).

El incremento observado en el Il tambi¢n se ha podido inducir si s¢ administra cl

agonista muscarinico OXO en el ventriculo lateral de la rata, pero cuando se aplica en el APO.
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no ocurre tal aumento, pero si la reduccion en el NI (Hull et al. 1986). Lo anterior significa
que el sistema que determina la ejecucion de las intromisiones esta vinculado al APO.
mientras que el que regula la rapidez con que ocurren estos eventos. esta localizado fuera del
APO en zonas contiguas al ventriculo lateral v que ambas son susceptibles de la estimulacion

colinérgica (Hull et al, 1986).

Por otra parte. se ha mostrado que la hipersensibilidad colinérgica inducida mediante la
administracion cronica de antagonistas colinérgicos. ha producido, en algunos parametros de
la CSM, resultados semejantes a los que se observaron en las ratas FSL durante las pruebas
semanales de 30 minutos Retana-Marquez y cols. (1993), basandose en la evidencia de que el
bloqueo de receptores colinérgicos en la rata induce temporalmente hipersensibilidad
colinérgica, porque aumenta los receptores colinérgicos en el cerebro (Majocha v Baldessarini.
1984). trataron de inducir en dos grupos de ratas Wistar hipersensibilidad colinérgica, como la
que presentan las ratas FSL, mediante la administracion sistémica y cronica (durante 17 dias).
de los antagonistas colinérgicos SCO-HCI (que actua tanto a nivel central como pérférico) v
de SCO-HBr (que actia solo periféricamente). Cuarenta y ocho horas después de este
tratamiento, se les inyectd a los dos grupos de machos SCO-HBr y 15 minutos después, una
dosis baja del agonista colinérgico OXO. para que actuara solo centralmente, con el objeto de
analizar el efecto de estos tratamientos en la CSM. En lugar de obtenerse el incremento en la
(CSM que se ha mostrado que produce la administracion de OXO. tanto el bloqueo colinérgico
central con SCO-HCI, como el periférico. con SCO-MBr. produjeron ¢l decremento
significativo de la FE y TA, asi como ¢l aumento significativo en la LE. NM ¢ 1l (Retana et

al. 1993). Comparada con la respuesta que mostraron las ratas FSL durante las prucbas

98



semanales. la CSM de las ratas Wistar a las que se les indujo hipersensibilidad colinérgica, fue
semejante en el decremento en la TA v en el incremento del Ill; ademas, aunque en las
pruebas semanales no se observo que disminuyvera significativamente la FE en las ratas FSL.
el %SsE fue significativamente menor en varias semanas. No obstante, en las ratas Wistar
tratadas cronicamente con agonistas colinergicos. no se observaron los incrementos en el IPE,
[IC. ni la disminucion en el NI que ocurrio en las ratas FSL. La CSM que mostraron las ratas
Wistar ante la estimulacién con OXO. después de haber sido tratadas crénicamente con
antagonistas colinérgicos, fue diferente de la estimulacion aguda con OXO, posiblemente
porque el tratamiento cronico con agonistas modifico otros SNT. ademas del colinérgico, de la
misma manera que lo hizo en las ratas FSL la  seleccidon genética que causd su

hipersensibilidad colinérgica (Overstreet et al. 1996).

En cuanto a las caracteristicas que presentaron las ratas FRL en las pruebas de 30
minutos, s6lo en algunas de las semanas mostraron un decremento significativo en el %SsE y
FE. asi como un incremento significativo en la LM. LI. IPE e HIC. Con excepcién del
incremento en la LM. estos mismos resultados se han observado luego de la administracion de
diferentes antagonistas (Bignami, 1966; Duran et al, 2000; Hull et al,1986; Leavit, 1969;
Retana et al 1993; Soulairac y Soulairac. 1975). Lo anterior permite suponer que la CSM
mostrada por las ratas FRL en ambos experimentos. fue congruente con lo que se esperaba de
ellas. dada su hiposensibilidad colinérgica. Cabe agregar que. debido a que el incremento en el
[IC solo se ha descrito con la administracion intratecal de antagonistas (Duran et al, 2000),

pero no con la inyeccion intraventricular o en el APO (Hull et al. 1991), es posible que este
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efecto se hava debido a que las ratas FRL también presentan una hiposensibilidad colinérgica

a nivel periférico.

Es posible que algunas de las caracteristicas de la CSM que mostraron las ratas Flinders.
tanto en la prueba de ES, como en las semanales de 30 minutos. se deban no solo a su
diferente sensibilidad colinérgica, sino también a las alteraciones que han sufrido estas ratas en
otros SNT. en arcas del cerebro involucradas en la regulacidon de la CSM. Por ejemplo, el
aumento en la LI ¢ IPE, asi como la disminucion NI observada en la ratas FSL tanto en la
prueba de ES. como en las pruebas semanales. podria estar relacionada con las alteraciones
del SNT serotoninérgico que tienen estas ratas en la corteza prefrontal, que consisten en
niveles intracelulares de SE tres veces mas altos que los de las ratas control y una mayor
cantidad de sitios de unidn a receptores >-HT 4 (Schiller, 1991: Zangen et al. 1997). Se sabe
que la corteza prefrontal estd involucrada en la motivacion y el aprendizaje, asi como en
muchas respuestas motoras y autonomicas. Ademas, se ha observado que su lesidon produce el
decremento de la FE y del Nl en la 1* SC. asi como el incrementoen la LM y LI (Agmo et al.
1995), lo que sugiere que la corteza prefrontal participa en la regulacion del inicio de la

CSM.

Por otra parte. las ratas HDS que muestran como las ratas FSL  una alta sensibilidad al
8-OH-DPAT. por poseer una mayor concentiacion de receptores S-HT 4 en la corteza
prefrontal. se asemajan a las ratas FSL por presentar una menor FE vy LI, IPE y HIC mas
prolongados (Knapp et al.1998: Sura et al, 2001). Debido a que la corteza prefrontal recibe

proyecciones reciprocas de dreas autonomicas del tallo cerebral (Neafsey. 1986; Terreberry y
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Neafsev. 1987) v que durante la eyaculacion se incrementa el ritmo respiratorio y cardiaco y
cambia el flujo sanguineo (Fox vy Fox. 1971). estas respuestas podrian ser las que determinaran
la duracion del IPE. Una posible via para que este etecto ocurra, podria ser la del hipotalamo
lateral, ya que recibe informacion de la corteza v se proyecta hacia areas del tallo cerebral que
controlan reflejos cardiacos y respiratorios (Allen y Cechetto, 1993; Holstege.1987). De
acuerdo con lo anterior, las modificaciones serotoninérgicas que presentan las ratas FSL en la
corteza prefrontal podrian ser las responsables de que se prolongue la LI el IPE y el 1IC en

ellas.

Al parecer el problema que tienen las ratas FSL en el sistema serotoninérgico. radica en
su incapacidad para liberar SE. lo que provoca que los niveles intracelulares de este
neurotransmisor sean significativamente mas altos que los de las ratas 'RL en el NAcc.
corteza prefrontal. hipocampo ¢ hipotalamo (Zangen et al. 1997). Lo anterior se dedujo porque
en este estudio. la relacion 5-HIAA / St de las ratas FSIL. fue significativamente mas baja en
el NAcc y en el hipotalamo que en otras areas cerebrales, lo que indica que el metabolismo de
la SE fue mas bajo. Apoyados en estos resultados, estos autores han propuesto que el aumento
en los niveles de SE en las ratas FSL. se debe principalmente a un decremento en su
liberaciéon. mas que a una menor actividad de la enzima monoamino oxidasa, que transtorma
a la SE en 5-HIAA. Otra evidencia que confirma esta idea, es el hecho de que en este mismo
trabajo se demostr6 que la administracion de desipramina, un inhibidor de la recaptura de NE
que aumenta la liberacion de SE. normalizo los niveles intracelulares altos de SE v la baja

relacion S-HIAA / SE en las ratas FSL (Zangen et al. 1997).
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A las alteraciones que tienen las ratas FSL en el sistema serotoninérgico. podrian
haberse agregado también las que presentan en el sistema dopaminérgico (DA) y haber
influido en su CSM. Se ha observado que las ratas FSL  tiene también problemas en la
liberacion de DA. Por ejemplo. las ratas FSL. comparadas con las ratas SD. tienen niveles
intracelulares de DA dos veces mas altos en el estriado, hipocampo e hipotalamo y 6 veces
mas altos en el NAcc (Zangen et al, 1999). mientras que sus niveles extracelulares de DA en
este ultimo nucleo son 40% mas bajos que los de las ratas control SD y no producen la
liberacion de DA que ocurre en las ratas control SD, cuando se les administra SE en el NAcc
(Zangen et al. 2001). En este mismo estudio. debido a que la administracion del antidepresivo
desipramina produjo en las ratas FSL la normalizacion en los niveles de DA en el NAcc v
reanudoé las interacciones SE-DA observadas en las ratas controles. estos autores propusieron
que la falta de motivacién que presentan las ratas FSL. que las hace comportarse como un
animal deprimido, podrian deberse a la incapacidad de su sistema serotoninérgico para

estimular la liberacion de DA en el NAcc (Zangen et al. 2001).

Lorrain v colaboradores han propuesto que en la motivacion sexual existe una
interaccion SE-DA en el NAcc que apoya lo anteriormente expuesto (Lorrain et al, 1999). Se
sabe que el NAcc es la principal area terminal del sistema mesolimbico, cuya funcion es
critica para la expresion de las conductas apetitivas y de reforzamiento: tales como cépular.
comer. beber. auto-administracion de drogas v autoestimulacion intracreneal (Hull ¢t al.1999).
En cuanto a su papel en la regulacion de la CSM. se ha observado que varias de las
condiciones que motivan la copula en el macho. como son la exposicidén del macho al olor de

una hembra cn estro o bien su presentacton a través de una barrera que impide el acceso del
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macho a ella, incrementan la liberacion de DA en el NAcce (Damsma et al, 1992), en cambio
la presencia de hembras que no estan en estro no desencadenan esta misma respuesta (Fumero
et al.1994; Mas et al. 1990: Wenkstern et al. 1993). Ademas. se ha observado que los niveles
de DA se incrementan en el NAcc durante la copula hasta que ocurre la eyaculacion, para
luego decrecer durante el IPE (Lorrain et al. 1999). Este incremento en los niveles de DA
durante la actividad sexual es muy especifico. va que otro tipo de actividades que realiza la
rata que dependen de la motivacion, como comer o presentar actividad locomotora voluntaria
no lo desencadenan (Mogenson et al, 1980). Aunado a lo anterior. Fiorino et al (1997) han
propuesto que la ES es un fendmeno que se origina por la inhabilidad de la hembra en estro
para incrementar precisamente los niveles Jde DA en el NAcc. Todos estos resultados parecen
indicar que el aumento en la DA que produce el NAcc es esencial para originar la motivacion

sexual que tinaliza el IPE. mientras que su decremento origina el cstablecimiento de la ES.

