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RESUMEN

En la presente tesis se realizd una caracterizacién
anatomo-funcional del reflejo cecital y se evaluaron Los
efectos farmacolégices de la 8-OH-DPAT y de la yohimbina
socbre la fatiga del patrdén motor genital gue subyace al
reflejo coital.

En la primera parte de 1la tesis se evaluaron los
aspectos motores y sensoriales del reflejo coital a través

del registro de la actividad electromiogréfica en cada uno de

los misculos genitales, en respuesta a la estimulacioén
mecanica ya fuera d¢ la uretra, del pene o de la piel
escrotal. Ademéas, la  posibilidad de que un mecanisno
facilitador de esas respuestas musculares estuviera

localizado en la médula espinal fue evaluada eliminando las
vias aferentes genitales. Los resultados muestran gue la
respuesta refleja coital puede ser evocada por estimulacién
mecanica aplicada tantc 2 la uretra, come al pene o a la piel
escrotal. Dilicha respuesta puede ser registrada en cada uno de
los muasculos genitales. Er animales deaferentados, el patron
motor genital se presenta de manera espontanea, repetidamente
y con las mismas caracteristicas, en cuanto a frecuencia,
duracidén y numerc de descargas, gue los patrones motores
cbhtenidos reflejamente. Sin embargo, estos animales
presentaron un numero de patrones motores cuatro veces mayor
al obtenido por activacién refleja. Esto debido a que la
estimulacion repetida de la uretra (en promedio siete veces),
el pene y la pilel escrotal produjo 1la fatiga del reflejo
coltal. Las respuestas espontaneas no muestran el fendémeno de
ratiga.

Fino la segurda parte de la tesis se describieron las
caracteriatrican oo desarrol b de fa tatian del ret Lo o

TR VoA FEET 1 5 ) T T B N



receptor 5-HT 1A, 8-OH-DPAT, era capaz de revertir dicha
fatiga. La administracidn sistémica del antagonista
serotonérgico para el receptor 5-HT 1A, WAY 100635, previa a
la aplicacidén de B8-OH-DPAT bloqued el efecto de esta Ultima,
sugiriendo que el efecto de la 8-0OH-DPAT es ejercide sobre
los receptores serotonérgicos 5-HTI1A.

En la Gltima parte de la tesis, se evalud el efecto de
la aplicacidn sistémica de  vyohimbina, un antagonista
adrenergico oz, sobre el reflejo coital fatigado
encontrandose que provocaba la expresién inmediata de un
patrén motor similar al observado durante el reflejo coital
perc en ausencia de estimulacidén mecanica a estructuras
genitales. La aplicacidén sistémica del agonista adrenérgico
aZ clonidina, previco a la yohimbina, blogqueaba la respuesta
inducida por esta ultima, sugiriendo gue el efecto de la
vohimbina fue ejercido sobre los adrenoceptores ol.

Asi, con los resultados obtenidos en esta tesis podemos
concluir: a) que el patrén motor genital, compcnente
principal del reflejo coital, puede ser evocado por
estimulacidon a distintas estructuras genitales vy  ser
registrado en toda la musculatura genital; b) gue dicho
patrén motor se presenta de manera espontanea en animales
deaferentados; c¢) que el reflejo coital se fatiga cuando es
evocado repetidamente; d) que dicha fatiga puede ser
revertida farmacoldgicamente por el agonista para el receplor
serotonéragico 5-111T1TA, H-0H-NDPAT W por & antagonist a
adrenerglico o, yohimbina, vy @) que el desarrollo de la
saciedad sexual pudiera tener un componente espinal.

Los presenles resultados se discuten en el contexto de

los CONPOnentes consumatorios de la conducta sexual
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SUMMARY

In the praesent thesis, the anatomo-functional
characterization of the coital reflex and the pharmacological
effect of the systemic administration of the 8-0OH-DPAT and
yohimbine upon the genital motor pattern underlying the
coital response are described.

In the first part of the thesis, the sensory and motor
features of the coital reflex in anaesthetized and spinal-
cord transected male rats were evaluated by reccrding the
electromyographic activity in all genital muscles in response
to mechanical stimulation of the urethra, penis or scrotal
skin. In addition, the possibility that a facilitator
mechanism of these muscular respeonses were located in the
spinal cord was evaluated by removing the genital afferents.
Results show that the coital reflex can be evoked by
mechanical stimulation of the urethra, penis and scrotal skin
and that response can be recorded in every genlital muscle. In
deafferentated animals the genital motor pattern appears
spontaneously, repeteadly and show some features as those
exhibited by the reflexively evoked responses., However, the
number of spontaneous motor patterns exhibited was fourthfold
than the reflexively responses. This difference was due to
the fact that repeated stimulation (7 times in average)
provoked fatigue of coital reflex. Spontanecus responses did
not show the exhaustion phenomenon.

In the second part of the thesis the features of the
develcpment of coital reflex exhaustion were described and
the ability of the 5-HT 1A serotonerglic agonist 8-0H-DPAT to
reverse such exhausl Llon Wa s established. Systemic
administration of  the  SUTTA saerotoncraic  antagonist,  WAY
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suggesting that the effect of 8-0OH-DPAT was exerted upon 5-HT

1A receptors,
In the third part of the thesis the effect of the

systemic administration of yohimbine, an o2 adrenergic
antagonist, upon the exhaustion of the coital reflex was
evaluated. It was found that this compound induces the
immediate expression of & motor pattern similar to that
observed in the coital reflex, but in absence of genital
stimulation. Systemlic application of clonidine, an  «?
adrenergic agonist, previous to yohimbine administration
precluded the appareance of the vyohimbine-induced response,
suggesting that the effect of vyohimbine was exerted upon a2
adrencceptors.

The results obtained in the present thesis allow us to
conclude that: a) the genital motor pattern, mailn component
of the «coital reflex, can be evoked by stimualation of
different genital structures and can be recorded in evary
genital muscle; b) this motor pattern appears spontaneously
in deafferentated animals; c¢) the genital motor pattern can
be exhausted when repeatedly evoked; d) such exhaustion can
be pharmacclogically reversed by the S-HTI1A agonlist 8-0OH-DPAT
and the a2 adrenoceptor antagonist, yohimbine, e) the
development of sexual saciation might possess a spinal
component. Results are discussed in the context of the

consummatory components of male rat sexual behavior.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION
Control Fisiolégico de la Eyaculacién

La eyaculacidn es wuna de las respuestas reflejas
involucradas en la funcién sexual masculina. Existen una
serie de estudios gque describen los reflejos sexuales
asociados a la funcién reproductiva en machos de mamiferos de
diferentes especies tales como la rata, el gato vy, en menor
proporcidn, en el hombre. La rata ha mostrado ser el modelo
mas adecuade para estudiar las funciones sexuales masculinas
de ereccidn, emisidén v eyeccién debide a la similitud con el
humano en cuanto a los mecanismos de control (Anderson vy
Wagner, 1995). La ereccidén se define como la rigidez ¢
tumescencia peneana. En la mayoria de las especies, la
ereccién es un evento neurovascular complejo en la que
participan numerosos tejidos, tales como musculo liso de las
arterias y de los cuerpos cavernosos y esponjoso, asi come la
tinica albuginea (Christ, 1999). La condicién normal del pene
es la flacidez que en algunas especies como el humano es el
estado en el gue permanece aproximadamente 23 de las 24 horas
del dia. El pene se torna erecto de manera espontanea,
durante la etapa del suefic que estd acompafiada de movimientos
oculares rapidos o durante la estimulacién sexual (Christ,
15%99) . La ereccidén propilamente dicha se debe a las
contraccicnes de la musculatura genital tanto lisa como
estriada qgue conducen a una tumescencia de los Cusrpos
cavernosos y esponjoso del pene (Anderson y Wagner, 1995).

Las otras dos funciones sexuales, la emisién vy la
eyeccldn, constituyen en  conjunto el  denominado DIOCESO
eyaculatorio. La emisidn se refiere a la deposicion, dentro
de la urelra pvosrerior, de los lluidos seminales vrovenientes

de Los  vasos Aoy ontes, veslcunlas seming les voooglanadng g



prostatica. La eveccidn en camblo, se refiere al paso del
fluido seminal a través de la uretra y a su expulsién desde
el meato uretral (Benson, 1394 . Estas respuestas
fisloldgicas se expresan normalmente durante el coito y estéan
intimamente relacionadas entre si. Sin embarge, la emisién vy
la eyaculacidn son dos eventos motores independientes. Ambos
fendmenos son respuestas reflejas mediados por la médula
espinal gque pueden presentarse en ausencia de ereccién %
viceversa. La estimulacidn genital desencadena la
eyaculacidn. La informacién aferente genital viaja a través
de los nervios somdticos de los plexos pélvico y sacro, los
cuales conducen esta informacién directamente hacia la médula
espinal que integra dicha informacién para enviar los
estimulos que provocaran la descarga de semen y su posterior
expulsidn. Esta descarga se produce por medio de
contraccicnes ritmicas, vigorosas, e involuntarias que
conducen las secreciones del epididimo, Aampula, vesiculas
seminales, prostata v gléndulas parauretrales dentro de la
uretra (ver Newman vy col., 1982, para revisién). Tales
movimientos son el resultado de la cocrdinacidén funcional de
los Srganocs sexuales, glandulas accescrias, musculos
perineales y el pene. El mecanismo por el cual se produce la
emisidn esta pobremente entendido, guizd debido a la breve
duracidén del evento. La emisidén depende de la integridad
tanto de las glandulas sexuales accesorias como del cuello de
la wvejiga. Es un reflejc espinal, gue se presenta en
respuesta a la estimulaciéon genital, pero gque estd bajo
considerable control cerebral (Newman y col., 1982).

La evaculacion depende bdsicamente de le musculaltura
perineal estriada. Se ha prepucsto que durante I
evaculaclLon, e contrace:son deld cafinter  bproxaimal Y A

:
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semen entre a la wuretra bulbar y que a través de la
compresidn de la uretra, dada por tres o cuatro contracciones
de los musculos bulbeoesponjosos, se expulse el semen (Newman
y col., 198Z). Esta accidn es reforzada por contracciones
simultéaneas del esfinter vesical distal y leos misculos del
piso peélvico. La eyeccién seminal es una respuesta refleja
desencadenada por la entrada del semen a la uretra bulbar.

La eyaculacién ha side estudiada en animales de
laboratorio principalmente desde el punto de vista conductual
y endocrinolégico, este Gltimo con el objeto de establecer la
participacion de hormonas esteroides en su regulacién. Sin
embargo, poco se conoce acerca de los mecanismos neurales
periféricos que controlan esta respuesta genital. Diversos
estudics fisiolégicos han mostrado que es dificil inducir la
expresidn de los reflejos sexuales en animales anestesiados,
dada la incapacidad de éstos para ejecutar completamente los
patrones de movimiento. Por otro lade, en animales en libre
movimiento, es dificil analizar los eventos genitales
regulados por mecanismos nerviocsos, tanto autonémicos como
somaticos, i1nvcoclucrados en la eyaculacldn.

Existen estudios en diferentes especies en los que se
conslideran a la eyaculacidén como un  evento puramente
mecdnico, por lo gue se analizan Unicamente el proceso de
expulsidén de semen a través del conducto uretral (eyecciédn)
(Benson, 1994). Por esto, la fase de eyeccidn (salida del
semen por el meato uretral) ha sido considerada como el Unico
indicador del evento eyaculatoric. En algunas especies de
mamiferos tales como el hombre v la rata, el uso de técnicas
electrofisioclogicas ha permitido describir gue la eyeccion es
producida por 1as contracciones ooordinadas e bos omnecn oo
Pulhocstoniosos 0 e R R N A A0V T SIS Loy
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En otras especies, como el perro, la actividad refleja
producida por electroeyaculacién, se ha registrado en los
misculos del piso pélvico y los esfinteres (Shafik, 1997).
Estos estudios revelan que existe una activacién refleja de
casi toda la musculatura pélvica y esfintérica durante el
eventoc evaculatorio.

En el hombre, también se presenta actividad refleia
semejante a la registrada en estas especies de laboratorio.
Asi, mediante masturbacién se obtiene la activacién refleia
de los musculos del esfinter externo de la uretra y del
esfinter anal externo, del elevador del ano, asi como de los
musculos bulbocaverncsos e isguioccavernosos {Kollberg y col.,
1872; Gerstenberg y col., 1993).

Asi, se puede concluir gque las respuestas motoras
asociadas a la eyaculacidn en diversas especies de mamiferos
presentan patrones similares (Fig. 2).

Las respuestas motoras descritas estdn asociadas a
eventos hemodinamicos relacionados con la ereccidén, tales
como el incrementc en la presidén intracavernosa durante el
evento evaculatorio (Meisel y Sachs, 1994). Por lo tantc, las
respuestas musculares asocladas a la eyaculacidn son
complejas, ya gue involucran tanto actividad autonémica en
las respuestas vasculares, como actividad somatica en la
respuesta muscular estriada.

SL bien, la actividad de los musculocs perinesales durante
la eyaculacién ha sido estudiada por diferentes grupos de
investigadores, el papel que se les ha asignado varla de
acuerdo al autor. En la rata sélo se tiene identificada la
participacidn e Lo misculos bulhonsoonjosos,
isgquiocaveinosos vy alevador del  ane durantoe esto proceno
(Homes v ol ., R O N R N R PR TR T R ey Dot bl e
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del pene (McKenna y Nadelhaft, 1987). 8in embargo, se sabe
que el tracto genital de la rata machoc se encuentra rodeado
de otros misculocs genitales igualmente importantes como es el
caso del esfinter externc de la uretra v el musculo uretral.
Estos ultimos misculos se encuentran localizados rodeando la
uretra en su porcidn més proximal (Popesko y col., 1994). Los
musculos gue se han estudiado durante 1la eyaculacidén estéan
localizados en la base del pene vy los demds masculos
genitales localizados dentro de la cavidad no han sido
analizados. Por ello es necesario preofundizar en su estudio vy
en el de otros musculos asociados al tracto genital para
establecer la participacién de cada uno de ellos en la

eyaculacidén y otros eventos reproductivos.

M
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El tracto uretral por donde fluye <1 evyaculade esta
compuesto de seccicnes gue se encuentran tanto dentro como
fuera de la cavidad pélvica y estan rodeadas por diferentes
misculos estriados. Este arreglo anatémico hace suponer gue
la eyaculacidédn mantiene una dindmica que depende en gran
medida de la musculatura estriada en al menos dos eventos:
uno Jue se desarrolla dentro de la cavidad (emisidn) vy el

otro fuera de ésta (eyeccidn).

e T
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CAPITULO 2
MODELCS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA EYACULACION EN
EL, MAMIFERO

A) Conducta Copulatoria

Uno de los modelos experimentzles mas utilizados para el
estudio de 1la eyaculacién es el analisis de la conducta
copulateria. Con esta aproximacidén se ha estudiade la
regulacidédn del proceso eyaculatorio, basicamente en roedores,
empleandce lesiones especificas a zonas discretas del cerebrc,
estimulacién eléctrica directa a esas Aareas cerebrales,
manipulaciones hormonales o) tratamiento con drogas
especificas para distintos sistemas de neurctransmisidén (ver
Meisel vy Sachs, 1994, para revisidén). EL anélisis de 1a
conducta sexual ofrece la ventaja de permitir el examen de la
fisiologia de 1la eyaculacidn en el contexto normal de la
conducta sexual. Sin embargo, Liene la limitante de
dificultar el andlisis del evento evaculatorio mismo gue en
muchas c¢casiones es interpretative y la mayoria de las veces
dificilmente mesurable.

La conducta copulatoria en la rata macho es
estereotipada. Consiste de una serie intermitente de montas
sin intromisidn alternadas con montas con intromisidén, en las
cuales el macho 1inserta brevemente el1 pene dentro de 1la
vagina de la hembra. Durante la ultima intromisidén de la
serie, el macho eyacula. Sigue un periodo Dbreve de
refractoriedad a la estimulacidn sexual, después del cual el
macho puede reiniciar la cépula. En una hora de cépuia, una
rata macho es capaz de evacular varilas veces (Meisel y 3achs,

1994, .

Pnlre o< respnestas condnctuales gie presconta una rata
q

machoe dnrantoe 'a corula ~o7a 'a menra a 1o hembra Aurarite Ja
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medioc de movimientos pélvicos. S$Si no ocurre la insercién
peneana intravaginal, el acto es referido como monta (Sachs vy
Barfield, 1976). Después de esta, el macho desmonta a la
hembra y usualmente se acicala los genitales. La intromisién
consiste de una monta en la cual el macho logra la insercién
peneana intravaginal. Se puede identificar por la
presentacidén de un emblite pélvico large vy profundo vy una
retirada posterior rapida del macho respecto de la hembra
(Sachs y Barfield, 1976). Una vez que ocurre la intromisién,
el macho se acicala el area genital invariablemente. Después
de un numerc variable de intromisiones, el macho monta otra
vez a la hembra, logra una insercidén vaginal (intromisién) vy
eyacula dentro de la vagina. La conducta eyaculatoria es
facil de identificar ©pues se caracteriza por un embite
pelvico mas profundo y de mayor duracidén que el de una
intremisién vy una elevacidén de las patas anteriores
acompanada en la mayocria de las ocasicones de una cailda
lateral (Sachs y Barfield, 1976). Debemos hacer la distincién
entre eyaculacion y patrdn conductual evaculatorio. Durante
el registro conductual se asume que ha ocurride la
eyaculacién cuando se presenta el patrdén motor conductual
ascclado a dicho evento. Sin embargo, para decir que ocurrid
la eyaculacidén se requiere ademds de la presentacidn del
patron cenductual eyaculatorio, de verificar la presencia de
un tapdn seminal de la vagina de la hembra (Meisel y Sachs,
1994 .

La descripcidn del patrédn copulatorio de la rata
ENMascara numerosos procesos comple’jos gue lo acomparfian. Por
ejemplo, al estudiar la conducta, unicamente podemos obsaorvar
el desplicgue de los aspectos no genitales de 1a eyaculacion

. . N N

dejando de ol Tos o eventos genitales  asociados con o L
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El analisis de la conducta copulatoria ha permitido 1a
obtencidén de datos importantes sobre su control neural. Asi,
diversos estudios han descrito ia participacién de
astructuras neurales supericres tales Como el bulbg
olfatorio, la amigdala, el &rea predptica media o el ntcleo
Paragigantocelullaris en el control de la conducta sexual
masculina. Cichos estudics han demostrado que estas
estructuras regulan la expresién de la conducta sexual, va
que su lesidén ¢ estimulacién alteran 13 codpula (Marson vy
McKenna, 1982; Meisel ¥ Sachs, 1994; Liu y Sachs, 19%9). No
obstante, estcs estudics no describen los efectos de dichas
manipulacicnes sobre los aspectos genitales de la
evaculacidn, sinc Onicamente sobre algunas respuestas

reflejas de ereccién y sobre algunes pardmetros conductuales

(Meisel y Sachs, 1994, para revisidén).

B) Reflejos Sexuales Ex-cépula

Otro modelo para el estudio de la funcién sexual del
mache involucra el andlisis de reflejos sexuales fuera del
contexto de la cépula (ex-coépula). Los reflejos sexuales ex-
copula fueron descritos por Hart y colaboradeores en la década
de los sesenta en la rata Y Se reglstran en animales no
anestesiados. En este modelo, los animales son colocados en
pesicidn supina dentro de un contenedor que les restringe el
movimiento. Los reflejos ex-clpula se producen retrayendo
manualmente la wvaina del pene y socsteniéndola hasta gue se
producen erecciones reflejas gue mantienen una cierta
frecuencia de expresidén (Hart vy Kitchel, 1966; Hart; 1967;
1968). Les refiejos sexuzles que son  preducidos de esta
torma, cConsisien de Eracclonags del CUerpo peneano
(Cumescencia del glande del Pette, como resultado del Tenaao
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(Hart v Kitchell, 1966). La similitud en la forma y las bases
mecanicas entre las respuestas en pruebas ex-cépula vy
aquellas observadas durante la cépula ha sido establecida por
técnicas conductuales vy electromiogrdficas. Sin embarge, la
relacién temporal de esta respuesta, no corresponde a la que
se presenta durante la conducta sexual. Usando el modelc de
reflejos ex-codpula se ha demostrado gque la seccidn espinal
facilita su expresidn, sugiriende 1la existencia de una
influencia inhibitoria ténica cerebral (Sachs y Garinello,
1980; Sachs y Bitran, 1990). Marson y col., (1992) observaron
que en animales a los que se les lesiconaba el nucleo
paragigantocellularis, las respuestas reflejas ex-copula se
reducian significativamente, principalmente las relacicnadas
con la ereccién del glande. Propusieron gue la 1nhibicidn
ténica descendente sobre los reflejos sexuales podria ser
ejercida parcialmente por este nuclec del tallo cerebral.
Aungue este modelo permite la' visualizacién de algunos
movimientos peneanos, guiza presentes durante la cbpula,
tiene limitantes, ya que no es claro sl esta respuesta puede
participar en el proceso fisioldégico de erecclidn peneana.
Tampoco es claro si en este modele se puede estudiar las

respuestas eréctiles y de eyaculacién esponténeas o reflejas

(Meisel y Sachs, 18%4).

C) Reflejo Coital

Para el estudio de la funcidn sexual en la rata se
desarrolléd  un modelo llamadoe reflejo ceoital en  machos
anestesiados con uretano y con seccidédn de la médula espinal.
En esta preparacién se ha evidenciado parcialmente como se
produce una respucsta cyaculateria semejante a ia ohtenida an
machos conduciéndrse - nreomenre (Chung v ocolb.,  Legd; Mokenna
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contracciocnes clénicas de los masculos perineales
(bulkboesponjosos e isquiocavernosos), disparo autondmico
ritmico, erecciones peneanas fasicas, dorsiflexidén del cuerpo
del pene, ensanchamiento vy enrojecimiento del glande vy
expulsidén del contenido uretral (McKenna y col., 1991). Esta
respuesta  muscular fue denominada reflejo ‘uretrogenital,
término que describe las vias reflejas involucradas, es
decir, el sitio de estimulacidén, y los dSrganos responsivos
(McKenna y col., 1891). En este modelo, se registra actividad
electromiografica en los musculos bulbcesponjosos e
isquiocavernosos en respuesta a la estimulacién de la uretra
pélvica (Fig. 4). Dicho electromiograma, es muy semejante al
registrado durante la eyaculacidén en humanos ({Fig. 2) v
perros (Holmes vy «col., 1991; Gerstenberg vy col., 1993;
shafik, 1997). Este modelo, es hasta la fecha el Unico gue ha
mostrado ser Util para el estudio detallado de las respuestas
neuromusculares de la eyaculacidn. Por otro lado, el estudio
de la actividad refleja en la musculatura perineal observada
en este modelo, ha permitide establecer el papel gue Jjuegan
les centreos superiores en el control de los reflejeos sexuales
asoclados a la eyaculacién e identificar los sistemas de
neurotransmisién que participan en su control. Usando el
modelo del refleje coirtal, se ha podido establecer el papel
gue Juegan los centros superiores en el contrecl de los
reflejos sexuales asccliados a la eyaculacidn. Asi, =se ha
demostrado que 21 nocleo paragigantocelularis, localizado en
el tallo cerebral, requla la expresion de los refleijos
sexuales ejerclendo una 1nhibicidn descendente continua
(Marson vy col., 1992). Fn animales sin espinalizar y con

lesion gulmica del naclceo paragigantocellularis (Fig. 9, !
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ténicamente las respuestas motoras involucradas en el reflejo
coital.

Las respuestas reflejas obtenidas usande el modelo del
reflejo coital demuestran una secuencia compleja de actividad
muscular pélvica como resultado de la estimulacidn genital.
Se sabe que este reflejo es una respuesta pudendo-pudendal,
que involucra la activacién de aferentes genitales contenidas
en el nervio pudendoe vy la respuesta en los musculos
perineales, que son también inervados por este nervio

{(McKenna y Nadelhaft, 1989).
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Hasta este momento, no ha sido posible identificar

adecuadamente el papel que el reflejo coital Jjuega en la

actividad sexual en animales conducigndose libremente. Sin

embargo, el analisis de las respuestas musculares suglere que

el refliejo coital tiene propiedades semejantes a  las

observadas en las respuestas sexuales del

animal intacto
(Fig. 27},

y se ha propuestc que representa el concomitante
neural de la eyaculacién.
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A pesar de la posible utilidad del reflejo coital para
el estudio de los reflejos sexuales, existen wvarics
cuestionamientos gue necesitan ser aclarados para asociar
definitivamente la respuesta observada en este modelo con la
eyaculacidn fisioldégica. Por ejemplo, es importante aclarar
si las respuestas genitales de este modelo, gue incluyen
ereccidén peneana, movimientos del pene, activaéién somatica vy
autonémica y eyaculacién, disparados al misme tiempo, son los
indicadores de lcs eventos que ocurren durante la

eyvaculacion.

REGULACION DE REFLEJOS SEXUALES POR LOS SISTEMAS
SEROTONERGICO Y NORADRENERGICO

La copula en la rata macho es un fendmeno complejo que
involucra la activacidn integral de wvarios sistemas de
neurotransmisién relacicnados con  la  produccién de  los

reflejos sexuales (Dahlof v col., 1988; Gonzalez-Mariscal vy

cel., 19%84). Entre estos sistemas de neurotransmisidn estan
el sistema serotonérgico y el noradrenérgic (Hansen vy Ross,
1983; Gonzalez-Mariscal vy col., 1994, Marscon vy McKenna,
1994) .

La serotonina participa en la modulacidn de la conducta
sexual masculina dec la rata (Larsson y col., 1978; Conzales vy
col., 1982; Rodriguez-Manzo vy Fernandez-Guasti, 199%), a
través de la activacidn de mecanismos inhibitorios a variocs
niveles en el sistema nervioso central. Asi, por ejemplo,
algunas vias serotonérgicas gque inervan =1 hipotélamo y el
area vpredptica, juegan un papel importante en el control
inhibitorio do  la conducta sewxual  (Larsson vy col., 1978)
mientras gno olros cjeroeon tambidn cfectes Tnhib i ter Tas sobr e
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Usando el modelo del reflejo coital se ha demostrado que
la inhibicién ténica ejercida por el nuclec
paragigantocelularis sobre los reflejos sexuales estid mediada
por vias serctonérgicas (Marson vy col., 1992; Marson Yy
McKenna, 1992). Esto fue demostrado lesionande ratas con la
neurotoxina 5,7 dihidroxitriptamina. Esta neurotoxina causa
degeneracidn de neuronas serotonérgicas en las vias
descendentes del nlcleo a la médula espinal. Como resultado
de la lesidén, las respuestas motoras asociladas al reflejo
coital se presentaban repetidamente (Marson y McKenna, 1994).
Los autores antes citados, concluyeron gue las respuestas
invelucradas en la expresidén de los reflejos sexuales pueden
ser parcialmente controladas por serotconina (Fig. 6} a través
de una inhibicién ténica. La espinalizacién vy remocién
concomitante de estas vias produce la facilitacién de la

expresidn de las respuestas genitales.
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Existen numerosos subtipos de receptores serotonérgicos
(van de Kar, 1991; Barnes y Sharp, 1999} en diversas regiones
del sistema nerviocso. Estudios farmacoldgicos han demostrado
gque los agonistas para el receptor serotonérgice 5-HT1ZA, como
1la 8-0H-DPAT (8-hydroxy-2-{(di~-n-propylamino)tetralina)
(Dahlcf y col., 1988; Ahlenius y col., 1989), facilitan la
expresién de la conducta sexual, disminuyendo el numerc de
montas e intromisiones, asi como la latencia de eyaculacién
(Ahlenius y Larsson, 1997). Agonistas para el receptor 5-HT1B
como el RUZ4969 (5-methoxy-3-(1,2,3,6-tetrahydro-4-pyrinyl)-
indole), tienen efectos inhibitorios sobre la conducta sexual
masculina (Fernandez-Guasti y col., 1989, Fernandez-Guasti vy
Rodriguez-Manzo, 1992). Asi, la estimulacidén de diferentes
subtipoes de receptores provoca respuestas diferentes.

Las respuestas sexuales reflejas también son afectadas
de manera diferencial por la activacién de receptores
serotonérgicos especificos. Al respecto, se ha descrito gue
la activacidén del subtipo de receptor serotonérgice S5-HT2C
media la ereccidén peneana (Millan y col., 1997), vy que el
blogueo de los receptores 5-HT1A vy 5-HT1IB potencia la
ereccidn producida per algunos farmacos (Millan vy Perrin-
Monneyron, 1897). S5in embargo, no se ha descrito el efecto de
la activacién de los distintos subtipos de receptores
serotonérgilcos sobre respuestas reflejas asociadas a la
eyaculacidén, come es el caso del reflejo coital.

El uso de farmaces serotonérgicos de los que se sabe
facilitan la conducta eyaculatoria puede resultar ut1} en el
estudio de los procesos relacionados con la actividad refleja
asociada & la evaculacian.
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las neuronas serotonérgicas scon importantes en la actividad
motora. Las motoneurconas del tallo cerebral y de la médula
espinal, reciben una densa inervacién serotonérgica. Las
conexicnes serctonérgicas a las motoneuronas estan
preferencialmente dirigidas a motoneuronas que inervan
misculos grandes de los miembros, mientras gue aguéllas que
inervan a masculos més finamente controlados, reciben muy
escasa inervacidn serotonérgica. Asi, en la médula espinal,
las conexiones serotonérgicas inervan preferencialmente a
musculos axiales miés que a musculatura distal (Jacobs %
Fornal, 1999) . Se  ha descrito sin embargo, que las
motoneurconas gue inervan a masculos genitales
(bulboesponjoscs e isquiocaverncsos ademas del esfinter
externo del anc y la uretra) reciben una densa inervacidn
serotonergica mayor a la de otros nucleos de motoneuronas,
proveniente de distintas regiones superiores (Holstege y Tan,
1987; Rajacfetra y col., 1992; Marson y McKenna, 1996). Este
hechc resulta interesante ya que la musculatura genital esta
involucrada en diversas funciones reproductivas.

Algunos estudios describen el control de la actividad
motora por serotonina, especificamente por la activacién
selectiva de distintos subtipos de receptores. Asli, se ha
encontrade que algunos reflejos espinales motores répidos vy
lentos contralaterales e ipsilaterales al sitio de
estimulacidén en la rata neonata son  controlados jeleld
serotonina. En ese estudio se observd que la aplicacién de 8-
OR-DPAT, deprime la respuesta refleja lenta lipsilateral vy
contralateral {(Wallis vy Du, 1992y, sugiriendo gue la
activacidn del subtipo de receptor SHTIA media la depresidn
de alaunes reflejos molores espinales. Tamhiéan en galas sc ha
mostrado que [a activacion zelectiva de esle mismo subt fpe do
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evidencid cuando se elimind la actividad refleja por medio de
la seccién espinal y la aplicacién inmediata de 8-OH DPAT
restablecid dichos reflejos (Aggelopoulos vy col., 1996). Esto
sugiere gue la activacién de este subtipo de receptor
incrementa la actividad refleja espinal polisindptica.

Los reflejos sexuales son medulados en la médula espinal
lumbosacra, y se ha sugerido gue la evaculacidén puede ser
mediada por la activacidn de receptores SHT1A en estas mismas
regiones de la médula espinal (Lee y col., 1990). Asi, se
suglere laz posibilidad gque este subtipo de receptor medie las
respuestas reflejas invelucradas en la actividad
eyaculatoria, hipétesis respaldada por datos de observaciones
conductuales.

El sistema noradrenérgico también participa en la

regulacidédn de las funciones sexuales. Los receptores

adrenergicos o2 {(Clark y col., 1984), parecen jugar un papel

preponderante en dicha regulacién. Asi, el blogqueo de los

receptores adrenérgicos a2 por yohimbina, un potente
antagonista, facilita marcadamente algunos pardmetros de la
conducta sexual masculina cuando es aplicada agudamente
(Goldberg y Rebertson, 1983; Smith v col., 1987). Las ratas
tratadas con yohimbina muestran un acortamiento del intervalo
intercopulatorio, asi como un acortamiento en la latencia de
eyaculacidn (Clark y col., 1985; Koskinen y col., 1991).
Reclentemente fue seflalada la participacién del sistema

neradrengrglico central en la expresion de le conducta sexual

en ratas mache sexualmente exhaustas (Rodriguez-Manzo vy
Fernandez-Guasti, 1995). En este estudio, se evidencié la
participacion del sistena noradrenéigico on la exprosion do

algunes palrores motores de la copula, aspecificamento sobre

el

pation metor de o Ta v lacida. Asr, o Bod faue sy

Rl




Fernandez-Guasti (19350), mostraron que la aplicacidn
sistémica de yechimbina, a ratas macho sexualmente exhaustas Y
con lesidn neurotdxica del sistema noradrenérgico central,
incrementaba marcadamente el ©porcentaje de animales que
mostraban el patrdn motor eyaculatorio, 1nhibiendo sin
embargo, la emisién seminal.

Cen estos resultados, estos autores sugirieron que los
efectos farmacolédgicos de la yohimbina debian ser ejercidos
sobre receptores adrenérgicos centrales localizados en
neuronas no noradrenérgicas ademds de aquellos localizadocs en
el sistema noradrenérgico. Estos estudios resaltan la posible
participacién de esta amina sobre los eventos motcres
involucrades en la cépula, como es el caso de la evaculacion
y la emisidén. A este respecto, no existen estudios
fisioldgicos gue sefialen la participacién del sistema
noradrenérgico en la actividad muscular refleja involucrada
en el proceso de eyeccidn ni evidencias sobre la
participacidén del sistema necradrenérgico en reflejos
asociados con la eyaculacidén, como es el caso del reflejo
ceital.