Por otro lado. recientemente se ha mostrado en ratas normales que los niveles de SE que
se incrementan después de la eyaculacion en el hipotdlamo lateral. al parecer estan
involucrados con la mactividad sexual que ocurre durante el IPE. debido a que ejercen un
efecto inhibitorio sobre la liberacion de DA en el NAcc (Lorrain et al, 1999). La incapacidad
del sistema serotonminérgico de las ratas FSL para estimular la liberacién de DA en el NAcc
podria ser la responsable del deterioro observado en la CSM, en parametros que reflejan el
componente motivacional. como son el aumento significativo observado en la LM, L1 vy el

IPE.



En cuanto a la posibilidad de que havan influido alteraciones del SNT serotoninérgico,
en la CSM que mostraron las ratas FRL en las pruebas semanales de 30 minutos. no parece
factible. va que durante la conducta desarrollada por ellas en la 1" SC no se observaron los
aumentos en el NM v NI que ocurrieron en la prueba ES y que se asemejan con los problemas
que tienen en la copula las ratas tratadas cronicamente con FLX (Frank et al, 2000). Por tal
motivo. las deficiencias en la CSM que presentaron las ratas FRL en este estudio, se pueden

explicar unicamente por la hiposensibilidad colinérgica que tienen.

9.7. Conclusiones.

Luego de evaluar la CSM que presentaron los tres grupos de machos en la 1* SC de las

pruebas de 30 minutos. podemos concluir que:

1. La conducta sexual de ambas lineas de ratas Flinders estuvo mas deteriorada que la
del grupo control. porque al menos en algunas semanas, presentaron un decremento
significativo en el %SsE, asi como LM, LI IPE. Il e [IC significativamente mas prolongados.

lo que corrobord parte de los resultados obtenidos en la prueba de extenuacion sexual.

2. En la primera serie copulatoria. las ratas FSL se caracterizaron por tener 11l e 1IC
significativamente mas prolongados que los de las ratas control, tal y como s¢ observo en la
prucba de extenuacion sexual. Posiblemente se deba a que tienden a requerir menos

intromisiones para eyacular como resultado de su hipersensibilidad colinérgica.
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3. Las semejanzas que presentaron ambas lineas de ratas Flinders en su conducta sexual
no pueden atribuirse a su diferente sensibilidad colinérgica, por lo que es posible que las
alteraciones que se han encontrado principalmente en las ratas FSL, en otros SNT. esten

influyendo en la baja CSM que mostraron.



10. TERCER EXPERIMENTO.

Efecto de la Castracion y de la Terapia Restitutiva en la Conducta Sexual

Masculina de las Ratas Flinders.

10.1. Antecedentes.

Se ha mostrado que la hormona T. es la principal hormona secretada por los testiculos
que participa en la regulacion de la CSM (Meisel y Sachs, 1994), ya que su eliminacion
mediante la castracion del macho, provoca. en diferentes especies de mamiferos (como la rata,
el conejo, el mono y el humano. entre otros). la disminucion de la CSM hasta perderse al cabo
de algunas semanas (Agmo, 1976a; Davidson. 1966b; Larsson, 1956; Meisel v Sachs. 1994).
En cambio, el tratamiento con T en los machos castrados, restablece la CSM (Beach. 1942a:
Sodersten y Larsson, 1975; Morali et al. 1977: Meisel y Sachs. 1994; Retana-Marquez y

Veldsquez-Moctezuma, 1997).

El decremento de la CSM como consecuencia de la castracién es un fendmeno
documentado desde la antigliedad y en la rata se han realizado varios estudios sistematicos al
respecto (Beach y Holtz, 1946 y 1949; Davidson. 1966b; Larsson. 1966, Morali et al, 1977.
Sodersten y Larsson.1975; Whalen et al, 1961). La castracion provoca la perdida paulatina de
la CSM. El primer patrén conductual que se atecta por la castracion es la eyaculacion. ya que
se prolonga la latencia de eyaculacion y algunas ratas dejan de evacular pocos dias después de

la operacién. El segundo patron que desaparece por la castracion es la intromision (Beach.
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1942b. Larsson. 1979). aunque otros autores senalan que la eyaculacidon y la intromision
desaparecen simultaneamente (Beach y Nucci. 1970: 21. Bloch y Davidson, 1968. Davidson.
1966b, Madlafousek et al. 1976). El ultimo patron en desaparecer es la monta y las conductas

que preceden el apareamiento, como son el oifateo y el tacto (Larsson, 1979).

En el trabajo sobre castracidn realizado por Davidson (1966b), el 42 % de los machos
expertos empleados aun eyaculan cuatro semanas después de la castracion y solo el 10 % atn
lo continud haciendo ocho semanas despues. Cabe sefialar, que el decremento mas notable en
la CSM ocurre una semana después de la castracion (Larsson, 1979). En un estudio realizado
por Retana-Marquez y Velazquez-Moctezuma (1997) con ratas Wistar, ‘en el que se procedio a
castrar a machos adultos expertos para cvaluar la desaparicion de la CSM, en todos sus
parametros. se encontro que a los veintinueve dias después de la castracion aun eyaculaban el
45 % de los sujetos y s6lo después de 125 dias el 100% de los machos dejaron de eyacular.
Ademas, la castracion produjo, en los primeros dias posteriores a la operacion, que se
incrementara significativamente la LM. LI v NA [y que disminuyera significativamente la FE
y el NL. Una vez que desaparecio completamente la CSM en estos animales, se demostré que
la administracion de OXO es incapaz de esumular, por si sola, esta conducta. Sin embargo, si
se les da una terapia restitutiva de andrégenos mediante la administracion diaria de 1 mg/kg de
propionato de testosterona (P1) por 21 dias. la OXO si es capaz de incrementar
significativamente el %SsE. la FE v disminuir significativamente la LE y el NI en
comparacion con los valores obtenidos por los machos control, a los que se les dio salina en

lugar del OXO después del tratamiento con PT.
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Entre los factores que afectan el mantenimiento de la actividad sexual después de la
castracion se encuentra el genotipo. Los primeros estudios realizados al respecto fueron los de
Young (1961). en los que se demostré que ratas de baja actividad sexual. no tuvieron montas
después de un mes de la castracion, en cambio. ratas sexualmente mds activas, antes de la
castracion, tuvieron incluso eyaculaciones 75 dias después de la operacion. También en
cobayos y ratones se ha mostrado que en sujetos de alta actividad sexual, permanece por mas
tiempo esta conducta que en los animales menos activos (Grunt y Young 1953; Manning y
Thompson, 1976; McGill y Tucker, 1964). Otro factor que influye en el mantenimiento de la
CSM después de la castracién es la experiencia sexual preoperativa. En varias especies,
incluyendo la rata. la experiencia preoperativa hace que la CSM se mantenga por un mayor
tiempo que en los machos inexpertos (Larsson, 1979; Meisel y Sachs, 1994; Retana-Marquez.

y Velazquez-Moctezuma,1997).

Como ya se menciond, el efecto de la castracion sobre la conducta sexual puede ser
revertido por medio del tratamiento con T (Larsson, 1979; Meisel y Sachs, 1994). Esta
reversion es mas rapida entre menor sea el tiempo transcurrido entre la castracion y la
administracion de T (Davidson, 1966b). Se ha supuesto que la continua exposicion de T en el
sistema nervioso Vv tcjidos periféricos. mantienen el nivel de respuesta de estos tejidos a la
hormona, de manera que se necesita una mavor cantidad de T para inducir la conducta sexual
conforme pasa mas tiempo después de la castracion (Meisel y Sachs, 1994). Actualmente. se
sabe que la T producida a nivel del testiculo viaja a través de la circulacion sanguinea hasta
Hegar al cerebro. donde actia en diversos sistemas neuronales promoviendo la expresion de la

CSM. Entre estos SNT se encuentran el colinérgico. noradrenérgico. dopaminérgico.
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serotoninérgico. etc. (Meisel v Sachs. 1994: Cada uno de estos SNT pueden tener una
participacion facilitatoria o inhibitoria en la expresion de la CSM o de alguno de sus patrones,
como sucede con el sistema colinérgico que s¢ ha mostrado que tiene un papel facilitatorio en
la CSM., en virtud de que su estimulacion con agonistas colinérgicos reduce el NI que precede
a la evaculacion. la LE y aumenta el potencial copulatorio, incrementando la FE (Ahlenius y

Larsson, 1985: Hull et al, 1986: Retana et al. 1993).

En estudios previos (Velazquez-Moctezuma. 1989). asi como en los dos experimentos
expuestos anteriormente. hemos podido demostrar que las ratas Flinders FSL y FRL tienen en
su CSM caracteristicas semejantes a las que presentan otros modelos animales de depresion
como son: menor FE, %SsE. mavor LI ¢ [PE (Bonilla-Jaime et al, 1988; Vogel y Vogel,
1982). Pero también poseen otras caracteristicas en su CSM que posiblemente estan
relacionadas con su opuesta sensibilidad colinérgica. como son un menor Nl en las ratas FSL

hipercolinérgicas v mayor NM en las ratas RIL.. hipocolinérgicas.

En virtud de lo anterior. existe la posibilidad que la hipersensibilidad colinérgica de las
ratas FSL modifique la actividad sexual que se manifiesta en el macho después de la
castracion. Estudios recientes realizados en ratas Flinders hembras apoyan esta hipétesis. Por
ejemplo, Dohanich v colaboradores (1998). han descrito que hembras FSL ovariectomizadas
tratadas con diferentes dosis de estrogenos. pero con la misma cantidad de progestigenos
como terapia restitutiva, requieren de menor canuidad de estrogenos. que las ratas FRL v las

SD para que el 100 % de las hembras presente la conducta de lordosis. Mds atn, a las hembras
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FSL v FRL ovaricctomizadas y tratadas de esta manera. se les administré el antagonista
colinérgico SCO. con lo que se logro inhibir. de manera dosis dependiente. la conducta de
lordosis en las FRL. pero no en las FSL. Lo anterior muestra que la sensibilidad colinérgica de
las ratas Flinders modifica la sensibilidad que tienen a las hormonas gonadales, asi como su
conducta sexual en ratas ovariectomizadas, esto permite suponer que en el macho también

podria pasar lo mismo.

10.2 Objetivo particular.

Evaluar la pérdida de la conducta sexual masculina después de la castracion y durante la

terapia restitutiva con androgenos en las ratas FSL v SD.

10.3. Hipotesis particular.

- Dado que la administracion de agonistas colinérgicos incrementa la conducta sexual

masculina durante la terapia restitutiva con androgenos en machos castrados, se espera que

las ratas F'SI. castradas. debido a su hipersensibilidad colinérgica. también presenten un

incremento en su conducta sexual luego de la terapia hormonal restitutiva.
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Se reprodujeron hembras y machos de la linea FSL y de la cepa SD. en las condiciones
de temperatura, humedad, fotoperiodo. agua v alimento descritas en los métodos generales.
De estos apareamientos se obtuvieron machos FSL (n=9) y SD (n=10), los cuales fueron
destetados y separados a los 30 dias de edad. A las 7 semanas de edad solo se seleccionaron a
los machos que heredaron las caracteristicas de la linea FSL mediante el procedimiento

descrito. No se emplearon machos FRL, debido problemas de infertilidad por endogamia.