Se sabe gue el sistema noradrenérgico media algunos
reflejos espinales. Harris y Clarke, (19293) mostraron gue en
conejos decerebrades, la aplicacién intratecal de yohimbina
incrementa las respuestas reflejas de las motoneurconas del
musculo gastrocnemio a la estimulacidén eléctrica de aferentes
cutaneas, produciéndose asi, un fendmeno de facilitacién
(Harris y Clarke, 1992; 19%3). Estos estudios sugleren la
posibilidad de que el sistema noradrenérgico se encuentre
ejerciendo un control dinhibitoric sobre algunos reflejcs
espinales. In otvro estudio en ratas espinalizadas, se mostrd
gite la aplicacion intrarecal de noradrenalina fFacilita o
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aferentes del grupe II. Asi, en ratas pretratadas con
yohimbina, al efecto de la aplicacién intratecal de
noradrenalina revirtié el ©proceso de inhibicién de las
respuestas refleijas {Sakitama, 1993y, sugiriendo que el
efecto facilitador, observado en estas respuestas, esta
producido por mecanismos gue incrementan la excitabilidad de
las motoneuronas. También se ha mostrado en gatos y ratas,
que la noradrenalina juega un papel importante en el inicio y
modulacidén de patrones de locomocidédn (Chau vy col., 1898,
Sgalli-Houssaini vy Cazalets, 2000) vy en la mediacidén de
respuestas reflejas.

Las motoneuronas gue inervan a los misculos genitales
estén contenidas en el nicleo de Onuf (Schorder, 1980). Este
nicleo de motoneuronas, recibe proyvecciones descendentes de
estructuras superiores, entre las que destaca una inervacidn
noradrenérgica, gue ha mostradc ser mayor que la gue recibe
el resto de las motoneuronas gspinales. Las vias
noradrenérgicas descendentes que inervan a este nucleo
incluyen a las provenientes del locus coeruvleus y de las
rsgiones A5 y A7 (Weslund y c¢ol., 1983; Fritschy vy col.,
1987; Lyons vy col., 1989; Rajacfetra vy col., 199%2; Marson vy
McKenna, 199¢).

Las acciones directas de la noradrenalina scbre las
motoneuronas espinales de mamifercs parecen ser
facilitatorias {Hounsgaard y Kiehn, 1989). Por ejemplo, White
v Newman (1980) demostraron gue la aplicacidn iontoferética
de ncradrenalina scobre motoneurcnas lumbares produce cambios
de larga duracldn en su excitabilidad incrementandc 1la
frecuencia de disparo. En este mismo estudio, sugleren gue la
noradrenallina 1ncrementa los afcclos do las ent radas
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participacidén del sistema noradrenérgico en la conducta
motora y en las diversas accilones sinédpticas que modulan los
reflejos através de la activacidén de mualtiples tipos de
receptores, apoya la 1mportancia de tratar de entender como
participa diche sistema de neurotransmisién en las acciones

motoras involucradas en el reflejo eyaculatorio.

La presente tesis tTuve CComo objetivo analizar
detalladamente los aspectos sensoriales vy motores de la
respuesta denominada reflejo coital, que los relacionen con
los reflejos sexuales masculinos gque se presentan durante la
coépula. También, tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
aplicacidn sistémica de un agonista serotonérgico 5-HT1A, la
8-hidroxi-di-n-dipropilaminotetralina (8-OH-DPAT) v de un
antagonista noradrenérgico o2, la yohimbina sobre el patrén
motor genital que subyace al reflejo coital. Esto ultimo con
el objeto de establecer la posible participacién de los
sistemas seroteonérgico y noradrenérgico en su regulacién. Los
datos de la tesis se discuten en el contexto de los aspectos
sensoriales, motores vy de regulacidn neuroquimica de los

reflejos sexuales masculinos en rata.



HIPOTESIS

Hipdétesis 1: Los miusculos genitales, ademas de lcs

perineales, estdn involucrades funcionalmente en =1 reflejo

coital.

Hipétesis 2: Los receptores adrenérgicos a2 y serctonérgicos

5-HT1A participan en la regulacidn de la expresion del

reflejo coital.

OBJETIVOS

General: Profundizar en el conocimiento de la regulacidn

anatomo-funcicnal vy farmaccldgica del reflejo coital.

Especificos:
1) Describkir la participacion diferencial de la musculatura

pelvica y perineal en el reflejo coital en la rata macho.

2) Evaluar el posible efectc de la estimulacidén de los
receptores serotonérgicos 5-HT1A en la expresidn del reflejo

coital después de la fatiga en la rato macho.

3)  Evaluar el posihle otecto de la estimnlacion de los
receptores adrenargicos ¢« on la expresion del reflejo coital

despues de La [atlga on la tata macho.




RESULTADOS



CAPITULO 3

SENSORY AND MOTOR ASPECTS OF THE COITAL REFLEX IN SPINAL MALE
RATS
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Abstract
In the present study the sensory and motor aspects of the coital reflex model in mtale rats were evaluated. Electromyographic reflen

activiny after mechanical sumulation of the urethra. pems and scrotal skin was recorded in all genital muscles The possibility that
a faclitatory mechamsm of these muscular responses was located in the rat spinal cord was evaluated by remosing the genial
afferents Results showed that urethral. peniie and scrotal sumulation evoked the cortal reflex m all genital muscles. Sinulariy.
cortal responses were obtamned spentancously n deafferentated ammals. The parameters among the motor patterns evoked with
the different mechanical strmul were very similar Parameters of spontaneous motor patterns were not mmpertantly duferent from
those obtained reflexively A conspicuous difference between these responses was the presence of an after-discharge activity
geruailyv-stimulated ammals  Additionally. it was found that this motor pattern cun be exhausted with repeated stimujation.
Spontaneous responses did not show the exhzustion phenomenon Results are discussed in the context of the sensory-motor
aspects of muie sexual behaviour © 2000 Elsevier Scrence BV, All rights reserved

Kevwordy Conal refien, Seaual retlex: Spnai reflex Central pattern generator. Striated muscle

1. [ntroduction

Ejuculation is the phystological process that describes
the expuision of the semen from the urethra. This
process consists of two different stages, an emissive and
an gyecine phase of eprculation [20]. From these two
events, the gectne phase has been considered as the
only mdicator of the caculatory event [9 11L15.17]
Traditienafly 1t has been deseribed that in some mam-
malian species such as human and rat. senumal ¢eetion
ts produced by the ce-ordinated contraction of the
bulbospongiosus and ischiocavernosus muscles [3.9
PLISZRAU] and supported by the contruction ot the
anal and urethral sphimeters {11.20.271 These musculas
respoises can be evohed Dy the adeguate mechamieal
stimulation of mternal and esternal genttal structures
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[5.8.10-12.211. Thus. striated muscular activity n-
volved 1 the gjective phase of gaculation depends
strongly on the stimulation of genital stiuctures [20]
An experimental model for the study of the teflees
associated 1o sexual function was developed by
McKenna and colleagues [3.17] In this model. gemital
responses similar to those observed during gaculation
m non-anacsthetised humans are elicied e urethane-
anagsthetised <pmal rats by mechamedd stimulation of
the urethra These responses. named the ¢omtal refies,
consist of clome contractions of the perineal muscles.
rhy thnue awtonemie Bring. phasie penile erecuons, dot-
siflexion of the body of the pers. engorgement and
flaring ol the glans and expulston ot the urethral con-
tents. Acconding (o these authors, the oniy stmutus
that has been shown to produce the cortal efles s the
mechanical somulaton of the wiethia [17] Thaelore.
s tesponse s diso been called the urethrogenitd
retlon, o term that descuibes the somulinon siie and the

cospondse croots Phe rellen ey obseivee o the
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perineal musculature in this model has been useful to
tdentify the central structures involved in the inhibition
of sexual reflexes. as weil as the neurotransmitier sys-
tems participating in their control [13-15]. However,
little is known about the senserial and motor compo-
nents of this reflex.

During the study of the rat ejaculatory response
using the coital reflex model. we observed that mechan-
wal sumulation of the penis and scrotal skin evoked
some events in genital structures similar to those de-
scribed after urethral stimuiatior. On the other side. it
has been described that in spinal rats. sexual reflexes
{i.e. cup clusters, penile erection, etc.} may be evoked
by stimulating the genital skin [12.19.24-26] or its
nerves [21]. Thus, we wondered if similar muscular
responses to those achieved by urethral sumulation
could be obtained by separately stimulating internai or
external genital structures in anaesthetised spinal rats.
Besides. it has been suggested that the muscular pattern
asscciated to the cowal retlex is present only in the
permeal muscles (i.e. bulbospongiosus and ischiocaver-
nosus muscles) [3.17]. However, since the gemtal tract
of the male rat is completely surrounded by striated
muscles [2.28], it is probable that other muscles couid
also be mvolved in this reflexive response.

Thus. the aim of the present study was to analyse
detail the sensory and motor aspects involved n the
colal reflex in spinal male rats and to provide 2 more
complete description of this sexual response assoctated
te gaculation.

2. Material and methods

2.0 Anials

Twenty four sexually expenenced male Wistar rats
(300350 ¢) were used. Rats were housed by groups
i(four ammals per cage) under imverted LD ovele condi-
tions 12:12 h. at 22°C, and with free access w foed and

Waler,

22 Groups

Ammals were dinvded mto four groups. The first
aroup (G was used w0 ovoke the coal reflex by
stimulation of the urethira with saline solution, Second
croup (G2 was uubsed 0 avoke the cowal retlex by
apphang o gentle pressure to the pents wiath a foreeps A
third group (G3) was emploved 1o evoke the rellex by
brushing the serotal shin Pinalls, a fourth group (G4
was wsed tor the recording of posable museular re-
spanses o deatterentaied s and served as acon-

Uol aroup

2.3. Surgical procedi{res

All animals were laparatomised under urethane
anaesthesia (0.7 g/kg. i.p.) by a single midline incision
to expose the pelvic muscles. Animals in Gi were
implanted with a PE-50 catheter (0.965 mm OD) in-
serted into the pelvic urethra via a bladder incision that
was firmly tied to the bladder neck. The catheter was
connected to a Harvard syringe pump attached to a
three valves stopcock connected to a pressure trans-
ducer. Two platinum wires were inserted into the exter-
nal urethral sphincter, and into the urethralis, levator
ani. ischiocavernosus and buibocavernosus muscles of
the apnimals in all other groups to record slectromyo-
graphic (EMG) activity. The wires (Grass) were con-
nected to a polygraph (Grass M7) for conventional
recording. In animals of G2 the penis was extended to
obtain its protrusion for stimulation. In the animals of
(33, the scrotal skin was carefully shaved to allow the
adequate appiication of mechanic stimuli. Ammals in
G4 were neurectomised and the afferent puthways from
the sacral and pelvic plexus to the penis. urethra and
scrotal skin were removed. To this purpose, an addi-
tional surgerv was performed. In these animals an
incision was done dorsally to expose the sacral plexus
as previcusly described by McKenna and Nadethail
[156]. At the end of each surgical approach, all ammals
in each group were spinalised by transection at T6 level
and prepared for recording.

2.4. Reflexive activation of muscular responses

in animals of Gl. reflex responses were produced by
mechanically stimulating the pelvic urethra. Stimulation
was carried out by injecting saline sofution (200 pi. min.
Harvard Syringe Pump) through the catheter, duning 30
s. Reflexave responses in (G2 were evoked by exerting
sustained pressure (no more than 2 g) with a forceps m
the penile skin durmng 30 s. In the animals of G3. the
refiexive responses were induced by brushing the scrotal
skin with a cotton swab during 30 s Finally. in the
animals of G4, only the spontaneous activity m ie-
sponse to spmalisntion was recorded The duration of
the EMG recording was of 3 h for all mdiidual
ammals m all groups

25 Dara analisis

The parameters recorded for cach motor response
were: Jateney to the appearance of the motor response.
frequency of EMG bursts. duranion of the muscular
ram. number of motoer responses. All numericil values
were expressed as means £ SE Mean valves were caleu-
Lited for cach muscle of mdndual anmals and quant-
(atnve comparsons betwean groups wore caleulated

tom these nieans Statsteal companisens were done m
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means of a one-way ANOVA followed by the Student—
Newman-Keuls method.

3. Results
3.1 Features of the genital motor partern

311 Sensory aspects

The results obtained after mechanical stimulation of
the urethra. penis or scrotumn reveal that stimulaton of
each of these structures was capable of evoking similar
reflex responses. origmally described for the urethro-
genital reflex.

Intraurethral pressure

e —

EUS

3.1.2. Motor aspects

In agreement with previous descriptions the striated
muscular responses obtained after stimulating the dif-
ferent genital structures consisted of clonic contractions
of the striated perineal muscles and expulsion of the
urethral contents. EMG reflexive responses could be
recorded in all genital muscles. i.e. the external uretfiral
sphincter and the urethralis. levator am, bulbospongio-
sus and ischiocavernosus muscles. As it can be seen in
Fig. 1, all these muscles showed synchronised refiex
discharges. The characteristics of these muscular pat-
terns. summarised in Table 1, were very simifar among
the different stimulation procedures. The data included
in this table were registered in the bulbospongiosus

Wmm Hg
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Fig t Typical recording of the EMG actany dunng g conal reflex: Traces show synchromsed aetnanen of all the gemtal muscles Conal retles
was chened by sumubting e urethra ELS, externat urethiad sphineter. Isg. ssehiocasernosus musele. Ure, urethzalis muscle. Bap bulbospongio-

sty muscle, LA [evator am musele

Table |

Compuaison of the evohed gemtal motor pattein parameters recorded m the genttal bulbosponmosus muscle after diiferent mechancal semuit*

Purimeter Urethral somualatton vV — 6

Penne sumuiacuon V=o

Serotal stimulation v -6

{mean = SEy {mean - SLy {mean = SE)

Lateney 18 id6- 30 134 -36Y 2322494
hnanon {(~) B 2N - AR ST 0 T2 ) 32*
Iieaueney (11 a8 - 011 125 60X RN
Numbet ot buists 030 - 0N AN DA A3 =004
Nunthet o monor oo st IRI 0T HO0 =037

patterns
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A

Reflexive activation

B

Spontaneous activation

il

Ll

—
S sec

Fig 2. EMG reflex activity of the bulbospengiosus musele upon coital response. (A) muscular pattern recorded in response to scrotal sumulation
that shows the after-discharge actisity that appears few seconds after the sumulation peniod (B) the muscular pattern recorded spontansously.
Nouwce that this spontaneous muscular response does not show after-discharge actvity. |, ON, 1, OFF

muscle. and are iilustrative of the muscular responses
obtamed in all other genutal muscles. The responses
showed similar latencies. frequency of EMG bursts.
mean numnber of bursts, as well as mean number of
moter patterns. independently of the structure that was
stimulated. A slight varation in the duration of the
motor respense was cobserved with different stimul
{pemle < urethral < scrotal) and were statistically sig-
nificant only between scrotal and pemile stimulated
groups(Student-Newman—Keuls, P < 0.03).

Once the coital reflex was expressed. a second series
of bursts (afier-discharge) appeared at vanable latencies
(in the order of seconds) i all gemtal muscles recorded.
These after-discharge responses appeared without ap-
plving any additonal sumulation (Fig. 2). The reflexive
activation of the above mentioned pelvic muscles to-
gether with 1ts after-discharge. was evoked 1 all the
ammals by stimulation erither of the urethra, the penis
or the serotum. at mtervals of 3-3 nun after the Arst
response and could be evohed repeatedly in the same
animal (mednin six nmes),

3.2 Spontancons activanon of the seniad moror
purtern

The motor response denommated cowtal reflen was
obtamed sponiancoush after spial cord transection m
deatferentated rats This motor response was present
almest immediately after the spmal feston and exhibied
the following features () It appeared alter spmalisa-
ten sl aomean latenes of 2 o (0 Tt could be
recordad dutine I b anter spinat cond insection, ) A

mean number ol 33 mueseulb patioins was reconded

during these 2 h. Following this period the muscular
response suddenly disappeared without presvious mod-
ification of the pattern characteristics: (d) The muscular
response occurred at intervals of 3.5 min in average: (e)
The response was recorded in all muscles surrounding
the genital tract (i.e. external urethral sphincter. ure-
thralis, levator ani. bulbospongiosus and ischiocaverno-
sus muscles); (£} All muscular responses were associated
with penile movements and also with brief erections
and dersifiexion of the penile body. (g) There were no
differences in the frequency of discharge (I 29 +0.03
Hz) and number of bursts (6.03 + 0.07 bursts ») be-
tween the muscular responses spontancously obtamed
in deafferentated rats and those reflexively evoked. A
statistically significant difference was found only in the
duration of the train n spontancous responses when
compared to those obtamed after scrotal stimulation
(mean =SE =525+ 0024 versus 712 +0.32 5. respee-
uvely:  Student-Newman-Keuls twst P <003 ()
Spontancous muscular patterns did not exlubit after-

discharges (Fig. 2).

3.3 Exhenntion of the contal reflea

The muscular pattern reflexively obtamed could be
evhausted when repeatedly evoked. This phenomenon
wis observed i all ammals stmulated m the zennal
structures tested. Exhaustion of the gemital motor pit-
terns mtated immediitely after the presentation of the
first response, since m the subscguent ones, the number
of busts s alter-discharge response dimnished

prearessiedly Phus, the chanee o the propetties of the
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after-discharge was the first indicator that the reflexive
response advanced towards exhaustion. After this. a
change 1 the properties of the motor pattern iseif
occurred. Once the after-discharge response of each
motor pattern disappeared {following 2-3 motor re-
sponses), the properties of the muscular train changed
by reducing the number of bursts as well as its duration
(Fig. 3). After the elicitation of approximately six geni-
tal motor patterns. the exhaustion of the coital reflex
tock place. At this moment, the coital reflex could not
be evoked agan.

4. Discussion

Present findings support and extend previous descrip-
tions on the coital reflex in male rats. The coital reflex
consists of a complex sequence of pelvic activity in
response to genital stimulation. which principaily in-
voives muscular actions producing the expulsion of the
urethral content and penile movements. Previous re-
ports on the contal refiex have pomted that the only
surmulus eliciting this response is the mechanical stmu-
latton of the urethra [17]. Present data disagree with
those observations. We found that scrotal and penile
mechanical sumulation also produces stnated muscular
responses and penile movements similar to those de-
scribed for the cotal reflex. Thus. this reflex. specifically
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the muscular pattern, can also be evoked by mechanical
stimulation of other genital structures.

It 13 important to state that sexual reflexes can be
expressed in spinal animals. due to the fact that the
tonic inhibition exerted by higher structures is removed
{13-15,19]. Thus, in the absence of this imhibitory
influence, it is not surprsing that the stimulation of any
genital structure activates the ejaculatory muscular pat-
tern in a similar manner to that observed in intact
animals [24,25].

There is a study [4] reporting that stimulation to the
penis produces the coital reflex, but only after the
stimulation of the pelvic urethra. Present data disagree
with that report. since we evoked the coital reflex by
separately stimulating the scrotum. the penis or the
urethra. In line with present data. it has been reported
that urethral stimulation is not necessary for the expres-
sion of the striated muscular component of ejaculation
in copulating male rats [10]. This conclusion is based on
the finding that this component remains spared after
anaesthetising this structure.

On the other side, present data also suggest thart this
last conclusion might not be straightforward. since
stimulation to other genital structures may contribute
to the elicitation of this muscular response in copulat-
ing rats. The fact that in spinal male rats, the neurec-
tomy of tite dorsal penile nerve does not affect the
expressien of sexual reflexes supports this suggestion
[12]. Hence, the activanon of other genital afferent
pathways appears to be 85 important as the activation
of the urethral afferents for the expression of the coital
response.

These other afferent pathways include those of the
scrotal skin. Present data. describing the elicitation of
clusters of sexual reflexes n response to stimulauon of
the scrotal skin. suggest that scrotal stimulation mmght
play an important role in the sexual response. In sup-
port of this notion. we have found that in spinally
intact urethane-anaesthetised male rats. the stimulauon
of the atferents from the scrotum produces ejaculation
.

With respect to the muscular aspects of the coital
reflex. it has been proposed that oaly the schiocaverno-
sus and bulbospongiosus muscles participate i the
cowtal reflex [3.17]. In the present study. however. we
observed that not oniy the perineal muscles. but 2ll
striated muscles of the genutal wract parucipate m thn
response, Thus, present data extend previous desenp-
tions on the motor component of the coual reflex m
male rats.

Another finding of the present study s that the
muscular pattern and the muscular-associated mechant-
cal responses of the pents (penile moyenents and cree-
tion! can be spontancousiy expressed moall zental
muscles of genttallv-deatferentated vars This s a0 sur-

priviog cesults e the contad rosponse, 1w ths prepara-
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tion, has only been obtained after reflexive activation
(4,14.15,17.29]. Thus, this is the first time that a spon-
taneous set of muscular responses associated to sexual
function is described in spinal male rats.

It has been reported that the sexual reflexes can be
obtained in male rats neurectomised of the dorsal pe-
aile nerve. as well as in animals with penile sheath
removal by spinal cord transection [12.25]. The spinai
cord itself contams neural circuits that, when acti-
vated. can co-ordinate different muscles to produce
movements. even when all movement-related afferent
inputs are aboiished (see [7] for review). Such findings
indicate that the spinal cord contains central pattern
generators that can produce a complex motor output
similar to that seen in the intact animal. Even when
this proposal 1s only related to locomotion involving
a limb or different types of mterlimb co-ordination
{71, the same may be applied for the motor pattern
invoived in ejacuiation. Actually, the presence of a
spinal pacemaker regulating the expression of sexual
refiexes. activated by a tonic stimulus. has been sug-
gested for rats [24.25]. Also, it has been shown that
the coital reflex is a product of a spinai pattern gen-
crator and that it mav represen: a system analogous
to other spmal systems of fictive locomotion [171].
Present data extend and suppert these proposals.
since the spontaneous motor response of the genital
muscles does not differ importantly from those ob-
tamed reflexively

A characteristte of the thythmic motor patterns is
that they must be modifiable. The movement reper-
toire of spinal ammals contains the essential features
of the movement pattern. but lacks the refinement
observed in: intact animals [7]. This refinement is par-
tially provided by the aiferent inpurs.

In the present study we observed the presence of
after-discharge activity in the evoked responses sunilar
to those recorded in ejuculating animals and for the
coital reflex [9.17. Thus. it is possible that in this
medel the activauon of the genital afferents could act
upon the spinal generator to modify the expression of
the sexual moter pattern unul 1t reaches some fea-
tures of the efaculatory patiern observed in intact ani-
mals.  Hence. the after-discharge  acininy  could
represent the refinement of this response provided by
gental stmulation Thus, the observed ncressed ro-
sponse potenual i the absence of genual stimulation
could murror the continuos discharge of the central
pattern gencrator. without the control provided by
the afferent stimulation. In the presence of this ap-
parently mhibitory conrrol. the after-discharge ap-
pears  limuung  the  number  of  motor patienns
displaved  Notwuhstanding, other physiologieal stud-
185 dre necessary 1o deternnne how i putative cen-
tral pattern gencrator for o nuile sevaal bunoton

OPCTaIeN

An interesting finding, using this model, is the ex-
haustionr of the genital motor pattern observed in the
animals subjected to genital stimulation. In this spinal
anmal preparation, the first evidence indicative of the
initiation of exhaustion of the coital reflex is the pro-
gressive abolition of the after-discharge activity. After
this, the motor pattern itself gradually disappears and
exhaustion is evident. As the genital muscular pastern
progressively vanishes, the penile movements associ-
ated to the muscular contractions also disappear pro-
gressively. At present, we have no explanation for
this striking findings. However, it could be thought
that exhaustion of the coital reflex mught be related
to the sexual exhaustion phenomenon observed in the
copulating male rat. Sexual exhaustion is defined as a
long lasting sexual behaviour inhibizion that appears
after repeated efaculation [22]. The development and
achievement of sexual exhaustion in copulating rats is
characterised by a decrease in the number of intro-
missions and an exponential increas> in the length of
the postejaculatory interval [22]. A mean number of
seven successive ejaculatory series precede sexual ex-
haustion [22.23]. Interestingly. a similar mean number
of coital reflexes was recorded in this preparation
prior to the establishment of the reflex exhaustion.
Thus. this is the first time that a phenomenon similar
to sexual exhaustion is shown in an acute preparation
in spmal anaesthetised animals. The fact that the
spontaneous ambulatory behaviour of sexually ex-
hausted rats is not altered [22], suggests that m copu-
lating male rats sexual exhzustion might be related. at
least paruzlly, to the incapacity of expression of the
coital reflex.

There are several studies that show that much of
the activity labelled as sexual behaviour is partially
mediated by the spinal cord [6.19.26]. In this respect,
the present study shows that some of the features of
sexual behaviour, such as exhaustion. may be ex-
pressed 1n this preparation. This finding suggesis that
the spinal cord might participate 1 the control of
motor aspeets of the sexual exhaustion phenomenen.
Thus. this model couid be useful for the study of
exhaustion of copulatory motor acts such 45 gjacula-
tien.

As previously suggested. the possibiiiy that the -
bibitory mechamsms of eaculation [19.26] are lecared
mte the spmal cord. supports the idea that a4 spinl
pacemaher controls that response  Further esperi-
ments are neeessary 1o test this proposa
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EXHAUSTION OF THE COITAL REFLEX IN SPINAL MALE RATS IS
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Abstract

Previous studies from our laboratory have shown that the genital motor pattern associated to the coital reflex m spinal male
rats becomes exhausted when repeatedly evoked. Exhaustion of the genital motor pattern could be refated to the sexual exhaustion
phenomenon observed n copulating male rats. The present study was aimed to describe the features of cortal reflex exhaustion
and to determune 1f the 3-HT, , agomst $-OH-DPAT was able to reverse exhaustion of this ejaculatory-like response. Additionally,
the effect of pre-treatment with the 3-HT,, antagorst WAY 100635 on the 8-OH-DPAT induced motor response was evaluated.
Results revealed that development of coital reflex exhaustion initiated with a progressive merease 1n the latency of respense and
was characienised by a change in the properties of the motor pattern itself. Once exhausted. i.v. admmistration of 8-OH-DPAT
provoked the immediate expression of a polent motor pattern similar to the coital reflex. but i the absence of urethral
sumulatton. Ingection of WAY 100633 induced. per se. expression of the coital reflex after exhaustion Notwithstanding,
pre-treatment with WAY 1000635 was able to block the 3-OH-DPAT-induced motor response implying that its effect was exerted
upen 3-HT, | receptors. Data suggest that the sexual exhaustion phenomenon might possess a spinal component. & 2001 Elsevier
Science BV All nehts reserved.

Keywords Coutal reflex: $-OH-DPAT. Ejaculation. Masculing sexual function; Sexual exhaustion

Anatomical studies have rtevealed the presence of
5-Hydroxytryptamine (5-HT) contuning neurones m
the nucleus paragigantocellulans. that project to the
lumbosacral spinal cord and autonomic areas related to
sexual function [18.20]. Marson and McKenna [18.20)
have shown that this nucleus exerts an irhibitory milu-
ence on the expression of the cortal refiex. Addiwonally.
1t has also been demonstrated thar lesion of the nucleus
paragizantoceilularis faciitates the expression of sexual
reflexes in ex cepula tests [19)

It has long been assumed that 5-HT exerts both
whibitory und excilatory influences on sexuad reflexes
and sexual behaviour in male rars, depending on the
differential activauon of 3-HT receptor subtvpes see [4]
for review, [S.11-13] In behaving rats, the use of

1. Introduction

The cottal refley cun be elicted m urethane-anacs-
thetised. spinal male rats by sumulation of genital
structures [7.8.21]. This reflex consists of clomie contrac-
tions of the gemial muscles accompanied by expulsion
of the wethral contents. phasic pemile ercetion and
engorgement and flunng of the glans [7.8.21]. This
response can be useful for the study of the neural
mechanisms ivolved in the spinal control of sexual
reflexes [7.8.21]. simce 1t has been suggested to represent
the neural concomnants of ejacuiation.

Corapondes sethor Tl hay S2.825A10402 .. \ . .

Leomarl adkro sy Lot nemnoso i o npenen o oda s (G R specific 3-HT agonists hus allowed the wenufication ol
diretes Ao the rofe plaved by different 3-HT recepror subtypes
I 2T ~ o ! AN Ny Vo
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male sexual behaviour. However. little is known about
their effects on the physiology of ejaculation in rats. A
great number of observations suggest a specific involve-
ment of central 5-HT,, receptors in the medianon of
male rat gjaculatory behaviour [4]. Thus. stimulation of
this receptor subtvpe by systemic imection of the sero-
tonergic agonist 8-OH-DPAT produces a marked facili-
tation of male sexual behaviour in sexuaily experienced
rats. This facilitation is evidenced by a drastical reduc-
tion of the ejuculation latency and the number of
mounts and intromissions preceding it [4]. Similar facil-
itatory effects are obtained with this drug when applied
to sexually exhausted male rats {24.25]. Though it is
well known that this 3-HT,, agonist facilitates the
expression of male rat sexual behaviour. the mechanism
through which it acts to facilitate ejacufatory behaviour
or the anatomical substrate mediating this response are
stll unknown.

The coital reflex exhtbits some features observed in
intact copulating male rats. such as exhaustion. In a
previous study, we reported that the coital reflex may
be exhausted when repeatedly evoked [7] and that,
interestingly. the mean number of evoked responses
before the establishment of this phenomenon is ceinci-
dent with the mean number of ejaculatory series ob-
served in copulating rats before sexual exhaustion
[7.25). We wondered it 8-OH-DPAT could reverse ex-
haustion of the coital retflex in a similar manner as it
reverses sexual exhaustron in intact copulating male
rats.

Thus. the aim of the present study was to describe
the features of coital reflex exhaustion and to determine
if the 5-HT, . agomst. 8-OH-DPAT. was able to reverse
the exhaustion of this gjaculatory-like reflex response in
spinal male rats. Additionally. the specificity of the
3-OH-DPAT-induced motor response was evaluated by
administermg the SHT,, antagonist WAY 1000635 pre-
vious to the 3-HT,, agonst.

2. Materials and methods
20 Anmnaly

Forty-vight sexually experienced male Wistar rats
{300-350 g body waght) were used. Anmmals were
housed by groups {four ruts per cage). under an in-
verted LD evele [2:12 he at 22°C. and with irce access
o food and water,

22 Giotn

Anmais were divided mio siv groups The first group
wis used 1o deserntbe the featuies of the comal redles
avhaistion phienomenen Groums 2 and 3 were used o
aialvse the etteet of two diflerent doses o S-OQT-DP AT

(10 or 20 pg per animal, iv., respectively) on the
already exhausted coital reflex. The fourth group was
injected with saline solution (0.4 mlfamimal, i.v.) after
exhaustion of the coital reflex and served as control.
The fifth group was used to evaluate the effect of a
single dose of the 5-HT,, antagonist WAY 100635 (10
ug/animal, 1.v.) on the exhausted coital reflex. The sixth
group was employed to evaluate the effect of pre-treat-
ment with WAY 100635 (10 upg/animal, i.v.) on the
8-OH-DPAT induced response (10 pg/animal, iv.).

2.3. Surgical procedures

All amimals were laparatomised. under urethane
anaesthesia (0.7 g/kg. i.p.), by a single mdiine incision
to expose the pelvic urethra. Animals were implanted
with a PE-30 catheter (0.965 mm OD) inserted into the
pelvic urethra via a bladder inciston. The catheter was
firmly ued to the bladder neck and connected to a
Harvard syringe pump, attached to o three valves stop-
cock connected to a pressure transducer. Two platinum
wires were inserted into the bulbospongiosus muscles to
record electromyographic (EM@G) activity The wires
{Grass) were connected to a polygraph {Grass M7) for
conventional recording. An additional surgery was
practised 1n the medial pertion of the leg to locate the
femoral vein for drug administration. After this proce-
dure, the vein was exposed and prepared for the infu-
sion of the selected drugs. At the end of each surgical
approach. in all animals. the spinal cord was blunt
transected at T6 level and prepared for recording.

2.4 Activation of the coital reflex

In all animals. reflex responses were evoked by me-
chanical stimulation of the pelvic urethra. Sumulation
was carned out by mjecting saline solution (200 pl. mm)
through the catheter during 10 s. The contal reflex was
elicited at 3 min intervals.

2.5 Drugs

8-hyvdroxy-di-proptl amino tetraline (8-OH-DPAT)
(SIGMA)  and  N-2-[4-{2-methovyphenyD-1-piper-
azynylethvl]- V-2 -pyridinyl-cyelobevane -carboxamde
maleate {WAY 100633) (RBD were dissolved in physio-
logrcal salime solution (0 4 ml ran. Vehiele (phystologi-
cai saline soluton). S-OH-DPAT und WAY 00633
were intravenously apphied immediately after exhaus-
uon of the coital reflex. Doses were selected on the
hasis of previous data [17].

2.6, Dt anaivais

Ihe porameters recorded tor cach motor response

were npmber ol metor pdatieins lateney o the appeadn-
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ance of the motor response and number and frequency
of EMG bursts. All numer:cal values were expressed as
means + SE. Mean values were calculated for each
animal and quantitative comparisons betweern groups
were caiculated from these means. For the analysis of
the develepment of the coital reflex exhaustion. a one-
way ANOVA for  repeated measurements
(RMANOVA) foliowed by the Tukey test. when
necessary.  were  used. Independent groups were
compared by means of a Kruskal-Wallis ANOVA
followed by the Mann-Whitney U test. The Sigma Stat
program (version 2.03) was used for all statistical analy-
ses.

3. Experiment 1: Features of coital reflex exhaustion

As previously reported, in the spinal preparation. the
exhaustion of the coital reflex could be induced by
repetitive mechanical stimulation of genital structures
[7]. Ir the present experiment. 1 a group of rats {group
1), exhausuon of the coital reflex was induced by
repeated mechanical stimulation of the urethra. Thus.
after spinalisation. the conal reflex was repeatedly
evoked by mechanically stimulating the urethra at 3
min intervals, during a period of at least 40 min.
Durmng this penied. once the first reflexive response was
evoked. the stimulation protocol contmnued until ex-
haustion (6-7 evoked responses). We established as
criterion  to consider the ejaculatory-like reflex ex-
hausted the incapacity of the spinal cord to show the
motor pattern of the cortal reflex upon urethral stimula-
tion after its repeated clicitation. Thus, once the spinal
apparatus ceased fo express the motor pattern of the
comal refiex i response to stimulation. a resting period
of 10 mumn was left. Thereafier. the urethra was stimu-
lated two more times to assure that it stopped respond-
Ing. At thus moment. the stimulation protocol was
finished and the comal reflex was considered as
exhausted.