A partir de los 100 dias de edad los machos fueron apareados, cada semana en pruebas
de 30 minutos en cuatro ocasiones. con hembras SD aproximadamente de la misma edad. La
forma para inducir la receptividad a las hembras v los parametros que se evaluaron en el
registro de la conducta sexual fueron los mismos que se describieron en los métodos
generales. Se seleccionaron a aquellos machos que tuvieron por lo menos dos eyaculaciones
en cada una de las pruebas de 30 minutos. Estos machos de 200 a 250 gramos de peso, fueron
anestesiados con éter y castrados. Una semana después de la castracion, los machos expertos
se aparearon nuevamente cada semana. con hembras estrogenizadas, hasta que los machos

dejaron de montar. lo que ocurrio en las tres semanas posteriores a la castracion.

Una vez que los machos perdieron la conducta sexual, se les administrd 1 mg / Kg de

PT diartamente a cada anmimal y cada semana se realizaré6 una prueba conductual de 30

minutos, hasta que los machos volvieron a presentar la eyaculacion.

111



10.5. Analisis Estadistico.

Se aplico la prueba de Fisher para comparar la proporcion de animales que copularon en
su primera serie eyaculatoria en cada grupo. Las comparacion entre los grupos de cada
parametro especifico se hizo mediante un analisis de varianza de Kruskal-Wallis, seguida de
la prueba de U de Mann-Whitney, en virtud que solo fueron dos grupos de machos los
empleados en este experimento (Zar.1984). En la comparacion de la CSM de cada grupo de
machos, una semana antes y una semana despucs de la castracion se empled la prueba de pares

igualados de Wilcoxon ( Zar,1984).

10.6. Resultados.

Pérdida de la conducta sexual por la castracién.

La figura 16 muestra los resultados del efecto de la castracion en la CSM de las ratas
SD vy FSL, con respecto al porcentaje de sujetos que montaron (%SsM), intromitieron (%Ssl)
y eyacularon (%SsE), en pruebas sucesivas de conducta. Como se puede observar la CSM
disminuyé mas rapidamente en las ratas SD que en las ratas FSL. De los tres parametros
conductuales estudiados, fue la eyaculacion el patron que desaparecio primero seguido por la
mtromision y luego la monta. Con respecto a la eyaculacion. desde la {* semana
postcastracion, solo el 27 % de los machos SD eyacularon. en comparacion con ¢l 78 % de los
machos FSL. s llegar a ser estadisticamente significativas estas diferencias en el %SsM vy el

%Ssl. En cambio. en la 2" semana de la castracion ninguno de los machos SD evaculd. lo que



resultd ser diferente signiticativamente (p < (L.001 segun la prueba de Fisher) con respecto al
78 % de los machos FSL, porcentaje que resulio ser el mismo que tuvieron la semana anterior.
Ademas las ratas IF'SL. tardaron 6 semanas en dejar de evacular, en comparacién con las 4

semanas que requirieron los machos SD .

Las intromisiones también disminuyeron mas rapidamente en los machos SD que en
los FSL; esta diferencia comenzo a ser signitficativa (p < 0.01) a partir de la 2* semana de la
castracion, en la que solo el 10 % de los machos SD presentaron intromisiones en
comparacion con el 78 % de los machos FSL. En las ratas SD, las intromisiones
desaparecieron a partir de la 4* semana. mientras que en los machos FSL esto continud hasta

la 10" semana postcastracion.

Con respecto a las montas, su numero también disminuyd significativamente (p < 0.01)
desde la 2" semana hasta la 5* semana postcastracion en las SD. con un 27 %. en comparacion
con el 100 % de los machos FSL. Lejos de observarse un decremento en las ratas FSL con
respecto a la actividad de la primera semana. se observo un ligero incremento (figura 16). Si
bien la desaparicion de las montas en todos los sujetos se observo a partir de la 4* semana en
las ratas SD v en la 7* semana en las ratas FSL.. este patron reaparicio semanas después en
ambos grupos, para perderse definitivamente en la 8* semana postcastracion en las ratas SD y

en la 13" enfas ratas FSL.



CONDUCTA SEXUAL POSTCASTRACION
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SEMANAS DE REGISTRO

Figura 16. Porcentaje de sujetos que montaron, %SsM (a), que intromitieron, %Ssl (b) y que eyacularon,
“%SsE (c) en dos grupos de ratas machos SD y FSL una semana antes y semanas después de la castracion.

C = momento de Ia castracion. * = p < 0.05, ** = p <0.01, *** = p <0.001, segin prueba de Fisher.
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Restablecimiento de 1a Conducta Sexual.

La figura 17 muestra el resultado del efecto de la terapia hormonal para el
restablecimiento de la CSM de los machos castrados SD y FSL, consistente en la
aministracion de 1 mg diarto de PT, durante tres semanas consecutivas, una vez que
cumplieron el criterio de dejar montar. intromitir y eyacular. Como se puede observar, la
recuperacion en ambos grupos fue muy semejante y las diferencias entre los dos grupos no
resultaron ser estadisticamente significativas. a pesar de que las ratas SD solo requirieron un
total de 6 dias de tratamiento para que se recuperaran el 100 % de los sujetos. en

comparacion con los 8 dias de tratamiento con PT que requirieron los machos FSL.

Frecuencia eyaculatoria.

En la figura 18 se observa la FE que presentaron las ratas SD y FSL dos semanas antes
de la castracion y tres semanas después de esta operacion. La FE de ambos grupos de ratas.
antes de la operacion, no mostré diferencias significativas en las pruebas de 30 minutos; pero
la castracion produjo que este parametro disminuyera significativamente (p < 0.01, segun la
prueba de Wilcoxon), en ambos grupos. Ademas. en las tres semanas posteriores a la
castracion, en ambos grupos se presento un decremento en la FE, que fue significativamente
mayvor en las ratas SD que la mostrada por las ratas FSL. en la primera y segunda después de

la castracion (p < 0.05 y p <0.01. segtin la prueba de U de Mann-Whitney).
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RESTABLECIMIENTO DE LA CONDUCTA

100 AT b

% Ssl

2 4 6 8

DIAS DE TRATAMIENTO
Figura 17. Porcentaje de sujetos que montaron, %SsM (a), intromitieron, %Ssl (b) v eyacularon, %SsE
(¢), en 2 grupos de ratas SD y FSL, a partir del momento en que se les administro 1 mg diario de

propionato de testosterona, después de que se comprobd que perdieron totalmente dicha conducta. Las

pruebas para evaluar la recuperacion de su conducta sexual se realizaron cada tercer dia.
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Figura 18. Frecuencia Eyaculatoria (FE), antes y después de la castracién en los grupos de ratas SD y
FSL. a = p < 0. 81, segiin prueba de Wilcoxon; b= p < 0. 05y ¢ =p <0. 01 segiun la prueba de U de
Mann-Whitney.
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Latencia de monta y latencia de intromision.

Los resultados de la LM vy latencia de intromision LI que presentaron los dos grupos de
machos SD y FSL antes y después de la castracion se muestran en la figura 19. En general. no
hubo diferencias importantes en las latencias de ambos grupos de ratas antes y despu€s de la
castracion, con excepcion de la 2° semana antes de la castracion, en la que la LM de las ratas
SD fue significativamente (p < 0.05. U de Mann-Whitney) mayor a la mostrada por las ratas
FSL. Después de la castracion las LM y LI aumentaron significativamente en las ratas SD (p <

0.05. prueba de Wilcoxon) y aun mas en las ratas FSL (p < 0.01, prueba de Wilcoxon).

Latencia de eyvaculacién e intervalo postevaculatorio.

La LE y el IPE de los dos grupos de ratas antes y después de la castracion se muestra en
la figura 20. La LE y el IPE de ambos grupos tue muy similar en las dos semanas previas a la
castracion; sin embargo, en la primera semana después de esta operacion se observo que la
LE de las ratas FSL fue signiticativamente menor (p < 0.05. prueba de U de Mann-Whitney)
de la mostrada por las ratas SD. Esta diferencia se debe a que en las ratas SD, la castracion
aumento la LE. mientras que en las ratas FSL no. Debido a que las ratas SD perdieron la CSM
mas rapidamente que las ratas I'SL después de la castracion, solamante algunas de ellas
eyacularon una semana después de esta operacion. por lo que sélo en las ratas FSI. se pudo

registrar la actividad de estos parametros. en las tres semanas postcastracion.
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Figura 19. Latencia de Monta, LM (a), Latencia de Intromision, L1 (b) antes y después de la castraciéon de
los grupos de ratas SD y FSL . ** = p <0. 01, * = p <0. 05, segun prueba de Wilcoxon, + = p < 0. 05,

segun la prueba de U de Mann-Whitney.
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Figura 20. Latencia de Eyaculacion, LE (a) v Periodo Refractario Postevaculatorio, IPE (b) antes y

después de la castracion en los grupos de ratas SD y FSL . * = p < 0. 05 segun la prueba de U de Mann-
Whitney.
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Numero de montas y nimero de intromisiones.

El resultado del NM y de NI de las ratas SD v FSL se murestra en la figura 21. EI NM
que presentaron ambos grupos fue muy similar antes de la castracion, asi como una semana
después de la operacion. (figura 21 a). En el caso del NI (figura 21 b), una semana antes, como
una después de la castracion, las ratas FSL tuvieron valores significativamente menores (p <
0.05. prueba de U de Mann-Whitney) a los mostrados por las ratas SD. Por otro lado,
mientras que en ambos grupos se increment6 el NM después de la castracion, el NI disminuyé

en las ratas FSL. mientras que en las ratas SD no se observo tal decremento.

Intervalo inter-intromision e intervalo inter-copulatorio.

El 1II v ¢l 1IC de las ratas SD y FSL antes de la castracion, asi como una semana
después de esta operacion fue muy semejante entre los grupos (figura 22 a y b). Después de la
primera semana de castracion. al no presentar actividad las ratas SD. sélo se registré la
actividad de las ratas FSL. Por otro lado, en el caso del I, la castracion promovid en las ratas
SD su aumento. hecho que no se observa en las ratas FSL, mientras que en el lIC la

gonadectomia provoco su disminucidn en las ratas FSL, lo que no ocurrié en las ratas SD.
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Figura 21. Nimero de Montas, NM (a) y Namero de Intromisiones, NI (b) antes y después de la castracion

de los grupos de ratas SD y FSL. * = p <0. 05 segiin Ia prueba de U de Mann-Whitney.
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Figura 22. Intervalo Inter.-intromisién, HI (a) e Intervalo Inter-copulatorio, I1C (b) antes y después de la

castracion de 2 grupos de ratas SD v FSL



Tasa de Aciertos.

La TA en ambos grupos fue muy semejante tanto antes como depués de la castracion;
sin embargo, esta operacion hizo que disminuyera este indice en ambos grupos (figura 23),

aunque esta reduccion no fue estadisticamente significativa.
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Figura 23. Tasa de Aciertos (TA) antes y después de la castracion de 2 grupos de ratas SD y FSL
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10. 7. Discusion.

De acuerdo con los resultados obtenidos, tanto en las ratas SD control, como en las ratas
FSL. el primer parametro que desaparecid a consecuencia de la castracion fue la eyaculacion,
seguida de la intromision y, por ultimo, la monta. lo cual concuerda con lo descrito por otros
autores (Beach y Holtz, 1946: Beach y Holtz, 1949: Davidson, 1966b: Larsson, 1979). Sin
embargo, al comparar los resultados de la ratas SD con los de los otros estudios, resulta
notable que éstas hayan dejado de eyacular en la segunda semana después de la castracion, ya
que se ha indicado que ratas con experiencia. continuan eyaculando cuatro semanas después
de la castracion, mientras que el 10 % atn siguen evaculando ocho semanas después de la
castracion (Davidson. 1966b). Incluso en un estudio realizado por nuestro grupo con ratas de
la cepa Wistar. bajo las mismas condiciones en las que estuvieron las ratas del presente
experimento, el 48 % de los machos castrados atn eyaculaban 29 dias después de esta

operacion (Retana-Marquez y Velazquez-Moctezuma. 1997).

Mas aun. en el estudio realizado por Parrot (1975). se describe que machos SD. con
experiencia sexual. mantuvieron un alto nivel de eyaculacion después de la castracion, ya que
el 50% de cllos ain evacularon cinco semanas después de esta operacion, a diferencia de los
machos SD de nuestro experimento, en los que solo el 30 % de ellos eyacularon que una
semana después de la castracion. Por tal motivo. ios resultados que mostraron los machos SD
en este estudio deben tomarse con reserva, ya que pudieron deberse a que la mayoria de ellos
fueran machos de baja actividad sexual y que ésta fuera la causa de la rapida pérdida de la

CSM después de la castracion. En apoyo a lo anterior. se ha encontrado que entre las ratas de



una misma cepa existe cierta variabilidad en la desaparicion de la CSM que produce la

castracion (Beach v Holtz, 1949; Bloch y Davidson. 1968: Sodersten v Larsson. 1975).

Estudios realizados en ratas (Larsson, 1966; Rasia-Filho y Lucion, 1996) y ratones
(McGill y Tucker, 1964), han mostrado que existen ciertos machos que pierden rapidamente el
retflejo de la eyaculacion después de la castracion. mientras que otros lo presentan por mas
tiempo. Asimismo, se ha observado que la pérdida de este reflejo ocurre mas rapidamente en
aquellos machos que son menos activos sexualmente antes de esta operacion. (Larsson, 1979).
Ademas, en algunos ratones se ha observado que el reflejo eyaculatorio puede desaparecer
inmediatamente despucs de la castracion (McGill y Manning, 1976) y se ha sugertdo que la
experiencia adquirida antes de esta operacion no previene su desaparicion, sino que puede
prolongar su presencia (Larsson, 1966; Larsson. 1979; McGill y Tucker, 1964; McGill y
Manning, 1976, Rasia-Filho y Lucion, 1996). Por lo anterior, se puede inferir que la CSM que
presentaron varios de los machos del grupo SD de nuestra estudio, probablemente se debid a la
baja actividad sexual que heredaron. ya que la experiencia sexual que adquirieron antes de la

operacion, debio haber prolongado esta conducta.

Por otro lado. se ha mostrado que la admimstracion del agonista muscarinico colinérgico
OXO, incrementa el potencial eyaculatorio aumentando la FE (Retana-Marquez et al, 1993).
Considerando que las ratas FSL ticnen hipersensibilidad colinérgica. esperdbamos que su FE
fuera mas alta. Sin embargo. en ¢l primer estudio que realizamos, en el que se caracterizo la
CSM de las ratas I'SL en condiciones de ES. se observo que la FE de estas ratas tue menor que

la mostrada por las ratas control SD. Después de la castracion, esperabamos que la CSM
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desapareciera mas rapidamente en las ratas FSL jue en las SD. debido a la baja actividad
sexual que mostraron en la prueba de ES y porque se ha mostrado que ratas con baja actividad
sexual pierden el reflejo eyaculatorio mas rapidamente después de la castracion (Larsson.

1979).

Respecto a la recuperacion de la CSM que presentaron los machos castrados con el
tratamiento hormonal de PT. ambos grupos tuvieron una recuperacion muy semejante.
Esperabamos que los machos FSL se recuperaran mas rapidamente de la castracion que los
control SD, por la hipersensibilidad colinérgica que presentan y porque se ha mostrado que en
este proceso de recuperacion de la CSM mediante la administracion de PT, la inyeccion del
agonista colinérgico OXO, acelera el proceso de recuperacion incrementado la FE y
disminuyendo la LE v el NI (Retana-Marquez v Velazquez-Moctezuma.1997). Ademas. se ha
encontrado que las hembras FSL ovariectomizadas son mas sensibles a la accidon de las
hormonas gonadales exdgenas porque requieren de menos dosis de estrogenos para que el 100
% de ellas presenten lordosis, comparadas con las hembras FRL y SD (Dohanich et al,1998).
Aunque no se observaron diferencias entre los machos FSL y SD en la recuperacion hormonal
con testosterona, no se puede descartar que tal efecto hubiera ocurrido si se hubieran empleado

diferentes dosis de testosterona para lograrlo.

En relacion con la dosis que se requirid para que ¢l 100% de los machos recuperaran la
CSM, se observo que las ratas SD necesitaron 6 mg. de PT en comparacion con los 8 mg. que
necesitaron las ratas FSL. No obstante. estas diferencias en las dosis no llegaron a ser

significativas. Comparado con otros estudios en los que también se ha empleado PT para
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restablecer la CSM en machos castrados. la recupcracion de los machos SD y FSL de este
estudio tue mas rapida. Por ejemplo. en varios trabajos en los que se ha administrado
diariamente a los machos 1 mg. de P después de la castracion, Morali y colaboradores
(Morali et al, 1977) encontraron que solo el 19 %« de los sujetos se recuperd totalmente con
una dosis acumulada de 6 mg. de PT. mientras que Sodersten y Larsson (1975) emplearon una
dosis total de 27 mg de PT para que el 90 % de los machos se recuperaran totalmente del

efecto de la castracion.

Con excepcion de la LM y el NI, los parametros copulatorios de los machos SD y FSL
antes de la castracion fueron muy semejantes. En el caso de la LM, el hecho de que éste
parametro haya sido significativamente mas prolongado en las ratas SD que en las ratas FSL.
dos semanas antes a la castracion, muestra que este grupo de ratas SD ya presentaba signos de
baja actividad sexual en comparacion con las ratas FSL. a pesar de la experiencia sexual
ambos grupos de machos habian acumulado antes de iniciar este estudio. En apoyo a lo
anterior, en los experimentos de ES y de evaluacion semanal de la CSM, realizados en esta
tesis con otro grupo de ratas SD. la LM de las ratas FSL tendid a ser mas prolongada que la de

las ratas SD.

Por otro lado. el hecho de que las ratas FSI. havan mostrado un NI significativamente
menor (p < 0.05. prueba de U de Mann-Whitney) al de las ratas SD. una semana antes de la
castracion, confirma el resultado obtenido en la prucba de ES en estas ratas y lo sitia como la
caracteristica mas consistente que presentaron las ratas FSL. Ademas, después de la

castracion, las ratas FSL continuaron mostrando un N1 significativamente menor (p < 0.05,



prueba de U de Mann-Whitney ) al de las ratas SD. Sin embargo. dado que la disminucion en
el NI es uno de los cambios que se han reportado que ocurren en las ratas después de la
castracion (Bloch v Davidson, 1968; Davidson. 1966b: Retana-Marquez y Velazquez-
Moctezuma.1997). no se puede afirmar si la disminucion que ocurrio en las ratas FSL después
de esta operacion se debid a su hipersensibilidad colinérgica o tue el efecto de la castracion.
Desafortunadamente. en las ratas control SD no se present6 tal disminucion en el NI después
de la castracion, lo que hace mas dificil la interpretacion de los resultados y confirma que las

ratas control SD tuvieron un comportamiento atipico.

En un estudio semejante al nuestro, realizado con ratas Wistar. la administracion del
agonista colinérgico OXO durante la terapia resututiva con PT después de la castracion,
produjo la reduccion significativa del NI, en comparacion con los machos control tratados con
solucion salina (Retana-Marquez y Velazquez-Moctezuma,1997), lo que corrobora que
también después de la castracion el SNT colinérgico facilita la CSM, reduciendo el umbral

eyaculatorio.

En otros trabajos en los que se ha comparado la CSM de ratas machos expertos antes y
después de la castracion, se ha encontrado que esta operacion incrementa significativamente la
LM. LI IPE y NM v disminuye significativamente el NI y la FE(Bloch y Davidson, 1968;
Retana-Marquez v Velazquez-Moctezuma,1997). En el presente estudio. la castracion produjo
en ambos grupos ¢l decremento en la FE y el incremento en la LM, LI y NM. En IPE solo se
pudo registrar el aumento en las ratas FSL despues de la castracion. Desafortunadamente

debido a que después de esta operacion solo eyacularon 3 machos SD, no fue posible evaluar
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el efecto que tuvo la castracion en el [PE de las ratas SD. asi como en otros parametros de la
CSM. A pesar de ello. se observo que la castracion aumento la LE en las ratas SD, mientras
que en las ratas FSL provocod su disminucion, siendo significativa (p < 0.05, prueba U de
Mann-Whitney), la diferencia entre los grupos (figura 20). Esta diferencia entre ambos grupos.
gue no se observo antes de la operacion. también podria haberse debido a la hipersensibilidad
colinérgica de las ratas FSL, ya que en ratas intactas (Retana-Marquez et al, 1993), como en
ratas castradas tratadas con PT(Retana-Marquez v Veldzquez-Moctezuma.1997). la
administracion de OXO provoca la reduccion de la LE comparada con la que presentaron los
machos control, lo que sugiere que la estimulacion del sistema colinérgico favorece la

disminucion en este parametro al disminuir el umbral eyaculatorio.

En otro estudio. realizado por Bloch y Davidson (1968), la LE de machos castrados
expertos disminuyo significattvamente en comparacion con la de machos inexpertos. En este
sentido, la conducta de las ratas FSL castradas fue similar a la mostrada por los machos
expertos castrados de Bloch y Davidson (1968), a pesar de que la experiencia sexual de ambos
erupos, SD y FSL, antes del experimento fue la misma. por lo que no puede atribuirse a la

experiencia sexual las diferencias encontradas en estos grupos de machos.



10. 8. Conclusiones.

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos concluir que:

1. Como resultado de la castracion, las ratas control dejaron de presentar conducta
sexual mas rapidamente que las ratas FSL. posiblemente porque algunos de los machos de este
grupo heredaron un bajo rendimiento sexual, que influyvé en la rapidez con que perdieron la

conducta sexual después de la castracion.