4. Experiment 2: Effect of $-OH-DPAT on the
exhansted coital refles

For this expertment. the ammals were divided o
three independent groups (group 2-4. 2 =8 cach) Al
antmitls moail groups were subjected 1o the conal reflex
esbaustion paradigm Once the cortal reflen, was ov-
hausted. ammals m group 2 recenved g smzle tyoanee.
on of {0 pg 8-OH-DPAT. these i group 3 a
wmgue dose of 20 pe o the S-HT agonst and group
+ the wehicde saline soluton, 04 ml tay Mo the
.iDPJIL\ll[UH of cach teamient, motor FOSTYATISCS Wy

remaered

5. Experiment 3: Effect of WAY 100635 pre-treatment
upon the 8-OH-DPAT-induced motor pattern

In this experiment sixteen animals, divided into two
groups (groups 3 and 6) were used. [n the first group
the effect of treatment with WAY 100635 {10 pg ani-
mal, L.v.) upon the exhausted coital reflex was analysed
(group 3). The second group (grc')up 6) was used to test
the effect of the application of a unique dose of WAY
100635 (10 pg/animal, i.v.) previous to the mjection of
a single dose of 8-OH-DPAT (10 pug/ammal. i.v.) upon
the exhausted coital reflex.

6. Results

6.1, Experiment [: Fearures of coital reflex exhauston

The muscular pattern of the coital reflex. evoked by
mechanical stimulation of the urethra, consisted of a
complex motor response that included a first muscular
train followed by after-discharge activity (see Fig. 1A).
This motor pattern was assocrated with potent expul-
sion of the urethral content (gjaculation) and strong
brief erections and clusters of sexual reflexes. As previ-
ously described. this motor partern couid be exhausted
when repeatedly evoked [7]. The exhaustion phe-
nemenen was observed in ail animals tested A change
in the features of this motor pattern imtiated immedi-
ately after the eficitation of the first reflex response.
From a general point of view. these changes consisted
of (1} a progressive dirinution tn the number of bursts
m the after-discharge response: and (2) a change m the
propertics of the motor pattern 1seif (Fig. [B-E).

PO S R

i #
B 1 ! Dt

W
< W 22
|
D i t "
H

E | t
f ot —

b
bae 1D MG pecotama o the huthespongiosos muscle dunng ze-
pedted mechameal samuianon of the urethioy unn? exhaustiare (v 0
T response o 10w SSOTDPAT L evhaeston b Vons

Were the mecnamian stmunaran perod and s aar v s

I T T S Y S PP LR N RINL YURNE SR SR



164 M. Carro-tidrez. G, Rodriguez-Manzo / Behavioural Bramn Research 118 (2001) 161168

Table 1

Development of contal reflex exhausuon. Companson of the parameters among the first five evoked coita! reflexes recorded during the exhaustion
process

Number of evoked motor patiern Latency Number of bursts Freguency of discharge

First 8.08 £ 1.39 6.88 +0.77 163014

Second 10.14 -1 39 6.00 +0.54 1.75+0.08

Third 12.28 + 2.38 3.63+£0.71 1.70 + 0.08

Fourth 14.24 £3.07 575065 LI9+ 013

Fifth 17.03 +3 23 4.00 -+ 0.33° 136017

* Lutency” Tukey test versus first response. P <0.002. versus second response; P<0.05.
b Number of bursts Tukey test versus first response. P <0001, versus second response, P<0.02: versus fourth response. 2<0.05.
¢ Frequency of discharge: Tukey test versus second response. P<0.02; versus third response, P<0.05.

Exhaustion of the coital reflex was a progressive
event that allowed the elicitation of a mean number of
6.6 genital motor responses prior to exhaustion. This
number of motor patterns was not constant for ail
animals. Thus. in seme rats the response disappeared
after the elicitation of five reflexes, while in the opposite
limit animals were able to show up to 11 responses. In
each individual animal the first reflexive response was
the strongest and the last the weakest. independently of
the number of responses exhibited by individual sub-
jects. Analysis of the first five sequential reflexive re-
sponses revealed that the development of coital refiex
exhaustion was 1utiated with a progressive increase in
the latency of response and a progressive diminution in
the number of bursts m the after-discharge component.
Table | shows a comparison of the parameters of the
first 5 evoked motor patterns. Since the first muscular
train was observed in all evoked responses and given
that the after-discharge activity showed net to be con-
stant (this activity was present only in the first two or
three motor responses). the present study included enly
the analysis of the parameters of the frst muscular
train. The analysis of vamance for repeated meusures
(RMANOVA) revealed the existence of statistically sig-
nificant differences in ail registered measures during
coital reflex exhaustion (One way RMANOVA P=
0.002 for latency. P =0.001 for number of bursts and
P = 0006 for trequency of discharge). As it can be seen
in Table 1. the increase m the latency of response
became statistically significant in the fifth evoked re-
sponse when compared with the first and the second
responses. Besides. the change in the propertwes of the
metor pattern itself was retflected in o progressive
diminution :n the number of bursts, Thus, the decrease
m the number of bursts m the fifth tram reached
statistical stgnificance when compared with the first.
second and fourth ones. In relation to the (requency of
dischurge. a shght mereuse. not reaching statustical sig-
nificance. was observed o the second and third 1e-
spopses  AlTer thise the fequeney of discharge was
dinnmshed i the founth and Ath evoked respoises
Fhis dimnnubon was siisticady signiticant for the

fourth response when compared to the second and third
ones. It is important to mention that expuision of the
urethral content and penile movements accompanying
these motor patterns, were also progressively attenu-
ated unul disappearing.

6.2. Experiment 2: Effect of 8-OH-DPAT on the
exhausred coiral reflex

The data obtained in this experiment showed that
administration of saline solution did net induce coital
reflex expression in any animal after exhaustion of this
reflex. Intravenous admunistration of 8-OH-DPAT (10
or 20 ug/rat) provoked the immediate expression of a
motor pattern similar to that observed during the coital
reflex prior to exhaustion, but in the absence of me-
chanical stimulation to genital siructures. This motor
pattern, although more potent. also consisted of rhyth-
mic contractions of the genital muscles. strong expul-
sion of the urethral content. phasic penile ercctions and
clusters of sexual reflexes (flips and cups).

Despite its similitude with the coual response reflex-
ively obtained. the electromyographic response
recorded during the expression of the pharmacologi-
callv-induced genital motor pattern consisted of a
unique train of muscular contractiens without after-dis-
charge activity (see Fig. 1F). Comparisons between the
first and the last mechanically evohed responses prior
to exhaustion and those elicted by 8-OH-DPAT treat-
ment after exhaustion were conducted for each group.
Table 2 shows the values for all registered paramerers.
Thus. i v injection of either dose of 8-OH-DPAT {10 or
20 pgrammal} provoked the immediate expression of
the motor pattern Therefore. the latencies (o the ap-
pearance of the motor respensc 1n both cases were zero
and sigmificantly different from their respective st and
last evoked responses prior to exhaustion (One way
RMANOVA. P<0.00] for both doses). As 1t cun be
scen 1 Table 2. the number of bursts augmented in
response 10 S-OH-DPAT  reamment (Ome way
RALANOVA P =003 for the low dese, /7 _ 0001 for
the high dosey Wt the tow dose of the agonist tis
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increase was statistically significant when compared
with the last reflexively evoked response. With the high
dose of 8-OH-DPAT, the number of bursts significanly
increased as compared with their respective first and
last evoked responses. As to the frequency of dischargs,
8-OH-DPAT injection sigmficantly augmented this
parameter at both dose levels (One way RMANOVA
P =10.020 and 0.023 for the low and high doses, respec-
tively). Comparisons among the responses revealed that
these increases were statistically sigmficant when com-
pared with their respective first and last reflex responses
(see Table 2).

6.3, Expermment 3: Effect of WAY 100635
pre-treatment upon the 8§-OH-DPAT-induced motor
partern

6.3.1. Effecrs of WAY 100635 upon the exhausted
cotial reflex

In this experiment it was found that systemic admin-
istration of 10 ug of the 5-HT,, antagomist WAY
100635 induced, per se. the expression of the coital
reflex after its exhaustuon. The motor pattern recorded
consisted again of rhythmic contractions of the gemmal
muscles. strong expulsion of the urethral content and
penile respenses including flips and cups. This gemtal
motor pattern was immediately expressed in response to
WAY 100635 injection. Thus. its {atency of response
was zero and statistically different from the latencies of
the first and the last reflexively evoked responses prior
to exhaustion (One wav RMANOVA P < 0.001). Also,
the number of discharges obtained after the antagonist
administration were staustcally different from thoese
registered during the first response reflexively obtained
{One way RMANOVA P =0.007). The frequency of
discharge umong tests was similar between responses
and no significant differences were found (One way

Table 2

RMANOVA, P=0.416). Table 3 summarises the val-
ues of the different parameters recorded in response to
WAY 100635 treatment.

6.3.2. Effect of WAY 100635 pre-treatment on the
8-OH-DPAT-induced response

Since the dose of WAY 100635 used was able to
induce the expression of the motor pattern of the coital
reflex, per se, animals were allowed to exhibit this
response before injecting 8-OH-DPAT. Sequential ad-
ministration of both drugs after coital reflex exhaustion
induced again the immediate expression of the motor
pattern with a latency of response of zero. The
parameters of the motor pattern recorded after this
combined treatment (group 6) were compared with
those obtained after WAY 100635 zalone (group 3) and
those produced by the same dose of 8-OH-DPAT
alone (group 2). The analysis of variance revealed
siatistically significant differences among treatments
(Kruskal—Wallis one way ANOVA, P = 0.001 for num-
ber of bursts and P = 0.002 for frequency of discharge).
Post hoc analyses showed no statistically sigmficant
differences when comparing the effects of WAY 100835
plus 8-OH-DPAT with those of WAY 100635
alone in any of the parameters recorded (latency. num-
ber of bursts or frequency of discharge) (see Table 4).
Comparison of the effects exerted by the com-
bined treatment versus those obtained after the 5-HT
agonist alone, revealed a statistically significant
diminution in both the number of bursts and the fre-
quency of discharge m the motor patterns recorded
after the combined treatment. Since the latency of
response to all admumstered drugs was zero. no statisti-
cal differences were found in this parameter amoeng
treatments (Table 4). Fig. 2 depicts sample fracings of
the motor patterns obtamed with each of these treat-
ments (C-E).

Companson of all remsiered pavamuiers durmg the first and the last mechameally evoked responses prier o exhausuon and those chowed by

S$-OH-DPAT ireatment Al esnausgon*

Parameter

First evohed tesponse

Last evoked response [nauced jesponse

Saline sofution Latena 1311 =264 2429=175 EXHALSTION
Numbet of buisis TNE~0SS 400 +1) 38
Frequeney of discharge 170 =014 112 =0088
S-OH-DPAT 1 Latenea 645 k106 13034189 CXHAUSTION b
Number of bursss TAIN o133 388 +035 {563 - =0
Frequeney o discharee 163 013 163 =019 320000
S-OF-DPAT 20 Lateney 628 =100 18.70 = .81 EXHAUSTION 0"
Nuber of buesis SN 27 2H3-0432 [ -] 25
Freaueney of dichurge 145 _ 015 141013 2162023k
PROH-DPAT U ey Dareney Tukes tost vs o lest sesponse "P 8000 vy s tespanse 2= Q00T Number of bursis Tuhey fost s lust
respatse 8 005 Dicoueray of disdie Tobey testvs fstaid s Last response 77 005, $-OH-DPAT (20 pey Lateney Tokes test s fust
Feanenee P GO0 Gy Lasttespense TP 0 0) Satmber of Barsts Tukey st vs st ang vs Last response TP a0l biaenes of disclarze

Tusev st s st cnd v Lt iesponse 2o s
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Tabie 3

.

Compartson of the different parameters recorded during the first and last reflexively eveked motor patterns and those obtained in respense to

WAY 100635 treatment*

WAY 100635 (10 ug)

Parameter First evoked response Last evoked response

Latency 7684112 12 60+ 2.57 EXHAUSTION Qe ®
Number of bursts 538 +087 2384032 3004027
Frequency of discharge [.25 +0.11 1.04 +0.12 1.26 +0.19

* Latency' Tukey test vs first response "2 < 0,01, vs. last response 2P <0.001. Number of bursts: Tukey test vs. first response “P < 0.03.

7. Discussion

The main findings of the present series of expen-
ments could be summarised as follows:

(2) Exhaustion of the coital reflex in the spinal male
rat 1s accomplished after the eliatation of a median
number of seven motor patterns. The exhaustion pro-
cess is characterised by an exponential increzse m the
latency to iis expression and a significant decrease in
the number and frequency of EMG bursts: (b} The
inhibition of the motor pattern expression, resulting
from exhaustion of the coital reflex, can be pharmaco-
logically reversed: (¢) The 3-HT,, receptor subtype
appears to be involved in the regulation of coital reflex
expression. indicating that the spinal serotonergic svs-
tem participates in the establishment of the inhibitien
resuiung from exhaustion of conal reflex.

Previous studies have suggested that some motor
features of the sexual act ie. erection and ejuculation.
are expressed in the coital reflex model [7.21.22]. In line
with this idea. in a previous study using this prepara-
tion. we reported that the genital motor pattern evoked
in animals subjected to repeated genital stimulation
becomes exhausted [7]. A possible relationsiup between
the sexual exhaustion phenomenon in copulating rats
and exhaustion of the genital motor pattern. based on
the similar number of responses that precede both
exhaustion pheromena. was suggested in that work [7).
The results of the present study reinforce that notion.
Present data show that exhaustion of the comtal reflex s
characterised by a progressive incrcase n the response
latency and by a change wn the properties of the muscu-
lar tram reflected as a progressive dinunuuon m the
number and frequency of discharges, These changes
could be related to those observed durmg the develop-
ment of sexual exhaustion w copulating rats, 1e u
decrense in the number of intonussions and 4n evpo-
nentidl mercase mothe length of the postejaculatory
mierval [24] Thus, modification of the genntal motor
responses mospral anmmals. after repeated  reilesavely
cvohad expulsion of urethral contents (ejaculation) unai
«xhaustion, could refleet a progressive dmmnution m the
capizenty of the spaal apparatus o aetnate the gental
muscles allowimy crection and aueulaton m behayving
ades as dhes advance towards evhauston b bne with

this interpretation, longer miromissions and abortive
gjaculatory motor patterns are observed (unpublished
data) in copulating males, as sexual exhaustion
approaches.

An interesting feature of genital motor pattern ex-
haustion is the progressive increase in the latency of
response. This phenomenon is similar to the progressive
increase in the duration of the postejaculatory terval
(PED observed in copulating males with each successive
gjaculation during sexual exhaustion development
[6.16,24], suggesung that it could have a spinal
component.

This possibility has been already explored using ex-
copula responses. Thus. Hart {14.15] reported a pro-
gressive reduction in the number of ex-copula penile
reflexes in spinal males when repeatecly evoked. thar
returned to normal levels after a 24 h resting period.
Likewise. Sachs and Garinello (cited in [26]} testmg
ex-copula reflexes immediately after sexual exhaustion,
found a similar reduction in its number, that returned
to levels of well-rested males 8 h later. The conclusion
of both groups of authors was that recovery from
presumed spinal refractoringss plays little roie mn regu-
lating the recovery from sexual exhaustion [14.135.26].
This conclusion might, however. not be straightforward
since a paradigm that involves the expression of erec-
tle, but not ejaculatory responses was used to explore
the potential relationship between the expression of
sexual reflexes and the role of the spinal cord in the
establishment of sexual satiation. Sexual exhaustion in
copulating male rats 15 a phenomenon that enurely
depends on repeated ejaculation. In this sense. exhaus-
tion of the genital motor pattern. ehaited by urethrai
stimulanon and invelving eaculatory responses could
be more directly assoctated to sexual exhaustion in
male rats

Present findings provide the first detuled physiologr-
cal description of a phenomenon probubly related o
sexual exhaustion, mvolving gjaculatorny-hke acuons. in
an agute spmal model.

Serotomn plays an important role m the medinon of
male sexual behaviour expression [2.11.27)0 1t s gener-
ally accepted that this neuretransmuiter system mhibits
male ~oxual hehaviour by acting gt certam receptos

1 =

subtspes. such as the 3-HT,, and S-11F. [500100270
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Tabie 4

«

Comparison of the motor pattern parameters recorded in the bulbespongiosus muscle 1n response 1o 8-OH-DPAT or WAY 100635 alone and after

the combined treatment with both drugs

WAY 100635 (10 pg) plus 8-OH-DPAT (10 ug)

Parameter 8-OH-DPAT (10 ug) WAY 100635 (10 ug)

Latency G 0 0
Number of bursts 15.63 = 5.61 288 +0 55 27540627
Frequency of discharge 3.20 = 0.60 115+ 0.087° 114 +0.11°

* Number of bursts: Mann-Whitney U test vs. 8-OH-DPAT alene P<0.001; P<0.002.
® Frequency of discharge: Mann-Whitney U test vs 8-OH-DPAT alone P<0.01; P<0.001.