2. Las ratas FSL se distinguieron de las ratas control por presentar LM mas cortas y
menor NI antes de la castracion y por tener LE mas cortas y menor NI después de la
castracion. El menor NI que tuvieron las ratas FSL posiblemente se deba a su
hipersensibilidad colinérgica, mientras que la LM v LE mas prolongadas de las ratas control
son consecuencia del bajo rendimiento sexual que heredaron.

3. Ambos grupos de ratas FSL y control requirieron dosis similares de propionato de
testosterona para restablecer su conducta sexual. Es posible que la hipersensibilidad
colinérgica de las ratas FSL no afectara el restablecimiento de esta conducta inducida por la

hormona.



11. DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES.

La expresion de la CSM es el resultado de la interaccion de diferentes SNT que actian
de manera coordinada y secuencial. Para conocer cual es la participacion de cada uno de estos
sistemas se han empleado diferentes técnicas. Una de ellas es la exploracion farmacoldgica,
que ha permitido comprender parte de la complejidad de los procesos involucrados en la
regulacion de la CSM. Los agonistas o antagonistas especificos de ciertos neurotransmisores,
actuan sobre diferentes tipos de receptores presindpticos y postsinapticos, provocando en
ocasiones respuestas antagonicas en la CSM. segun sea el tipo de receptor que haya sido
estimulado. Una de las ventajas que tiene la aplicacion de estas drogas, es que, debido a su
alta especificidad, es posible conocer de manera mas precisa cudl es la participacion que tiene
un determinado SNT en la regulacion de 1a CSM.

Recientemente, mediante seleccion genética. se han desarrollado lineas de ratas que
tienen mayor o menor sensibilidad a cierto tipo de farmacos y. basandose en estas
caracteristicas, se les ha empleado para analizar su CSM. con el fin de evaluar la participacién
que tiene en esta conducta el SNT afectado. Tal es el caso de la lineas de ratas  HDS y LDS,
que tienen diferente sensibilidad al agonista serotoninérgico 8-OH-DPAT que actua sobre los
receptores 5-HT 4 (Sura et al, 2001). De manera semejante. en el presente estudio, se intento
evaluar el papel que tiene el SNT colinérgico en la regulacion de la CSM, mediante el uso de
las lineas de ratas las Flinders. aprovechando la diferente sensibilidad que han adquirido a
drogas colinérgicas. En términos generales. la CSM mostrada por las ratas FRL en las pruebas
de ES y semanales de 30 minutos. fue consistente con la hiposensibilidad colinérgica que

presentan. ya que fue semejante a los resultados que se han obtenido con la administracion de



antagonistas colinérgicos. lo que permite suponer que la menor cantidad de receptores
colinérgicos que tienen en ciertas areas cerebrales. disminuyen la actividad del sistema

colinérgico, lo que a su vez se traduce en una menor actividad sexual.

En cambio, en el caso de las ratas FSL, la evaluacion de la influencia que tuvo el SNT
colinérgico resultd ser mas complicada y menos especitica, debido a que la seleccion genética
que produjo su hipersensibilidad colinérgica, altero también a otros SNT. posiblemente como
una respuesta homeostatica que compensd el desequilibrio generado por la modificacion del
SNT colinérgico. Una buena parte de las evidencias que actualmente existen sobre las
modificaciones que han sufrido las ratas Flinders en diferentes SNT, ademas del colinérgico,
han aparecido en los ultimos anos. Por tal motivo. solo al final de este estudio fue posible
explicarnos la CSM de las ratas FSL, a través de la influencia de varios SNT que tiene

alterados. ademas del colinérgico.

En el presente trabajo se intentd caracterizar la CSM de las ratas Flinders en tres
condiciones diferentes: en pruebas de ES. de larga duracién, pruebas de 30 minutos,
realizadas semanalmente y evaluando dicha conducta después de la castracion y durante su
restitucion mediante la administracion de PT. Esperabamos que, debido a la sensibilidad
colinérgica antagonica genéticamente adquirtda por las ratas FSL y FRL, la CSM de ambas

lineas fuese opuesta en aquellos pardmetros que dependieran de la actividad colinérgica.



Tabla 7. Comparacién de la respuesta que tuvieron las ratas Flinders. FSL y FRL en los diferentes parametros de la

CSM, con la respuesta obtenida mediante la estimulacién e inhibicién colinérgica o la depresion inducida

farmacolégicamente. + = aumenta; - = disminuye.
PARAMETRO | ESTIMULACION RATAS FSL INHIBICION RATAS FRL ANIMAL
DE LA COLINERGICA CON HIPER- COLINERGICA CON HIPO- DEPRIMIDO
CSM MUSCARINICA | SENSIBILIDAD | MUSCARINICA | SENSIBILIDAD | FARMACOLO-
COLINERGICA COLINERGICA | GICAMENTE
%SsE - - - -
FE + - - -
LM + + + +
Ll + + + + +
LE - + + +
IPE + + +
NM - + +
NI - - +
]! + + +
Ic - + +
TA -

L.a tabla 7 resume las caracteristicas que mostraron en el presente estudio ambas lineas

de ratas Flinders en diferentes parametros e indices de la CSM. Como se puede ver, solo en

parametros relacionados con el componente ejecutorio de la CSM, como son el NI y NM, se

observaron diferencias signifcativas entre ambas lineas de ratas. Como ya se menciono, la

reduccion en el NI que caracterizo a las ratas FSL. fue semejante a la producida por la

estimulacion del sistema colinérgico (Ahlenius y Larsson. 1985; Hull et al, 1986; Retana et al

1993). Tal reduccion podria deberse a la mayor cantidad de receptores muscarinicos que

tienen a nivel hipotalamico, ya que la administracién de OXO a nivel del APO hipotalamica

ha provocado también una reduccion semejante en el NI (Hull et al. 1986; Overstreet et al,

1984).



Por otra parte. los incrementos en la LI, el IPE que registramos en las ratas FSL.
posiblemente se deban a las alteraciones producidas en otros SNT, mismas que se apoyan en
las evidencias resumidas en la tabla 8. De todas cllas. las que han ocurrido en el SNT
serotoninérgico, parecen ser las mas importantes, de acuerdo con las evidencias que se han
obtenido en los Gltimos afios. La vinculacion de los sistemas colinérgico y serotoninérgico se
ha mostrado en ratas como las FSL (hipercolinérgicas) v las HDS (hiperserotoninérgicas). Las
ratas HDS muestran mayor sensibilidad a agonistas colinérgicos muscarinicos como la OXO
en su respuesta hipotérmica, mientras que las ratas FSL la tienen para el 8-OH-DPAT,

agonista serotoninérgico de los receptores 5-HT 4 (Overstreet et al. 1998).

Para explicar la manera en que podrian estar vinculados estos dos sistemas, se ha
propuesto la participacion de las proteinas G. De acuerdo con varios estudios bioquimicos y
moleculares, tanto los receptores muscarinicos M2, como los receptores 5-HT 4 interaccionan

con proteinas Gi que contribuyen a la inhibicion del AMP ciclico (Olsen et al. 1988)

Por otro lado, los receptores muscarinicos M1 v 5-HT,, estan ligados positivamente al
sistema de segundo mensajero fosfatidil inositol. De esta manera, si estas proteinas cambiaron
como consecuencia de la reproduccion selectiva realizadas en las ratas FSL y HDS, esto
explicaria los cambios paralelos correlacionados con la sensibilidad a agonistas colinérgicos y

al 5-HT, s serotoninérgico ocurrida en estas ratas.

Como se puede ver en la tabla 8, ademas de las modificaciones que ticnen las ratas FSI,

en el SNT serotoninérgico. existen alteraciones en otros SNT que no se han discutido ain y



gue pudieron haber influido en la CSM de estas raas. Por ejemplo. hemos mencionado el
papel que podria haber tenido. sobre la CSM de las ratas FSL, el aumento en los niveles
endogenos de DA en el NAcc y como podria estar intluvendo el SNT scrotoninérgico en este
'endmeno, pero no se mencionaron las posibles repercusiones del aumento en los niveles
enddgenos de DA, que las ratas FSL tienen con respecto a las ratas SD en el hipocampo e

hipotalamo.

El aumento en los niveles endogenos de un neurotransmisor puede deberse al
incremento en su tasa de sintesis o a algun problema que impida su liberacion. Se ha mostrado
que en dos nicleos dopaminérgicos importantes del mesencéfalo. la substacia nigra y el area
tegmental ventral, las ratas FSL tienen niveles mas altos que las ratas FRL. del RNAm que
transcribe la enzima tirosina hidroxilasa (TH) que interviene en la sintesis de catecolaminas
DA v NE (Serova et al, 1998). Lo anterior podria significar que en las ratas FSL existe mayor
sintesis de catecolaminas. por tener una mayor cantidad de TH. lo que a su vez podria
explicar por qué estas ratas tienen niveles mas altos de DA en el hipocampo. hipotalamo y
estriado. asi como niveles enddgenos de NE mas elevados que las ratas SD en el hipocampo,

corteza prefrontal, nucleo medio del rafé y en el NAcc del estriado (Zangen et al, 1999).

Podria existir un vinculo entre los mayores niveles enddgenos de las catecolaminas DA
v NE en estas areas del cerebro. con las alteraciones que tienen las ratas FSL en el sistema
colinérgico. debido a que varias de estas modificaciones se localizan en los mismos sitios,

como son la corteza, el hipocampo. el estriado v el hipotalamo. Por ejemplo: a) las ratas F'RL
p ) 3



Tahla 8 . Alteraciones que presentan la linea de ratas Flinders FSL comparada con ratas FRL o SD en
diferentes sistemas de neurotransmision, asi como su sensibilidad a diferentes agonistas de estos sistemas.
Abreviaturas: ACh : acetilcolina, SE : serotonina, DA : dopamina, NE : Norepinefrina, AChm psi. :
receptor colinérgico muscarinico postsinaptico, aNE : receptor alfa adrenérgico, B NE : receptor beta
adrenérgico , GABA, : receptor GABA A, 5-HT,,, 5-HT,4, 5-HT,5: receptores serotoninérgicos, S-HIAA
: acido S-hidroxi-indolacético, NAcc : Nucleo Acumbens, TH : Tirosina Hidroxilasa. A : Area, N : Nacleo.
(Referencia).