However, activation of the 5.HT,. receptor subtype
facilitates the expression of copulatory behaviour by
drastically reducing the number of mounts and intromis-
sions that precede ejaculation. as well as the ejuculation
latency [1-4.10]. Besides. 8-OH-DPAT, an agonist to
the 5-HT,, receptor subtype can reverse sexual exhaus-
tion i copulating male rats [24.25]. The basis of this
facilitation. however, is still not clear. It might be
proposed that sexual exhaustion is related to the inca-
pacity of the spinal cord to express the genital motor
pattern. due to its exhaustion and that 8-OH-DPAT
could act at the spinal level to exert its facilitatory
effects. It has been demonstrated that 8-OH-DPAT
manly affects the consummatery component of mascu-
line sexual behaviour {24] by lowering the ejaculatory
threshold. although it aiso stimulates specific aspects of
sexuai arousal [27). Local application of §-OH-DPAT at
the lumbosacral spinal cord also induces a lowering of
the gaculatory threshold [17]. Moreover. it has been
shown that the spinal motor nucleus controlling mascu-
line sexual function expresses 5-HT,, zutoradiographic
acuvity [29] Present data showing that §-OH-DPAT
admimistration reverses the exhaustion of the coital
reflex suggest that the effects of this drug upon the
consummatery component of masculine sexual be-
haviour mght be exerted directly at the ejaculatory
circuttry and at least partiaily. modulated by the spmal
cord. However. as Ahlenius and coileagues ponted. the
effect of this drug can probably not be reduced to a
simple sensory-motor facilitation, and may rather have
a mobtvattonal component. affecung the initzuen as
well as performance of the behaviour [2)

An unexpeeted result of the present study was the
observation that mtravenous administration of WAY
JOU633 10 animals showing exhaustion of the cotal reflex
also mduces the expression of the genital motor pattern
WAY 100633 is considered as a speaific 3-HT, | recentor
antagomst and therefore no response 1o 145 Mection w.as
expected, Nowsithstanding, the WAY 100635-mduced
gemtal motor pattern was qualitatveiy different liom
that mduced by $-OH-DPAT The number of buists Jdid
requency of discharges. observed alter this 31T
antagonst were not different from those recorded dun-
me the last reflexnely evoked response prion to oshius-
ten By contrast SSOTEDPAT miduced a potent soto

D \Uu
TOHL

E Al —‘
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Fig. 2. Sample EMG tracings showmg the first motor train during a

first: {A) and a last; (B} reflexively evoked response prior to exhaus-

ton and (C) 3-OH-DPAT (10 ug)-. (D} WAY 100635 (10 pgh: {E)

WAY [00635 (10 nug} pius 8-OH-DPAT {10 pg}-induced responses
after exhaustnon of the conal reflex. Caiibration bar 50 mV. 3 s.

response characterised by an increased number of bursts
and frequency of discharge as compared to pre-exhaus-
tion responses.

Sequential treatment with WAY 100635 followed by
8-OH-DPAT induced a motor pattern indistinguishable
from that obtained after WAY 100633 aione. but clearly
different from the response obtained after $-OH-DPAT
alone. Thus. 1t appears that WAY 1006335 pre-treatment
effectively antagonised the 8-OH-DPAT-induced re-
sponse. and that the motor pattern recorded was at-
tributable to WAY 100635 activity, This last response
might be explained either by a putative intrinsic efficacy
of this antagonist at 5-HT, , receptors or by considermg
the recently ascribed pharmacologicai actuons of this
drug upon z,,, adrenoceptors [28]. which are aiso impli-
cated in male sexual responses [9.23], However, speaific
gxperiments to test these possibilities are needed.

Altogether. these data suggest the participanon of the
spmal serotonergie system in the medizuon of the whi-
bition of the vcortal reflex at exhaustion, as weil as an
myehement of 3-HT, | receptors m its reversal.
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CAPITULO 5

LA FATIGA DEL REFLEJO COITAL EN LA RATA MACHO ES REVERTIDA
POR YOHIMBINA



LA FATIGA DEL REFLEJO COITAL EN LA RATA MACHO ES REVERTIDA
POR YOHIMBINA

Introduccién

El sistema noradrenérgico participa impertantemente en
la regulacidén de la funciédn sexual masculina. Los receptores
aZ (Clark y col., 1984), parecen jugar un papel preponderante

en dicha regulacién. Asi, el bloquec de estos receptores

adrenérgicos por yohimbina, un antagonista o2, facilita
marcadamente algunos pardmetros de la conducta sexual
masculina, cuando es aplicada agudamente (Goldherg and
Robertson, 1983; Smith vy col., 1987). Las ratas tratadas con
yohimbina muestran un incrementc en la motivacién sexual
(Clark y col., 1984) reflejade en un acortamiento del
intervalo intercopulatorio, asi como una disminucién en las
latencias de intromisién y de evaculacidén (Clark v o col.,
1985; Koskinen y col., 1991). Por otro lado, la vohimbina
también facilita 1la expresién de la conducta sexual en
animales sexualmente saciados (Rodriguez-Manzo y Fernandez-
Guasti, 192%4; 1995), pues revierte el estado inhibitoric que
caracteriza a este fendmeno, a través de incrementar ol

porcentaje de animales saclados que montan, intromiten Y

logran eyacular. Estos datos sugieren que el siszstema
neradrenérgico  estd 1nvolucrado en la regulaclion de  la
crpresLon de la conducia sexvual (Clark v o ocol.o, 1984). Par

otro tado, se ha reporiado gue los animales con lesi1én del

£istrrnma noradrenérgiloo contral e S0 Ltratados con

yohimbina, son capaces de mostrar el patrdn motor conduch il

do 1a eyacnlacian

CoAnn con mayor intensidad guo les animales
1Mtactos  sugiriendo gue 1os efoclos farmacol Gavens o A
vobhombine  yuedo s cperodos sonr e ol res P e s



centrales, ademds de aquellos localizados en las neuronas
noradrenérgicas. Tomados en conjunto estos dates suglieren que
la noradrenalina Juega un papel importante en 1los eventos
reflejos de la cdpula, como es el caso de la evaculacidn. A
este respecto no existen estudios fisiclégicos que describan
la participacidén del sistema noradrenérgico en la actividad
muscular gque produce la expulsidén del semen durante la
eyaculacidn.

Como describimos en el capitulo anterior de la tesis, la
fatiga del reflejo coltal puede ser revertida
farmaccloégicamente con drogas gque revierten la saciedad
sexual en animales conduciendose libremente. Tal es el caso
del agonista serotonérgico 8-0H-DPAT. Se sabe qgue los
sistemas serotonérgico y noradrenérgico estan involucrados en
el establecimiente de la saciedad sexual en ratas copulando.

El  sistema noradrenérgico vparticipa a través de  sus

receptores o2 facilitando 1la expresidn del patrdén metor
eyvaculatorio. Asi, es posible que la administracidn de
antagonistas o2 como la yohimbina sea capaz de revertir la
fariga ael reflejo coltal. El objetivo de la siguiente serie
de experimentos fue determinar si la yohimbina revierte 1la

fatiga del reflejo coital en ratas macho. Asimismo, se evalud

el efecto de la aplicaclidn del agonista adrenérgico o2

clonidina. Finalmente se analizd el efecto de la aplicacidn

secuencial de este agonista seguido de la yohimbina sobre el
reflejo coital fatigado con el objelivo do establecor s1 ol

efecto de la yohimbina era ejercide a ftravées de

los

recepiores adrondérglcos ol.




Material y Métodos

Animales.- Para este experimento se utilizaron 32 ratas macho
sexualmente expertas de la cepa Wistar (300-350 g). Las ratas
fueron alojadas en grupos de 4 animales por caja y se
mantuvieron bajo un cicle de luz-oscuridad invertideo con

12:12 hrs, a 22° C, con acceso libre a alimento YV oagua.

Grupes.- Los animales fueron divididos en un grupc control Y
tres grupcs experimentales. Todos los animales fueron
sometidos a la evocaclén repetida del reflejo coital hasta la
fatiga. El primer grupoc experimental (G1} recibid una
inyeccidn de vehiculo v sirvid como control. EL segundo grupo
(G2} (experimento 2} se utilizd para evaluar el efecto de la
aplicacidn sistémica de yohimbina (10 pg/Kg, 1i.v.) sobre el
reflejo coital previamente fatigade. Un tercer grupo

experimental (G3) (experimento 3) fue utilizado para evaluar

el efecto de la aplicacidn sistémica de clonidina (10 pg/Kg,

i.v.) sobre el reflejo fatigado. En el cuarte grupo
experimental (G4} (experimento 4) se evalud el efecto de la
aplicacidn intravenosa de clonidina (10 pg/Kg, i.v.) seguida
de la aplicacién de yohimbina (10 ug/Kg, i.v.) sobre la

respuesta coital fatigada.

Procedimientos quirgrgicos. - Todos los orocedimicentos
quirdrgicos fueron ldguales a los descritos para los grupos
experimentales que se ulilizaron para la evaluacion de  los

Lo mean os st ondrgions.,



~Activacion del reflejo coital.- EI refledjo  coital fue
evocado a intervalos de ires minutos estimulando la uretra

pelvica como se describe en los métodos en los capitulos 3 Y
4.

-Drogas.- Se utilizaron yohimbina, antagonista o2 (SIGMA), vy

clonidina, agonista of (SIGMA)Y . Tas drogas fueron disueltas
en agua destilada vy vpreparadas minutos antes de su

administracidén. Las dosis de las drogas fueron seleccionadas

con base en estudios previos.

-Analisis de los datos.- Los parametros registrados para cada
respuesta motora fTueron: namero de patrones motores,
frecuencia de descarga vy numero de descargas. Todos los
valores numéricos se eipresarcn como media v error estandar.
Se calcularon los valores promedioc para cada animal y se hizo
una comparacién cuantitativa entre las medias de los grupos.
5e hizo una comparacién entre los grupcs aplicando la prueba
de Kruskall-Wallis (ANOVA  no paramétrica) sequide de  una
prueva de Tukey para analisis pos hoc. Se hizo ademas la
comparacidon de grupos independientes usando la prueba U de
Mann-Whitney. Para el analisis estadistico de los datos, se

utilizé el programa Sigma Stat (versidn 2.03).



RESULTADOS

Experimento 1. Efecto de la aplicacién de yohimbina sobre el

reflejo coital fatigado.- La administracién de yohimbina a
animales con fatiga del reflejo coital provecd la aparicidn
inmediata de un patrén motor semejante a agquel observado
durante el reflejo coital y al cbservado después de la
administracién de 8-OH-DPAT, pero en ausencia de estimulacién
mecanica. Este patrdédn motor Unico consistid de contracciones
ritmicas de los misculos genitales, expulsion potente deal
contenido uretral y erecciones peneanas fasicas.

En  les animales de este grupo se encontrd gue la
latencia promedio a la primera respuesta refleja evocada fue
de 7.47+/-1.95 segundos. La latencia promedio de la ultime
respuesta  fue de 12.48 +/-1.70 segundos. Las latencias
registradas en la primera vy ultima respuesta no fueron
diferentes estadisticamente entre si. La respuesta inducida
por 1la aplicacién sistémica de yohimbina aparecitd
inmediatamente (latencia = 0 seq) N se encontraren
diferencias estadisticamente significativas cuando se cempard
esta respuesta con la latencia a la primera (p=<0.001, ANQOVA
Kruskall-Wallis) vy la ultima (***p=<0.001, ANOVA Kruskall-
Wallis, prueba de Tukey) respuestas (Tahla 1).

El nimero de descargas para la primera respuesla evocada

fue de 7.37+/- 0.75 descargas en promedio v 3.301/-0.3/

descargas para la 1ltima respuesta respectivamente. Se
cneontraron dilerencias stogniflicativas estaedisticamente entroe
los  promedros de  Jla primera vy la  Gliima respuaestas
(4 t-<0.007; ANCOVA Kruskall-Wallis, pruacha do Ttk ).
Después de la fatyga, la aduinistracianm de yeonimboina odu e

ba oxprosion oda b oo rdn el o ey e
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tren. Cuando se compard el nimero promedioc de descargas entre
la primera respuesta refleja y la respuesta inducida, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas
(Tabla 1. Se observd sin embargo, un incremento
significativoe en el numero de descargas en la respuesta
inducida cuando se compard con la Gltima respuesta evocada
(¥ *p=<0.001, ANOVA Kruskall-Wallis, prueba de Tukey) (Tabla
1.

La frecuencia de descarga en la primera respuesta
evocada fue de 1.46+/-0.14 Hz en promedio. En la ultima
respuesta evocada fue de 1.08+/-0.09 Hz. Para este parametro,
no se encontraron diferencias significativas entre la primera
y la ultima respuesta evocada. Tampoco se encontraron
diferencias entre los promedios de la primera respuesta

refleja, la ultima evocada y la respuesta inducida (Tabla 1).

Experimento 2.- Efecto de la aplicacién de clonidina sobre el
reflejo coital fatigado.-~ La administracién sistémica de
clonidina a animales con fatiga del reflejo coital, produjo
la aparicidén inmediata de un patrén motor semejante al
obtenide reflejamente y a2 aquél obtenido después de la
administracion de yohimbina. De la misma forma que con los
tratamientos anteriormente descritos, esta respuesta aparecid
en ausencia de estimulacidén mecanica y solamente se pudo
producir una sola vez ante el tratamiento con el farmaco. El
patrdn motor obtenido en respuesta a c¢lonidina consisLio de
contracciones ritmicas de los masculos genittales, erxpulsian
fuerte del contenido uretral Y @recciones peneanas Lasicas.

kn este aruve, la latenc,a media a la primera rospucesta

cvecada Tue de G000 +/=1.205 Sogundns, [ laleneia promedio de

b e Dot o e s AN Po=1 000 s o b



diferencias estadisticamente significativas cuando se CoOmpard
con el promedic de la primera respuesta evocada (Tabla 1). La
respuesta motora inducida por la clonidina aparecid
inmediatamente después de su administracién (latencia = 0
seq) Y se encontraron diferencias estadisticamente
significativas cuande se compard esta respuesta con la
latencia a la primera {(p=<0.001, ANOVA Kruskall-Wallis,
prueba de Tukey) y la Ultima (***p=<0.001, ANOVA Kruskall-
Wallis, prueba de Tukey) respuestas (Tabla 1).

El numero promedio de descargas registrado en el primey
patron motor obtenido reflejamente fue de 7.62+4/- 0.76
descargas para la primera respuesta evocada. En la ultima
respuesta evocada el promedio fue de 4.25+/-0.52 descargas.
El numero promedio de descargas en la primera respuesta
mostrd ser diferente estadisticamente cuando se compard con
la altima respuesta (#*p=0.002, ANOVA Kruskall-%Wallis, pruebsa
de Tukey) (Tabla 1). El numero promedio de descargas obtenido
en el patrén motor inducide por clonidina fue de 4.75+/-0.62
descargas vy significativamente menor al obtenido en la
primera respuesta evocada (**p= 0.002 ANOVA Kruskall-wallis,
prueba de Tukey) (Tabla 1.

La primera respuesta refleja mostrdé en promedio una
frecuencia de descarga de 1.31+/-0.19 Hz, vy para la 0lliima
fue de 1.24 1/-0.10 ilz. Después de la fatiga, Ja respuesia
indacida por clenidina no mostrd ser mayor en frecuencia
comparado con la primera y con la Ultima respueslas obtenidas
reflejamente siendo la frecuencia de la respuesta inducida de

Toler /=010 He on promadio (Tabla 1) .

Los parametros obteniacs on los exporimentos 1y 0 o

ool a0 T e i i v g
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obtenidos en respuesta al agonista y al antagonista. BAsi, se
encontrd que el nlmerc promedic de descargas en la respuesta
inducida por yohimbina fue significativamente mayor cuando se
compard con el numero de descargas promedio obtenido en
respuesta a clonidina (p=0.007, prueba U de Mann-Whitney). La
frecuencia de descarga de la respuesta inducida por yohimbina

nc  fue significativamente diferente de la obtenida en

respuesta a clonidina.

Experimento 3.- Efecto del pretratamiento de clonidina
seguido de 1la yohimbina sobre el patrén motor coital
fatigado. En este experimento se observé que la aplicacidn
sistémica de clonidina previa a la aplicacidn de ychimbina
evitd que se expresara la respuesta inducida por el
antagonista. Se observd que la aplicacién de clonidina
inducia per se, la expresién inmediata del patrdn motor
genital, por lo tanto, se dejo gue esa respuesta se terminara
de expresar y entonces se aplicaba la yohimbina. Asi, la
administracidn secuencial de la clonidina seguida de
yohimbina no produjo ninguna respuesta. Esto indicd, que el

agonista blogueaba la respuesta inducida por el antagonista

(Fig. 1).
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Fig 1. Trazos de registros FMG mostrando el primer tren motor durante la

primera (A)

fatiga (C) a la administracién de 1la yohimbina
clonidina (10 pg)- (E} v de la clonidana (10 L)
Rl despudss de la fatiga del olleo coir ol

y la altima (B)

Talibrac.on

respuesta refleja evocada previamente a la

pgl- (D) de la
la yohimbina (10

S0omN, N s,



abla 1. Comparacién de tedeos los parametros registrados durante las primeras
las ultimas pruebas evocadas mecanicamente previas a la fatiga y agquellas
otenidas en respuesta a la aplicacién de ychimbina y clonidina después de

2 fatiga.
Primera Ultima
Parametro respuesta respuesta Respuesta Inducida
evocada evocada
>lucién
alina Latencia 12.11 = 2,64 24.29 + 1.75 F -
A
Nimero de 7.88 * 0.58 4.00 £ 0.38 T -
descargas
I
Frecuencia 1.71 £ 0.14 1.12 *0.088 G -
de descarga A
ohimbina Latencia 7.47 £ 1.95 12.48 + 1.70 F 02
10ug
A
Numero de 7.37 £ 0.75 3.50 + 0.37 % T 7.25+ 0.45%
descargas
I
Frecuencia 1.46 + 0.14 1.08 £ 0.09 G 1.37 2 0.18
de descarga
A
F
lonidina Latencia 6.00 £ 1.25 10.32 * 1.05 0®
10ug A
T
Namero de 7.62 £ 0.786 4.25 + o.52 2 A.75 + o.sgb
descargas I
G
Frecuencia 1.31 £ 0.19 1.24 £ 0.19 1.16 £ 0.10
A

de descarga

himbina (10ug) .