Area Sistema Sistema Sistema Sistema Sistema
Cerebral Colinérgico Serotoninérgico Dopaminérgico Noradrenérgico Gabaérgico
Sensibilidad Sensibilidad a Sensibilidad a agonistas Sensibilidad Sensibilidad
a agonistas Agonistas 5-HT1A D1/D2 a agonistas a agonistas
muscarinicos FSL > FRL (141) FSL < FRL {34, 153) uNE: FSL = FRL (126) GABA,
FSL > FRL ( Ej. Muscimol,
(129.131) Recepicres [BNE : FSL = FRL(1386) Diazepam )(147)
Sensibilidad a D2 :FSL=FRL(153)
agonistas 5-HT2
FSL > FRL (171)
Receptores Niveles Endogenos de Niveles Endogenos de
AChm psi. SE: FSL > FRL (197) DA : FSL> 3D (198)
Hipctalamo FSL > FRL
: (40.132) Relacion entre
5-HIAA / SE
FSL < FRL (197)
Niveles Endogenos Niveles Endégenos de Niveles Endogenos de Niveles Endogenos de
de ACh : FSL » FRL SE: FSL » FRL DA : FSL>SD NE :FSL > SD
(132) En el NAcc (197) En el NAcc (198, En e NAcc {198)
Esinado
Receptores Relacion entre Receptores
AChm psi S5-HIAA [ SE Benzodiacepinicos
FSL > FRL FSL < FRL Ligados a GABA,
(132) En el NAcc (197) FSL > FRL (147)
Niveles Endogenos de Niveles Endogenos Niveles Enddgenos
SE'FSL > FRL (197) DA © FSL > SD (193) NE: FSL > SD (198)
. Hipccampo Receptores Receptores Receptores
Achm psi 5-HT1A y 5-HT2 Benzodiacepinicos
! FSL=>FRLySD FSL < FRL (171) Ligados a GABA,
(132) FSL > FRL (147)
Region RNAm Transcriptor del
CA 23 Receptor 5-HT2A
FSL < FRL (142)
Amigdala RNAm Transcriptor de
Media Receptor 5-HT2A
anterodorsal FSL< FRL (142)
Corteza Sintesis de Ach RNAm Transcriptor de
{Pinforme y FSL> FRLy SD Receptor 5-HT2A
: Perirrinal) (132) FSL< FRL (142)
! Corteza Niveles Endogenos de Niveles Enddgenos de
[ {Prefrontat} SEFSL » FRL {197) NE: FSL > SD (198)
—
; Mesencefalo incremento del
J Sutsiancia RNAmM Transcriptor de TH
| thgra FSL>SC(172)
] Area RNAmM Transcriptor de TH
’ Ventral FSL > SD (172)
| Tegmenta
’ Tallc cerebral Niveles Endégenos de
4[ (N del Rate) NE FSL > SD (198)




producen menores niveles de ACh enddgena que las ratas FSL en el estriado. b) las ratas FSL
sintetizan mas rapidamente ACh que las ratas FRL v SD en la corteza. y por dltimo, ¢) las
ratas FSL tienen mayor concentracion de receptores muscarinicos postsinapticos en el estriado
v 2| hipotalamo que las ratas FRL y mayores concentraciones en el hipocampo, que las ratas
FRL v SD (Daws y Overstreet. 1999; Overstreet et al, 1984). Estas estructuras cerebrales:
corteza. estriado, hipocampo y. principalmente. hipotdlamo son areas que participan en la
resulacion de la CSM. De ellas. el hipocampo es el que tiene un papel menos relevante. De
hecho. varios estudios en los que se ha realizado la ablacion de varias zonas del hipocampo
han producido pocos cambios en la expresion de la CSM (Larsson, 1979). Sin embargo,
lesiones del hipocampo dorsal acortan el IPE v el HC (Bermant et al. 1968). De ahi que el
incremento que mostraron las ratas FSL en el IPE y el [IC en las pruebas de ES y semanales
de 30 minutos, pudieran relacionarse, ya sea con la mavor cantidad de receptores colinérgicos
muscarinicos que estas ratas tienen a nivel del hipocampo. o bien con los niveles endogenos

incrementados de SE, DA v NE que tienen en esta drea.

Por ultimo, estan las alteraciones que las ratas F'SL presentan a nivel del hipotalamo,
donde se ha encontrado que tienen una mayor cantidad de receptores colinérgicos
muscarinicos postsinapticos y niveles endogenos de SE y DA mas altos (Daws y Overstreet,
1999; Zangen et al, 1997; Zangen et al. 1999). Los niveles enddgenos altos de DA en el
hipotalamo de las ratas FSL podrian deberse a problemas que evitaran su liberacion, su
desactivacion o que tncrementaran su sintesis (Zangen ct al. 1997). El efecto que pudo haber

tenido a nivel hipotalamico ia falta de liberacion de DA sobre la CSM de las ratas F'SL. podria



compararse con efecto que han tenido sobre esta conducta. la administracion de antagonistas
dopaminérgicos en el drea hipotalamica. En ratas normales, se ha mostrado que la
administracion del antagonista dopaminérgico cis-flupenthixol en el APO. reduce
significativamente el %SsA y la FE y, en aquellos machos que alcanzan a eyacular, se
presentan 1II mas prolongados (Pehek et al. 1988). Considerando que en la CSM que
mostraron las ratas FSL en este estudio, fue caracteristico que tuvieran IIl mas prolongados en
la primera serie copulatoria, los problemas que impiden la liberacidén de DA en estas ratas

sean la causa de tal incremento.

En relacion con los niveles altos de SE que se han encontrado en las ratas FSL, estos
parccen deberse a algun problema que impide su liberacién (Zangen et al. 1997),
disminuyendo los niveles de este neurotransmisor a nivel sinaptico. El efecto que puede tener
sobre la CSM de las ratas FSL, esta reduccion en los niveles de SE a nivel sinaptico, puede
compararse con el efecto que han tenido sobre dicha conducta. drogas que inhiben la sintesis
de SE o que provocan la destruccion selectiva de neuronas serotoninérgicas. Por ejemplo. se
ha mostrado en ratas normales que la inhtbicion de la sintesis de SE. mediante la
administracion sistémica de paraclorofenilalanina, aumenta el %SsA y disminuye el NI y la
LE (Ahlenius et al,1971),mientras que la destruccion selectiva de neuronas serotoninérgicas
mediante la administracion de la neurotoxina 5.7-DHT intraventricularmente o bien en el rafé
dorsal acorta la LE. el 1l v el IPE (Mclntosh v Bartield. 1984). Por altimo. la administracion
en el APOm del agonista de los receptores 5-HT .. el 8-OH-DPAT, que también disminuye

los niveles extracelulares de SE (Lorrain ct al, 1998), aumenta la FE y disminuve la LE, el IPE



y el NM (Matuszewich et al. 1999). De todas estas evidencias. unicamente la reduccion en el
NI v N'M producida por la disminucion o eliminacion de los niveles de SE. es semejante a la

que presentan las ratas FSL.

Por otra parte, la administracion sistémica del antagonista de los receptores 5-HT) 4, el
WAY-100635, sobre los que actua también el 8-OH-DPAT. aumenta unicamente el NM
(Ahlenius y Larsson. 1999). Lo anterior sugiere que en la reduccion del NM y NI que se
presento en la CSM de las ratas FSL, podria haber influido tanto la mayor cantidad de
receptores colinérgicos muscarinicos que tienen, como la menor liberacion de SE en el

hipotalamo que ocurre en estas ratas.

Otro factor que pudo haber causado la baja expresion de la CSM de las ratas Flinders es
el efecto degenenerativo que provoca la endogamia. Se ha mostrado recientemente que la
endogamia causa un problema de infertilidad al que se le ha dado el nombre de depresion
endogamica (inbreeding depresion) tanto en mamiferos (Chubb, 1987; Laikre-Linda. 1999:
Pillay. 1998). como en seres humanos (Ober et al.1999) A pesar de que desde que recibimos la
donacién de las ratas Flinders en 1994, se intento evitar la consanguinidad, debido al pequefio
pie de cria que nos fue donado (6 machos y 6 hembras de cada linea), empezamos a tener
problemas de infertilidad después de algunas generaciones v a notar que también la CSM se
hacia mas deficiente. principalmente en las ratas FRI.. El efecto que tiene la depresion por
endogamia sobre la conducta sexual ha sido descrita recientemente en una variedad de raton
enano homocigoto para la mutacion del gene little (little gen mutation o lit). en el que se ha

presentado una marcada incidencia de infertilidad (Chubb.1987). A pesar de que su
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espermatogénesis y esteroidogénesis es normal. estos machos se caracterizan por tener LM, LI
y LE significativamente mas prolongadas que los ratones normales. Aunado a lo anterior, se
ha mostrado que la endogamia puede inducir alteraciones en varios patrones conductuales de
la rata. Por ejemplo, Escorthuela y colaboradores (1999), han observado que el
entrecruzamiento o reproduccion cerrada en las lineas de ratas Roman high v low avoidance
(de evitacion alta o baja). presentan alteraciones en la conducta exploratoria en campo abierto,
en la prueba del laberinto eievado y en la prueba de acicalamiento. Estas alteraciones en la
actividad locomotora, exploratoria y de acicalamiento. estan aumentadas significativamente en
las ratas que tuvieron una reproduccidn cerrada comparada con las ratas que tuvieron
reproduccién abierta. Por lo tanto. debido a que la endogamia es capaz de afectar ciertas
conductas en las ratas, existe la posibilidad de que ésto hava influido en la CSM deficiente que

presentaron ambas lineas de ratas Flinders.

Por otra parte, debido a que las ratas F'SL. y SD fueron las mismas que se emplearon en
la prueba de ES y pruebas semanales y que el nimero de sujetos fue bajo (n = 6), podria
cuestionarse si los resultados obtenidos con estas ratas fueron representativos de la CSM de
ambas lineas. Al respecto cabria que senalar que desde que se recibid el pie de cria de las ratas
Flinders en 1974, se han realizado varios estudios, tanto previos. como posteriores a los que
aqui se han presentado y en ellos se ha encontrado siempre deficiencias en la CSM de ambas
lineas de ratas Flinders en comparacion con la que muestran las ratas SD (Ferreira-Nuiio et al,
1997, 1998a, 1999. 2000). o incluso las ratas de la cepa Wistar, que también fueron empleadas
como ratas control (Ferreira-Nufio et al. 1996; Velazquez-Moctezuma v Ferreira-Nuiio, 1998).

Por ejemplo, en un estudio previo en el que también se evalué el fenomeno de la ES en las
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ratzs Flinders y SD, pero de manera independiente en cada grupo. no de forma simultanea
como se hizo en el primer experimento de esta tesis. se encontré que tanto las ratas FSL y
como las FRL tuvieron una FE significativamente menor a las ratas SD (Ferreira-Nuifio et al,

1998b).

Por otro lado. el hecho de que en las pruebas semanales de 30 minutos no se hayan
encontrado diferencias significativas en tantos pardmetros de la CSM como en la prueba de
ES. posiblemente se deba a que las deficiencias que tienen las ratas Flinders en su CSM,
aparecen después de la primera serie copulatoria, por lo que se necesita evaluar esta conducta

en periodos mas prolongados para que se hagan notables.

En cuanto al efecto de la castracion sobre la CSM. esperabamos que las ratas FSL
perdieran mas rapidamente esta conducta que las ratas SD y que la recuperaran mas pronto
que las ratas SD, durante la terapia restitutiva con androgenos, pero ninguna de estas
situaciones sucedio. Por el contrario, fueron las ratas SD las que perdieron la CSM mas
rapidamente que las FSL. incluso mas pronto que ratas SD de otros estudios o ratas de otras
cepas que han servido como sujetos control, por lo que seria arriesgado decir que, después de
la castracion. las ratas FSL perdieron la CSM mas tardiamente que las ratas SD, por la

hipersensibilidad colinérgica que presentan.