Latencia: prueba Tukey vs.

Primera y ultima respuestas

p=<0.001. Namero de descargas: prueba Tukey vs. Ultima respuesta 2 p=<0.001.

onidina (10ng).

Latencia: prueba Tukey vs.

Primera y Ultima respuestas

p<0.001. Numero de descargas: prueba Tukey vs. Primera respuesta o p=0.002.



DISCUSION

Los hallazgos del presente estudio muestran por primera
vez que la fatiga del patrén motor genital puede ser
revertida farmacolégicamente con compuestos que actlan sobre
el sistema noradrenérgico. Las principales conclusiones del
presente estudio son que: a) yohimbina, a las dosis probadas,
puede revertir la fatiga del reflejo coital, b) el sistema
noradrenérgico localizade en la médula espinal, participa
activamente en el procesc de fatiga y ¢) el sistema espinal
noradrenergice a través de sus receptores a2 medula el
establecimiento de este fendmeno.

En el capitulo anterior de la tesis preopusimos que la
fatiga del reflejo coital, resultante de la estimulacidén
genital repetida, podria estar asociada al fendmeno de
saciedad sexual descrito en ratas mache copulando. Esta
conclusidén estd basada en algunas semejanzas entre ambos
fentmenos. Una de las principales semejanzas es gque la
saciedad sexual se establece después de la expresién de siete
series eyaculatorias en promedio, y la fatiga del reflejo
coital se presenta después de evocar siete patrones motores
en promedio. Otra semejanza es que ambos fendmenos pueden ser
revertidos farmacoldgicamente por agentes serotonérgicos gue
actiaan sobre receptores 5-HT1A.

Los sistemas serotonérgico y noradrenérgico estan
involucrados activamente en la expresidén de la saciedad
sexual. El!l sistema serotonérgico participa tanto en la
expresion de los componentes no genitales (por ejemplo, la
motivacidn) como en los componentes genitales de la conducta
sexual (por ejemple, la cyaculacidén). Sin embergo, del
sistama noradrendrgico s6lo se conoce parcialmente el papel

GUe Juega eon la exprosicon de los componentas no o genitales e

1ot
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este sistema de neurotransmisidén en la expresién de los
componentes genitales de la cdpula no se ha analizado con
anterioridad. Se ha demostrado que la yohimbina facilita la
conducta copulatoria de la rata macho. Esta facilitacién
incluye un acortamiento de las latencias tante de intromisién

como  eyaculatoria (Clark y col., 1985; Rodriguez-Manzo Yy

Fernandez-Guasti, 1994). Sin embarge, los efectos ejercidos

por este sobre los componentes individuales de la conducta
copulatoria varian. Por ejemplo, se ha mostrado que dosis de
este farmaco que estimulan la motivacién sexual en animales
copulando tienen efectos inhibitorios sobre la ereccién Y
eyaculacidn ex-copula (Smith vy col., 1987). Estos datos
sugieren que la ereccidn y eyaculacién in cépula y ex cépula
son eventos distintos. Es importante aclarar que los estudios
antes menclonados se han realizado en animales intactos y sin
anestesiar y, qgue hasta el momento no se ha aclarado si los
reflejos ex-cdpula son eqguivalentes a los reflejos de
ereccién y de eyaculacidén in-cépula. En el presente estudio,
analizamos el efecto de la yohimbina sobre la reversién de la
fatiga de la respuesta eyaculatoria, utilizandoe un modelo
animal gue se ha propuesto como el concomitante neural de la
eyaculacién (Mckenna y col., 1991; Carro-Judrez vy Rodriguez-
Manzo, 2000).

Nuestros datos muestran, gque la vyohimbina es capaz de
revertir la fatiga del patrdén motor genital, puesto que en
respuesta a la aplicacidén de este antagonista, el refleijo
coital wvuelve a expresarse. Las caractevisticas del patrdén
motor de esta respuesta son similares a las obtenidas durante

la evocacién de un primer reflejo coital v va acompanado de

contracoionas cionicas de los mieciilos genitales, e
expulsion potente del  coprtenida nretral v de movimientos
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estudio que suglere gque el sistema noradrenérgice podria
estar involucrado en 1la expresidén de alguncs aspectos
genitales relacionados con la saciedad sexual.

La yohimbina, caracterizada como un antagonista de los

receptores adrenérgicos o2, es un compuesto gue facilita 1la
expresién de la conducta copulatoria de ratas macho intactas
Yy sexualmente sacladas (Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti,
1994) . Dicha facilitacidn incluye un aumento marcado en el
porcentaje de animales que montan, intromiten y muestran el
patrdén conductual eyaculatorio (Rodriguez-Manzo y Fernandez-
Guasti, 199%4; 1995; Ferndndez-Guasti y Rodriguez-Manzo,
1997) . En estos estudios no se ha descrito detalladamente si
la facilitacién es ejercida Unicamente sobre les componentes
motivacicnales o si también influyen los componeantes
consumatoriocos. Tampoco se ha descrito, si son afectados por
este compuesto los componentes genitales de la copula. Los
resultados obtenidos con el paradigma de fatiga del refleio
coital, sugieren que dado que la vyohimbina facilita la
expresion del patrdén motor genital, los efectos de este
antagonista pudieran ser ejercidos, al menos parcialmente,
sobre los componentes genitales de la eyaculacidén. Asi, el
sistema ncradrenérgico central, a través de sus receptores en
la médula espinal, parece estar involucrado en la expresién
del palrdn motor eyaculatorio.

A los adrencceptores se les ha implicade tanto en
procesos motivacionales como de ejecucidén de la conducta

sexual masculina de la rata (Clark y col., 1985; Yonezawa vy

col., 1991 ; Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1995,
Rodriguez-Manwo, 1999). Por ecjemplo, los adrenoceptores o2
participan en el control de la motivacion sexual en ratas

macho {(Clark v col., 1984) + se ha sugerido gue la yonimbina



facilita dicha motivacidén aumentando la liberacidn de

noradrenalina por bloguec de los autorreceptores o (Clark vy
col., 1985) . Rodriguez-Manzo vy  Fernandez-Guasti (1594)
mostraron gque en animales sexualmente saciades y con lesién
neurctdéxica del sistema noradrenérgico central, 1a aplicacién
sistémica de yohimbina sorprendentemente seguia produciendo
sus efectos facilitatorics sobre la conducta sexual. Estos
efectos facilitadores incluian el despliegue sucesivo del
patrén  conductual eyaculatoric en  todos los animales
estudiados, con lo que se sugiridé que en estos animales la
yohimbina, que se presume actua principalmente en
adrenoceptores localizados en terminales noradrenérgicas,
ejderce algunos de sus efectos facilitatorios actuando sobre
receptores aZ localizados en las terminales nerviosas © somas

de otras neurcnas (heterorreceptores) . Estos
heterorreceptores podrian estar localizados en neuronas de la
médula espinal.

Los resultades obtenidos en el presente trabajo apoyan
esta propuasta, ya que en animales con fatiga del refiejo
coital, la aplicacién sistémica de yohimbina permite que se
exprese el patrén motor genital. De acuerdo con nuestros
datos, Yonezawa y colaboradecres (19921) mostraron en perros
que la disminucidén de la capacidad eyaculatoria, inducida por
eyaculacién frecuente en animales intactos, puede  ser
revertida por la administracién de vyohimbina. Estos autores
evaluaron la cantidad de eyvaculado producido por estos
animales, sin ewmbargo, no analizaron la actividad muscular
que produce la eyeccidn. La salida del eyaculado depende
fuertemente de las contraccicones de los masculos genitales
astriados. For lo Lanlo, es posible que la disminucidén de la
capasidad o avacntatoria registrada vaor
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debida a la fatiga del patrén motor eyaculatorio. En este
sentido, los datos de nuestro estudic sugieren que la
disminucidén en la capacidad evaculatoria, inducida por
eyvaculacion frecuente, puede ser debida a la fatiga del
patrén metor genital que conduce a la eyeccidén, y gque el
efecto facilitador de la yohimbina es sobre la eyaculacién en
general y no sclamente sobre el veolumen del eyaculado como
sugeria el autor.

En el presente estudioc evaluamos también la

especificidad del efecto de la yohimbina sobre los

adrenoceptores aZ. Dicha especificidad fue evaluada sobre el

patrén  metor fatigado aplicando un pretratamiento con

clonidina, agonista a2, seguido de la aplicacién de ychimbina

(antagonista «2). La clonidina es un compuesto gque actlla como

un agonista preferencialmente sobre adrencceptores a2 (Clark
vy col., 1981). Por lo tanto, supusimos que su administracién
previa a la de yohimbina bloguearia el efecto de esta ultima.
Les  datecs  obtenidos muestran que el tratamiento con
clonidina, per se, indujo la expresidén del patrén motor
genital semejante a las obtenidas por yohimbina sola v a las
obtenidas reflejamente por estimulacidédn uretral. Por ctro
lado, la aplicacién secuencial de clonidina y yohimbina en
estos animales, nc produjo ninguna respuesta motora. Asi,
parece que el pretratamiento con c¢lonidina efectivamente
antagonizd la respuesta inducida por la yohimbina, sugiriendo
con esto, Jgue este compuesto revierte la fatiga del patrdn
motor genital al actuar sobre los receptores a2 adrenérgicos.
Se  ha mostrade que la clonidina atenta los efectos
facilitatorios de yohimbina sobre la expresion de la conducta
sexual medlante una interaccion competitiva (Clark vy col.,
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Un resultado inesperado de este experimento fue gque la
aplicacidén de clonidina a animales con fatiga del reflejo
coital indujera la expresidén inmediata del patrdén motor
genital. Clark y col., (1985) han mostrado gue en ratas
macho, la administracidén sistémica de clonidina inhibe 1la
motivacidn sexual al reducir el porcentaje de animales gque
mentan e  intromiten. Asimismo, disminuye la actividad
copulateoria después de las montas o intromisiones al punto de
eliminar la evaculacidn produciendo un déficit en la conducta
sexual, reflejado en un aumento en la duracidn de la latencia
eyaculatoria, del intervalo intercopulatorico y del periodo
postevaculatorio. Los efectos de la administracidon de
clonidina sen mediados an parte, por adrenoceptores
localizados dentro del 4area predptica media (Clark, 1991).
Estos autores evaluarcn el efecto de cleonidina analizando la
conducta sexual sin hacer una clara distincidédn entre los
aspectos genitales y los no genitales. Sin embargo, sefialan
que la clonidina afecta profundamente la conducta
evaculatoria. Es importante distinguir entre el evento
eyaculatorio (aspecto fisiecldgico) y el patrdon conductual
evaculatorio que acompafia a la eyaculaciodn (aspecto
conductual) (Meisel y Sachs, 1994). Por lo tanto, es posible
gue en ese estudio los efectocs de la clonidina sobre la
eyaculacidn, hayan sido ejercidos sobre los aspectos
conductuales y no sobre la eyaculacién misma. En ese sentido,
nuestros datos sugleren gque el patrdn motor genital asocliado
a la eyaculacidén, nc se ve afectade seriamente por el
tratamiento de clonidina v gque por el contrario, este
tratamientc es capaz de revertir la fatiga del patron motor
genital. Nuczstros datos Cambién sugleren que Les
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receptores pueden estar localizados sobre motonesurcnas
pudendas, las cuales se sabe, reciben una densa inervacién
noradrenérgica sexualmente dimérfica. Esta inervacidn
proviene del grupo A5 y del locus coeruleus. Estos son los
dos uGnicos grupos celulares neoradrenérgicos gque han sido
identificados por marcadores inmunchistoquimicos dentro de la
médula espinal lumbosacra (Kojima vy Sano, 1984; Kejima vy
col., 1984; 1985; Marson y col., 1993).

En  conclusidén, los presentes datos muestran que la
fatiga del reflejo coital, resultante de la estimulacién

genital repetida, puede ser revetida por farmacos que actiian
sobre ¢l sistema noradrenérgico y que los adrenoceptores o2

estan involucrados especificamente en el establecimiento de

este fendmeno.



DISCUSION GENERAL

En la presente tesis se evaluaron algunos aspectos
basicos del modelo del reflejo coital. Como se describié en
la introduccién, el reflejo coital consiste de contracciones
clénicas de 1los masculos perineales, dispare autondémico
ritmico, erecciones peneanas y expulsién del contenido
uretral (McKenna y col., 1991). Se ha propuesto qgue esta
respuesta representa el concomitante neural de la eyaculacién
(McKenna y col., 1991, Carro-Juédrez y Rodriguez-Manzo, 2000),
por lo que ha servido para estudiar la respuesta de climax
sexual que incluye la ereccién vy la eyaculacidén, sin
distinguir entre ambas funciones sexuales (McKenna y col.,
1991, Vathy vy Marson, 1998). Con los datos de easta tesis,
podemos concluir que el reflejo coital es un modelo adecuado
para el estudio de las respuestas reflejas asociadas a la
eyaculacidn gque pudiera ofrecer informacién acerca de la
posible participacidn del evento evaculatorio en el
desarrollo de la saciedad sexual. Los resultados obtenidos en
este estudio permiten establecer gue el reflejo coital es una
respuesta compleja, en la gue participa toda la musculatura
genital para provocar la expulsién potente del contenido
uretral. Este es un hallazgo interesante, puesto gque los
estudios realizados con preparaciones “in vivo” se  han
limitado al registro de la actividad de los miasculos
perineales durante la expulsidén del contenido uretral, sin
tomar en cuenta al resto de la musculatura genital.

La respuesta motora registrada en el presente estudio,
mueastra  semejanzas con el patrén motor registrado en el
hombre v en la rata durante la eyaculacion (Holmes v ool

1991 Gerstenberg v ocol., 1933y 0 Iina de  las nrincipaies
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preparacién espinal y la respuesta motora registrada en ratas
intactas y en el hombre durante la eyaculacidén, es la
presencia de un primer tren de contracciones musculares
sostenido, seguido por actividad de postdescarga gue se
presenta inmediatamente después de la eyaculacidén. En ratas
en libre movimiento, este fren de contracciones musculares
sostenido se ha registrado durante la presentacién del patroén
conductual evyaculatorio (Holmes vy col., 18%91}. En el hombre,
@ste primer tren motor se presenta al momento del orgasmo y
coincide con la salida de semen desde la uretra (Gerstenberyg
y col., 1993). En el modelo del reflejo ceital, la respuesta
muscular se presenta de manera simultanea a la expulsidén del
contenido uretral vy la realizacién de movimientos peneancs
bruscos. Asi, parece que este primer tren motor genital esté
asoclado con la salida de semen durante la eyaculacidén. La
actividad de postdescarga registrada durante 1a eyaculacidn
parece jugar también un papel importante en la expulsidn del
contenido uretral, sin embargc, con nuestros datos es dificil
especular sobre el significado funcicnal de esta respuesta.
No obstante, se ha sugerido que la postdescarga, gue se
observa inmediatamente después de la expulsién del contenido
uretral, representa un mecanismo mediante el cual se asegura
gque el semen sea expulsado totalmente desde la uretra pélvica
durante la eyaculacién (Gerstenberg v col., 1993). De esta
forma, una de las ventajas del modelo del reflejo coital es
gque permite el andlisis detallado de los aspectos motores que
conducen a la eyeccldn en machos de mamiferos después de
distintas manipulaciones experimentales.

Otro de los hallazgos de este cstudio consiste en aque el
palron malor  gendital  pado ser  evorade no solo P la
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estimulacién del pene y del escroto. Lo anterior indica gue
otras vias aferentes provenientes de los genitales pudieran
intervenir en el desencadenamiento del patrén motor de la
eyaculacidn. Resulta interesante que el patrdén motor genital
obtenidoc en respuesta a la estimulacién mecanica de distintas
estructuras genitales, sea tan estereotipado que no presente
variaciones significativas en cuanto a sus caracteristicas
(latencia, frecuencia y numero de descargas). Esto sugliere
que la respuesta motora es producida por un generador central
de patrones especifico para la eyaculacién. Un dato que apovya
esta sugerencia es el hecho de que el patréon motor genital
puede producirse espontancamente en animales deaferentados.
Como se demuestra en este estudio, este ultimo dato confirma
nuestra propuesta y la de otros de que la médula espinal es
capaz de expresar por si sola la respuesta eyaculatoria.
Nuestros datos sugileren ademds que la médula espinal
contribuye de manera sustancial a la respuesta evaculatecria y
que la activacidn de las vias aferentes de los genitales
puede Jjugar un papel importante en la modulacién periférica
del patrén eyaculatorio. En apoyo a esto, Pescatori y col.,
(1993) han mostrado en ratas anestesiadas que la estimulacidn
del nervioc dorsal del pene produce la eyvaculacidn.