Por ultimo. una de las principales aportaciones de este estudio es que se pudo mostrar
que las ratas FRL ticnen un comportamiento sexual diferente al manifestado por las ratas SD

control. Como ya se mencion6. en la mayor parte de los trabajos en los que se han



experimentado con los tres grupos de ratas FSL, FRL y SD. se ha observado que las ratas FRL
restonden de manera muy similar a las ratas SD. tanto fisiologicamente como
conductualmente (Overstreet, 1993). de ahi que se use indistintamente a las ratas SD o FRL
como grupo control de las ratas FSL. Junto con el trabajo de Markou y colaboradores (1994)
en 2l que se encontré que las ratas FRL tienen una mavor sensibilidad a estimulos auditivos
que las asustan, que las ratas FSL y SD. este es el segundo caso en el que se demuestra que las

ratas FRL se comportan de manera diferente a las ratas control SD.

Considerando los resultados que obtuvimos en los tres experimentos que se disefiaron

para caracterizar la CSM en las ratas Flinders. podemos concluir que :

1. La CSM de las ratas FRL se caracterizo por ser la mas deficiente, en comparacion a
la que mostraron las ratas FSL y SD. posiblemente por la hiposensibilidad colinérgica que se
deriva del menor niimero de receptores colinérgicos muscarinicos que tienen en ciertas areas
del cerebro que estan implicadas en la regulacion de esta conducta. De ser esto asi, el hecho de
que ratas con hiposensiblidad colinérgica, como las FRL. tengan deficiencias en su actividad
sexual. es consistente con las evidencias que muestran que la inhibicion o la reduccién de la
actvidad del SNT colinérgico disminuye la CSM. mientras que su estimulacion, facilita su
expresion.

2. La caracteristica mas sobresaliente v mas constante que presentd la CSM de las ratas

FSL fue el reducido NI que requieren para eyacular. Esta caracteristica posiblemente sea la



inica que se debio a la hipersensibilidad colinérgica que presentan las ratas FSL. por ser

semejante a lo que sucede cuando se estimula el SNT colinérgico en ratas normales.

3. La CSM de las ratas FSL fue casi tan deficiente como la de las ratas FRL, ya que
ambas tuvieron resultados semejantes en varios parametros (Ej. LI, IPE, III e IIC). Estos
resultados no pueden ser explicados por la diferente sensibilidad colinérgica que poseen. Es
posible. que la baja actividad sexual que mostraron las ratas FSL en dichos parametros, se
deban a las alteraciones que estas ratas han sufrido en otros SNT, ademas del colinérgico, en

areas cerebrales que participan en la regulacion de la CSM.

4. El empleo de ratas que tienen diferente sensibilidad colinérgica, para analizar el
papel que tiene el SNT colinérgico en la regulacion de la CSM. no aportd tanta informacioén
al respecto como la que esperdbamos, debido a el proceso de seleccion que ha generado la
hipersensibilidad colinérgica en las ratas FSL, indirectamente ha modificado a otros SNT en

areas cerebrales que participan en la regulacidn de la conducta sexual.
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Abstract

The Flinders sensitive (FSL) and resistant (FRL) lines of rats have been selectively bred for their differences in cholinergic
sensitivity. The FSL rats display hypersensitive responses to agonists of muscarinic receptors. In addituen. the FSL rats display
behavioral alterations that support the notion that this strain could be useful as an animal model of depression. These
abnormalities include increase in rapid eye movement sleep, decrease of saccharin consumption after stress, and reduced
exploratory behavior in a novel open field. On the other hand. sexual behavior is a pleasure-seeking behavior that should be
altered in a mood disorder characterized by anhedonia. In the present study. spontaneous masculine sexual behavior features were
analyzed. both during 30-min tests as well as during a satiety test. Results showed that, compared to cutbred Sprague. Dawley
(SD) rats. both the FSL and the FRL rats displayed some behavioral impairment, like a marked decrease of the cjaculatory
frequency. During the satiety tests. both the FSL and the FRL rats became exhausted sooner than their SD controls. In addition
to considering the present results in terms of alterations in specific neurotransmitter systems. endogamy is proposed as & possible
source of the behavioral alterations. ¢ 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Kevwords: Masculine sexual behavior: Animul models of depression: Flinders rats

The FSL rats also exhibit a number of behavioral
alterations (for review see {17}). including decreases of

The Flinders sensitive (FSL) and resistant (FRL) exploratory behavior in novel open field tests [15].
lines of rats are derived from the Sprague-Dawley decrease in saccharin consumption after chronic mild
(SD) strain and have been selectively bred for differ- stress [21], increased immobility ume in the forced swim
ences in cholinergic sensitivity (for review see [17]). test [27] and increased rapid eve movement (REM)
Originally, both lines were separated by their hyper- sleep [28,29]. These behavioral alterations have been
(FSL) or hypo-(FRL) sensitivity to an anti- observed in a number of studies dealing with animal
cholinesterase agent, Diisopropyvlfluorophosphate [12]. models of human depression. Thus, it has been sug-
Subsequently, FSL rats were determined to demon- gested that the FSL rat could be a reliable animal

strate exaggerated responses to muscarinic agonists also model of human depression [17}. .
[13.27]. In addition, it has been shown that FSL rats The decreased frequency of pleasure-seeking behav-

have more muscarinic receptors in the hippocampus iors (anhedonia) is one of the main characteristics of
and striatum [14.18]. depression [31]. Therefore, it would be expected that, in

an animal model of depression. zll the pleasure seeking
behaviors, including sexual behavior, should be dimin-

1. Introduction

* Corresponding author. Tel: + 32-5323.8044701: fax: + 52-325-

8044704, ished. Moreover, as sexual behavior has been divided
E-mail address: jvm@exanum.uam.mx J. Veldzquez-Moctezuma). into motivational and executive components, all the

0166-4328 02°S - sce front matter ¢ 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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parameters of sexual performance can be placed into
one of these two components. Thus, it would be ex-
pected that those parameters linked to the motivational
component, such as mount and intromission latencies
as well as the post-ejaculatory interval [25], will be
impaired in the FSL rat. On the other hand, however,
it has been reported that cholinergic stimulation in rats
elicits the facilitation of several parameters of masculine
sexual behavior [22,23]. In these apparent contradictory
expectancies. it must be noted that many characteristics
and differences between FSL and FRL rats are ex-
pressed mainly after a pharmacological challenge and
not during the expression of their basal behavior.

In the present study. we intended to establish the
basal characteristics of spontaneous masculine sexual
behavior in both the FSL and the FRL rats as well as
in outbred Sprague—Dawley rats, the strain from which
the FSL and FRL rats were derived. In addition,
because repeated copulation could reveal more accu-
rately impairments of sexual motivation, subjects were
also studied in satiety tests. These satiety tests consist of
allowing the male rat to copulate repeatedly with the
same female until it reaches sexual satiety, defined as 30
min  without sexual actuivity or 90 min without
ejaculation.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Adult FSL, FRL and SD males from our own
colonies were used in this study. Subjects were always
kept in group cages (five per cage). within a room with
temperature and ventilation controlled, with a 12/12
reversed light—dark cycle (lights off: 11:00 a.m.). Adult
SD females were used as stimulus rats in sexual behav-
ior tests and they were brought into estrous by a
sequential treatment with estradiol benzoate (10 pg SC)
followed 44 h later by progesterone (5 mg SC) that was
applied 4 h before the onset of the behavioral test.

2.2, Apparatus

Sexual behavior tests were performed using a Plexi-
glas cylinder (45 cm diameter) arena in which the male
was introduced 5 min before the presentation of the
stimulus female. Once the female was introduced, the
following parameters were recorded: mount, intromis-
sion and ejaculation latencies: number of mounts and
intromissions preceding each ejaculation; ejaculatory
frequency. post-ejaculatory refractory period. hit rate
(no. of intromissions/no. of intromissions plus no. of
mounts) and inter-intromission intervals. The test lasted
for 30 min.

2.3. Procedure

At 16 weeks of age, males were tested for sponta-
neous sexual activity during four sessions and only
those subjects that displayed at least one ejaculation in
three tests were included in the study. The activity
displayed by the males during these preliminary obser-
vations was not included in the final analysis of data.
Once the preliminary selection tests were concluded, six
males from each group (FSL. FRL, and SD) were
assigned to A - the analysis of the development of
satiety and later B - to the analyvsis of spontaneous
sexual behavior.

Sexual behavior exhaustion tests were performed at
20 weeks of age using one male and one female that
were kept together in the arena. The test ended when
the male met one of the following criteria: 30 min
without sexual activity or 90 min without ejaculation.
The same pair of animals was then tested again 24 h
later, using the same criteria to end the observation.

For the analysis of spontaneous sexual behavior, the
same males were tested weekly (starting at 22 weeks of
age) for nine times, in 30-min tests. To avoid differ-
ences in female receptivity or the so-called ‘Coolidge
effect’, stimulus females were changed every 5 min, so
the males were exposed to six different females. In brief.
the Coolidge effect refers to the decline of male sexual
activity after repeatedly copulating with the same fe-
male. Once the female is changed. male sexual activity
recovers immediately [32].

2.4. Statistical analyses

Data were analyzed using the Kruskal-Wallis test,
followed when significant by the Newman-Keuls
analog test [33]. Percentages were analyzed using the
Chi square probability test.

3. Results

During the selection tests. 100%- of the SD and of the
FSL rats complied with the inclusion criteria (one
ejaculation in three tests). Only around 60% of the FRL
rats showed the required activity level to be included.

3.1. Sexual satiety

Mount, intromission and ejaculation latencies ob-
tained during the first satiety test are shown in Fig. 1.
Both Flinders lines had higher values on mount laten-
cies (A) and intromission latencies (B) than SD rats.
These differences reached statistic:l significance only on
the intromission latencies for boih FRL and FSL rats
(P < 0.05). Panel C shows the zjaculatory latency of
several copulatory series. As can be seen, there were
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significant (P < 0.05) differences between FRL and SD
male rats on ejaculatory latencies displayed in the first,
third, and fourth copulatory series.

Fig. 2 shows mount (A) and intromission (B) number
as well as the post-gjaculatory interval (C) obtained in
five copulatory series of the first saticty test. As can be
seen, FRL rats had significantly more mounts than the
SD and the FSL males in several copulatory series (1V
and V) (P < 0.05) (A). The differences in the number of
intromissions obtained in FRL rats were more pro-
nounced in the 1V and V copulatory series (B). Con-
cerning the post-gjaculatory interval. both Flinders lines
spent significantly (£ < 0.05) more ume than SD rats to
re-establish their sexual activity in several copulatory
sertes (11, 11, TV and V), with the FRL rats taking
longer than the other two groups (C).

The ejaculatory frequency during the first satiety test
was significantly lower in the FRL group, when com-
pared both to FSL and to SD group. No significant
differences were observed, when FSL rats were com-
pared to SD rats (Fig. 3). On the other hand, there were
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Fig. 1. {A) Mount (ML), (B) intromissica (IL). and (C) ejaculatory
(EL), latencies of the three strains: Sprazue - Dawlev (SD). Flinders
sensitive line (FSL) and Flinders resistar: line (FRL) obtained from
six copulatory series during the satiety fest (v + S.E.M. =mean +
standard error mean). When significant. tne Kruskal- Wallis ANOVA
test was followed by the Newman - Kzuls znalog test to determine the
source of significance. *P < .03
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Fig. 2. (A) Number of mounts (NM). and number of (B) intromis-
sions (NI), preceding each ejaculation in five ejaculatory series. Panel
(C) shows the values of the post-gjaculitory interval (PEI). Data
express Mean + S.EM. When significant, the Kruskal-Wallis
ANOVA test was followed by the Newman- Keuls analog test to
determine the source of significance. *P < 0.05.

no significant differences between the three groups in
the hit rate, the interintromission interval and the inter-
copulatory interval. Fig. 4 shows the results obtained
during four copulatory series and. as can be seen, only
the interintromission interval showed a significant dif-
ference when the FRL was compared with SD group
(Fig. 4B).
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Fig. 3. Ejaculatory frequency during the sexual satiety test of the
three strains: Sprague-Dawley (SD). Flinders sensitive line (FSL)
and Flinders resistant line (FRLj. (v =S E.M. = mean + standard
error mean). When significant. the Kruskal Wallis ANOVA test was
followed by the Newman -Keuls analog test to determine the source
of significance. *P < 0.05.
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Fig. 4. Hit rate. interintromission interval and intercopulatory inter-
val during the initial four copulatory series. No significant difterences
were observed, when Sprague-Dawlev (SD). Flinders sensitive line
(FSL) and Flinders resistant line (FRL) groups were compared. Only
during the first copulatory series. were there significant differences
between SD and FRL groups. *P < 0.0° Kruskall - Wallis followed
by Newman-Keuls analog test.

Fig. 5 shows the percentage of subjects that ejacu-
lated during the first (A) and second satiety test 24 h
later (B). In the first satiety test, FRL rats were the first
group that reached the criteria for sexual satiety, with a
maximum of seven ejaculations, followed by FSL rats
with nine ejaculations. SD rats displayed a maximum of
twelve ejaculations. Twenty four hours later (B), SD
rats was the first group to reach sexual satiety with a
maximum of three ejaculations. while both Flinders
lines had higher ejaculatory frecuencies. However, as
can be seen in panel B. in the first copulatory series,
100% of the SD male rats ecjaculated, while both
Flinders rats showed a substantial decrease in the per-
centage of subjects that displayved ejaculation (Fig. 5).

3.2. (B) Spontancous sexual behavior

Mount (A), intromission (B) and ejaculation (C)
latencies are shown in Fig. 6. As can be seen, data
obtained from both Flinders lines have higher vanabil-
ity and in many of the weekly tests, the mean value was
higher compared with the SD control group. Only in
some weeks both Flinders lines. had significant differ-
ences with respect the control group in ML and IL. but
they were not consistent. When significant differences
did emerge. the FRL rats were different from the SD
rats.

The intercopulatory interval (I1C1, A) and the interin-
tromission interval (111, B) are shown in Fig. 7. In this
case, FSL rats had significantly (P < 0.05) longer ICI (4
of 9 weeks) and I (5 of 9 weeks) when compared with
the SD control group in the first copulatory series.
There was also high variability in the FRL rats and the
significant differences from SD males were seen in only
a few weeks. Because there were no differences in the
number of mounts, intromission and ejaculatory laten-
cies between the groups, it is clear that the longer time
spent between each mount or intromission 1s an impor-
tant characteristic in the male sexual behavior of the
FSL rats.

The most conspicuous difference in spontaneous sex-
ual behavior between both Flinders lines and their
Sprague—Dawley control was related to the ejaculatory
potential. As can be seen in Fig. 8, the percentage of
SD males that reach three or four ejaculations in a
particular test, was commonly higher than that dis-
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Fig. 5. Percentage of subjects (ViSs) displaving the ¢jaculatory pattern
during the (A) first and (B) second sexual satiety test of the three
strains: Sprague-Dawley (SD). Flinders sensitive line (FSL) and
Flinders resistant line (FRL). *£ < 0.03 using the Chi-square proba-
bility test.
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Fig. 6. (A) Mount (ML), (B) intromission (IL), and (C) ejaculatory
(EL). latencies of the three strains: Sprague-Dawley (SD), Flinders
sensitive line (FSL) and Flinders resistznt line (FRL) obtained from
the first copulatory serie in 9 weekly tests of 30 min, from 22 o 30
weeks of age. (v + S.E.M. = mean - standard error mean). When
significant. the Kruskal -Wallis ANOVA test was followed by the
Newman - Keuls analog test to determine the source of significance.
*P < 0.05.

played by both Flinders lines. which showed lower
percentages even for the second copulatory series in
several of the recording tests.

4. Discussion

The present results indicate that both FSL and FRL
rats have some alterations in sexual performance when
compared to their strain of origin. the Sprague—Dawley
rats. However, there were few differences between the
FSL and FRL rats themselves. These data support
previous findings in which no differences between the
Fhnders lines were recorded in basal observations, but
they appear after a pharmacological challenge. It must
be taken into account that. although receptor sensitivity
would be abnormal, it can be compensated by other
mechanisms as the synthesis and or release of the trans-
mitter. resulting in a subject that expresses its abnor-
mality only after the administration of a drug that acts
on the receptor (for review see [17]).

It was expected that the alterations would be mainly
located in the motivational component of sexual behav-
ior [25]. The results in the 30-min tests showed a
diminished capability to restore copulatory activity,
which is mainly reflected by hizher values in the IIC.

These data could be reflecting a decreased motivational
state; however, there were no significant differences
concerning mount latency or the post-ejaculatory re-
fractory period, which are also parameters linked to
motivation. Thus, the alterations observed in the copu-
latory performance of both Flinders lines during the
30-min test, seems not to be due to a generalized
motivational impairment. Nevertheless, the results ob-
tained from the satiety tests indicated that both
Flinders lines showed less activity. As the criteria to end
the test are mainly based on a measure reflecting moti-
vation (i.e., long mount latency), it is posstble that the
Flinders rats reach the criteria for exhaustion faster
because of a motivational failure [25].

Previous studies have reported that the mean number
of ejaculations needed to reach the criteria for satiety is
about seven during the first test and about 1 in the
second test, 24 hours later [1.9,10,24]. In the present
study, the SD and the FSL rats had very similar
numbers of ejaculations before satiety (8.3 and 7.7.
respectively), while the FRL rats showed a significant
decrease in their ejaculatory activity (5.8). In the test,
performed 24 h later, however, 100% of the SD subjects
displayed ejaculatory activity at least one time and
more than 50% of them could reinitiate activity for a
second copulatory series, reaching a mean of 2.3 ejacu-
lations. Both Flinders rats display ejaculatory activity
during the second test, but their frequencies (1.8 for the
FSL: 1.3 for the FRL) were smaller than those of the
SD rats confirming the diminished ejaculatory activity
displayed during the first test.

Pharmacological studies have shown that the partici-
pation of the cholinergic system in the regulation of
masculine sexual behavior in rats is mediated mainly by
the muscarinic receptors [2,6.7.22]. The stimulation of
the cholinergic system by exogenous administration of
selective agonists of the muscarinic receptors, such as
oxotremorine, induces a clear facilitation of masculine
sexual behavior [23]. Thus, the results obtained in the
present study, that are mainly reflecting a certain level
of sexual behavior inhibition, might be explained in
terms of the cholinergic hyposensitivity reported for the
FRL rats. However, the reduced sexual activity of the
FSL rats could not be accounted for by their choliner-
gic hypersensitivity. Other factors must be considered
to account for the reduced sexual activity of the FSL
rats.

It has been recently reported that FSL rats also
showed alterations in the serotoninergic system, includ-
ing hypersensitivity to 5-HT1A and 5-HTI1B agonists
[16.30] and more 5-HTIA receptors in certain brain
areas than FRL rats [26]. Also. the FSL rats have been
shown to exhibit supersensitive hypothermic [4] and
aggression-promoting [20] responses to dopamine ago-
nists. Because both Flinders lines showed similar sexual
behavior deficits, these results cannot be explained in
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Fig. 7. (A) Intercopulatory interval (1C1). and (B) inter-intromission
mterval (II), preceding the first cjaculation in 9 weekly tests of 30
min, from 22 to 30 weeks of age in three strains: Sprague—Dawley
(SD), Flinders sensitive line (FSL) and Flinders resistant line (FRL).
(¥ + S.E.M. = mean + standard error mean). When significant, the
Kruskal-Wallis ANOVA test was followed by the Newman-Keuls
analog test to determine the source of significance. *P < 0.05.
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terms of differential sensitivity for these neurotransmit-
ters, mainly because these alterations in sensitivity have
been found only in the FSL rats.

On the other hand, a factor that must be taken into
account for the explanation of the present results is the
deleterious effect of endogamy. In the last few years, it
has been well established that endogamy could induce a
fertility problem named inbreeding depression in mam-
mals [3,8,19] including humans [11]. Although the
Flinders lines have been maintamned by avoidance of
close relatives in the mating scheme, they arc likely to
be highly inbred becausc of the small number of origi-
nal parents. The effect of the inbreeding depression on
sexual behavior has been analyzed only recently in a
variety of dwarf male mice homozygous for the little
gene mutation (lit), in which there has been a marked
incidence of infertility [3]. Despite their normal sper-
matogenesis and testicular steroidogenesis, these mice
require significantly longer times for the first mount,
first intronussion, and ejaculation. In addition, 1t has
been shown that inbreeding could induce some distur-
bances in several behavioral patterns in rat. For exam-
ple Escorihuela et al. [5] have shown that inbred

WSD 8FSL OFRL

(¢}

WEEKLY TEST

Fig. 8. Percentage of subjects (Ss) displaying ejaculations during the (a) second, (b) third. and (c¢) fourth copulator: serie in 9 weekly tests of 30
min, from 22 to 30 weeks of age in threc strains: Sprague- Dawley (SD), Flinders sensitive line (FSL) and Flinders rzsistant line (FRL). *P < 0.05
and **P <0.01 using the Chi-square probability test.
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animals from the Roman high- and low-avoidance lines
displayed alterations in behavioral performance in the
open field test, in the elevated plus-maze test and in the
shuttle box test. These differences in locomotor activity,
exploratory. and self-grooming behavior were actually
arcater between the mbred strains than between the
outbred lines: therefore, inbreeding can affect some
behaviors in rats and it is possible that inbreeding could
have influenced the sexual behavior observed in the
present study.

Thus. the primary finding in this report was that
certain deficits in masculine sexual bechavior were ob-
served in both FSL and FRL rats relative to SD rats.
There were very few differences between FSL and FRL
rats themselves. The most likelv basis for these findings
is endogamy.
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