Comc ultimo punto, nuestra propuesta de que el reflejo
coital estd asociado a la evaculacion fisioldgica se respalda
aun mas con el hallazgo de que el patrén motor gue acompaha a
la respuesta coital puede ser fatigado cuando se evoca
repetidamente. Este fenémenc de fatiga es interesante, va gue
pudiera estar relacionado con el fendmeno de saciedad sexual,
observado en  ratas que copulan  (Beach y Jorvdan, 19%6;
Lbarsson, 1956; Rodriguez-Manzo ¥y Fernander-Gaasti, 1994)Y. De
acuerdo con datos previos v con los rosultrades dr esta

tesis,
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fendmenos. De manera general se puede decir gque la principal
semejanza es que ambos fendmenos dependen fuertemente de la
estimulacidén sensorial producida por la eyaculacidn repetida.

En la rata copulando, la saciedad sexual es definida
come una inhibicién de la conducta sexual de larga duracidn
que aparece después de la eyaculacién repetida (Rodriguez-
Manzo y Fernadndez-Guasti, 1994). E1 desarrcllo de la saciedad
sexual esta caracterizado por una disminucién en el nimero de
intromisiones, una tendencia a aumentar el nimero de montas vy
un  incremento exponencial en la duracidén del intervalo
posteyaculatorio conforme se avanza en las series
eyaculatorias {(Rodriguez-Manzo y Ferndndez-Guasti, 19%4). Un
promedio de 7 series eyaculatorias sucesivas precede a la
sacledad sexual. Por otro lado, 1la fatiga del reflejo coital
se presenta al evocar repetidamente el reflejo y consiste en
la desaparicién progresiva del patrén motor genital que
conduce a la evyaculacién. Durante el desarrolle de la fatiga
del patrén motor genital se observa una disminucién en el
namero y frecuencia de descargas y un incremento progresivo
en la latencia de respuesta. La fatiga del reflejo coital se
presenta después de la evocacidén secuencial de 7 patrones
motores en promedio. Asi, con los datos de la presente tesis
pocdemos  sugerir gque el aumento en el numero de montas
(consideradas como intromisiones fallidas) y la aparicién de
intromisiones profundas y de mayor duracidn (observaciones no
publicadas) en la rata copulando, conforme se acerca a la
saciedad sexual podria ser un indicador de la disminucisén en
el numero y en la frecuencia de descargas observade en el
patréon motor genital durante el desarrollo de la faliga del
reflejo coital. Asimismo, el inc:emenlo CHpon2ncoal  en el
intervalo postoyaculate:rie obscrvade a Lo farygo ST

N S ST T S A IR T B R e e R



el dincremento progresivo en la latencia de respuesta con cada
patrén motor. De esta forma, la expulsidn repetida del
contenido uretral {eyaculacién), evocada reflejamente hasta
la fatiga en animales espinalizados, produce cambios en el
patrdn motor genital gque pedrian reflejar la disminucién
progresiva en la capacidad del aparato espinal para activar
los musculos genitales que permiten la ereccién vy la
eyaculacidn. Asi, los presentes datos parecen reforzar la
nocidén de que la fatiga del patrén motor genital en la rats
macho espinalizada refleja cambios que estdn ocurriendo a
nivel espinal, y gue pueden ser observados en los aspectos
consumatorios de la conducta sexual masculina de los animales
Jque se aproximan a la saciedad sexual.

McKenna y colaboradores (1988) sugieren la participacidén
de tres grupos de reflejos en la eyaculacion, gue inveolucran
tante al sistema autondmico como al somatice. Un grupo ds
estos reflejos es producido per la estimulacién a la piel del
pene que produciria una vasodilatacidén en este drgano (poxr la
activacidn de eferentes pélvicas e hipogastricas), Y
posteriormente, la contraccidn de los misculos perineales
reforzaria la ereccién mediante fuertes contracciones sobre
los  tejidos eréctiles con los que estdn  intimamente
relacionados. El segundo grupe de reflejos incluiria la
contraccidn del esfinter externc de la uretra sobre el cuello
de la vejiga, acclidn gque conduciria a la formacidn de un
espacio cerrado en la uretra prostatica denominado la camara
de presion. El tercer grupo de reflejos incluiria la emisidn
de los fluidos seminales hacia la uretra prostatica. En este
altimo grupo estaria ubicado el reflejo coital. La emisidn
daria lugar al llenado de la cdmara de presidn dentro de la
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estereotipada del reflejo coital (McKenna vy Marson, 1998).
Por lo tanto, este reflejo estaria involucrado activamente en
el acto sexual.

En el heombre se han registrado algunos reflejos durante
la eyaculacién que involucran acciones musculares similares a
las aqui descritas. Asi, Shafik {1998) ha encontrado
recientemente que el mecanismo de la evyaculacidén involucra al
menos dos diferentes reflejos: el refledo glande~glandular,
producido por 1la estimulacién del glande del pene y gue
ccasiona que los drganos reproductivos internos se contraigan
y depositen el semen en la uretra posterior; vy el reflejo
uretromuscular producido por la estimulacién mecanica de la
uretra dada por el vaciamiento del semen, mismo  gue
produciria la activacién de los mlsculos pélvicos. También,
Shafik y El-Sibai (2000) han sugerido recientemente que en el
hombre, el mecanismo de eyeccién obedece a una respuesta
uretromuscular denominada reflejo uretrocavernoso. Estos
datos apoyan la propuesta de McKenna y colaboradores vy
sugleren que efectivamente el reflejo coital pusde estar
asocliado a la eyaculacién.

El modelo del reflejo coital también ha sido atil para
el estudic de la participacién de estructuras superlores del
sistema nervioso central, como el tallo cerebral, en el
control de los reflejos sexuales (Marson y McKenna, 1992;
1954; McKenna y col., 1991). Se sabe que la estimulacién de
algunas estructuras cerebrales tales come la amigdala y el
drea predptica media, facilita la expresiéon de la conducta
sexual masculina (Meisel y Sachs, 1994; Rodriguez-Manzo Yy
col., 20001 . Sin  embargo, poco se  sabe del  control
inhibitorio ejercido opor estructuras superiores sobre la
conducta  =exual. Frapk Reach (1947 nrepueo
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reflejos sexuales espinales, hasicamante a través de
mecanismos inhibitcrics. Si bien esta nocién es aceptada,
poco se sabke acerca de las fuentes de dicha inhibicién.
McKenna y colaboradores han realizado una serie de estudios
fisiclégices, anatémicos y  farmacoldgicos dirigidos a
identificar la fuente de la inhibicién descendente sobre los
reflejos sexuzles (Marson vy McKenna, 19%2; 19294). 5us
estudios han reveladoe que dicha fuente se localiza en el
bulbo vy correspende a la porcién antericr del ntcleo
paragigantcoccellularis, cuyas células envian proyecciones
hacia la médula espinal lumbosacra (Marson y Mckenna, 1992,
1994) . El neurotransmisor involucrado en la inhibicién
descendente ejercida por el nlUcleo paragigantocellularis
sobre los reflejos sexuales, es la serotonina. Existe una
densa inervacidédn serotonérgica de las motoneurcnas pudendas
gue participan en la funcidén sexual masculina. La inervacién
serotonérgica de estas motoneuronas pudendas es sexualmente
dimérfica (Kojima y Sanc, 1984; Marson y Mckenna, 1992). De
manera interesante, las motoneurcnas pudendas también reciben
proyvecciones noradrenérgicas que son sexualmente dimérficas
(KoJima y Sanc, 1984, Kojima y col., 1985). La inervacién
noradrenérgica del nucleo pudendo proviene del grupo celular
noradrenérgice A5 y del locus coeruleus {(Shen y col., 199%0).
Los efectos de la serotonina y la noradrenalina sobre la
funcidén sexual son complejos, vya que el tipo de respuesta
obtenida depende del subtipo de receptor estimulado. Los
efectos pueden ser tanto facilitatorios como inhibitorios.
Asl por ejemplo, la activacidén del receptor serotonérgico 5-
HT1A facilita la expresién de la conducta sexual masculina
(Ahlenrins vy colbl., 1981) mientras ane la activac:on dol
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estimulacion del receptor G5-HT 1A se extienden a animales
sexualmente saciados (Rodriguez-Manzo vy Ferndndez-Guasti,
1924) . De la misma manera, efectos tanto facilitatorios como
inhibitorios sobre la cdpula pueden ser observados cuando se

activan selectivamente los adrenoceptores. Por ejemplo, la
activacion del receptor adrenérgico ol facilita la cépula y
la activacién del adrenoceptor a2 la inhibe (Rampin, 1999).

Sin embargo, la aplicacién de yohimbina, un antagonista o2
facilita la «cépula tanto en animales intactos como en
animales sometidos al paradigma de saciedad sexual (Rampin,
1999; Rodriguez-Manzo vy Fernandez-Guasti, 1994; Rodriguez-
Manzo, 1929%9). La manipulacién farmacoldgica, a través del uso
de agonistas y antagonistas especificos, ha sideo una
herramienta Util para el estudio del control fisioldégico de
la funcién sexual masculina. No obstante, se sabe gque la
complejidad de los efectos de la serotonina % la
noradrenalina sobre la conducta sexual, no sélc depende de
los subtipos de receptores que participan vy de los sitios
donde actian, sino también de la funcién sexual bajo estudioc
{(Meisel y Sachs, 1994; Rampin, 1999). En el presente trabajc,
evaluamos los efectos de la 8-0OH--DPAT, un agonista
serotonergico especifico para el subtipe de receptor 5-HT 1A

y de la yohimbina, un antageonista especifico para el receptor

adrenérgice a2, sobre la fatiga del reflejo coital. Estos
farmacos fueron seleccionados con base en su reconocida
capacidad para facilitar la conducta eyaculatoria tanto en
animales intactos, como sexualmente saciados. Evaluamos la
posibilidad de que la fatiga del reflejo coital pudiera ser
revertida tras la aplicacién de la 8-0U-DPAT o de 1la

ohimbina. Los resultlados oblenidos muestran ue la fratiga
Y

del »ofleio coital purdes ser rvevertida farmacoldaicameonle por



la 8-OH-DPAT y la yohimbina, y ademids por el WAY 100635 vy la
clonidina. Todos estos compuestos provocarcn la aparicioén
inmediata de un patrén motor genital sin postdescarga.

Los efectos de la 8-0H-~DPAT fueron mediados a través de

la activacidén de receptores b5H-HTIA y al. La estrategia
experimental que se utilizd para determinar esta
especificidad fue la de la aplicacién de un pretratamiento
con un antagonista selectivo para el receptor 5-HT1A, el WAY
100635, con el fin de blogquear los efectos del agonista. La
aplicacidn sistémica del antagonista WAY 100635 por si misma
revirtié la fatiga del reflejo coital produciendo una patrén
motor genital con un namero de descargas muy parecido al
registrado en el Gltimo tren motor previo a la fatiga. Esta
respuesta pudiera deberse a la actividad intrinseca del WAY
100635 sobre receptores 5-HTIA o a su accién sobre otros
receptores (Fig. 7b,¢). Recientemente se ha establecido gue
este farmaco posee afinidad por los receptores adrenérgicos
al (Testa v col., 1999). La administracidén secuencial de WAY
100635 'y  8-0OH-DPAT Dbloqued parcialmente la respuesta
facilitatoria del agonista puesto gue aun fue posible
observar una respuesta motora muy parecida a la producida por
el antagonista serotonérgico solo. Asi, es probable que la 8-
OH-DPAT actuara parcialmente sobre receptores distintos del
5-HT1A facilitando 1la salida motora vy permitiends 1a
expresién del reflejo coital (Fig. 2, cap 4). Se sabe, gue la
8-OH-DPAT tiene alinidad por los receptores adrenérgicos ol vy
o2 {Wada y col., 1997). La activacién de rcceptores ol por la
8-OH-DPAT, produce una facilitacién en la actividad de las
meLoneuronas espinales da la rata (Wada y col., 1897). Con
base on eatos dates, parcce gque el WAY 100625 logrd bloguear

cloorecto de 1o 2=0H=0PAT wodv e los rcocoptores S-UTIA v que
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la respuesta motora registrada después del tratamiento
secuencial puede atribuirse al efecto de este Ultimo farmaco
sobre receptecres ol (Fig. 7b,c). Asi, parece gue en 1la
modulacién de la expresién del patrén motor genital que
subyace al reflejo coital, el sistema noradrenérgico Juega un
papel clave. Esta propuesta se ve apoyada con nuestros
resultados del efecto de 1la aplicacién de vyohimbina v
clonidina sobre el reflejo coital fatigado.

En esta tesis se encontrd que la fatiga del reflejo
coital puede ser revertida por vyohimbina, un antagonista

adrenérgico a2. El pretratamiento con clonidina, un agonista

02, blogued la respuesta inducida por yohimbina, sugiriendoc
con esto gue dicha reversidn fue ejercida a través del
blogueo de 1los receptores a2 adrenérgicos (Fig. 8). La
yohimbina es un farmaco que se sabe actua sobre receptores
adrenérgicos localizados en neurcnas presinapticas
{(Timmermans vy van Zwieter, 1982). A nivel de la médula
espinal, el Dbloguec de estos receptores facilita la
liberacién de noradrenalina (Umeda vy col., 1997), la cual a
su vez actua directamente sobre receptores noradrenérgicos
localizados postsinapticamente. ELl hecho de gue la
administracién de yohimbina induzca la presentacién del
reflejo en animales espinales, indica la existencia de
neuronas noradrenérgicas cuyos somas se encuentran por debajo
del sitio de la lesidédn (T6). Los resultados de la presente
tesis sugieren que el tratamiento con yohimbina a ratas con
fatiga del reflejo coital produce un efscto facilitatorio
sobre la liberacidn de noradrenalina gue puede actuar sobre
moteoneuronas pudendas, las cuales se sabe reciben inervacion
novadrencrgica (Rajacfetra v col., 19921, produciendo asi, la

conlraccion do los mascaleos ganttales v la axprosion dol

s
hh



patrén motor genital (Fig. 8). Estos resultados son los
primeros gue muestran gue el sistema noradrenérgico Jjuega un
papel importante en el establecimiente de la fatiga del
reflejo coital, a través de la activacién de 1los receptores
aZ. DNuestros resultados mostraron también, que tanto la
aplicacién sistémica de vyohimbina como de clonidina a
animales con fatiga del reflejo coital, produce la reversion
de la fatiga del reflejo coital. Los resultados de esta tesis
mostraron gue la aplicacidn de clonidina bloguea
completamente la facilitacién de 1la reversién del reflejo
coital producida por yohimbina, sugiriendo que el efecto de
la yohimbina es ejercido a través de receptores adrenérgicos
oz. La aplicacidén de clonidina sola produjo también la
reversidn de la fatiga del reflejo coital. Estos resultados
inesperados parecen un tanto contradictorios, dado que  se
sabe que los agentes farmacclégicos que actuan  como
antagonistas poseen mayor afinidad por el receptor que los
agonistas. En este sentido, se hubiese esperade que la
clonidina no fuera tan potente para bloguear el efecto de
yohimbina. Sin embargo, la clonidina es una excepcidén a esta
regla, ya que posee mayor afinidad al receptor adrenérgico a2
que los correspondientes antagonistas (Timmermans y van
Zwieter, 1982). FEsto explicaria porque el ageonista blogued
completamente el efecto de la yohimbina sobre los
autorreceptores. No obstante, debido a que los receptores «Z
estan locallzados fanto en la neurona presindptica como en la
postsinaptica, se esperarla que el tratamiento con clonidina
no  produjera ningun efecto sobre la fatiga del reflejo
coital. Se obtuvo sin embargo un patrdn motor muy semelante
ai reglstrado en la Ollima respuesta motora previa a la

Fatisa.  La capac-idad para reoyartic el veflato codtal e
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mostrd la clonidina no puede ser explicada facilmente si

consideramcs que este farmaco actud estimulande receptores

adrenérgicos o2 postsindpticos cuya activacién no modifica el
disparo de las motoneuronas (Fig. 8b,c). Por lo tanto, es
probable gue la reversidén de la fatiga del reflejo coital
inducida por clonidina se debe a la activacién de otros

receptores gue permitan la activaciédn de la motoneurcna. Uno

de estos receptores seria el receptor adrenérgico al. Se sabe

que clonidina tiene afinidad tanto por receptores

adrenergicos ol como o2 {Ono y Fukuda, 1995; Timmermans Yo ovan
Zwieter, 1982; Docherty, 1998, para revisién). Los recaeptores
adrenérgicos ol, en este caso, podrian estar localizacdos en

las motoneurcnas pudendas. Se sabe que en la rata, la

activacidén del adrencceptor ol facilita la expresidn de los

reflejos espinales al facilitar la liberacidn de acetilcolina

de las motoneuronas (Ono vy Fukuda, 19¢5). También se sabe gue

la activacién de este receptor facilita las descargas
sostenidas (biestabilidad) observadas an patrones de
locomocion ficticia (Lee y Heckman, 199%9). Asi, dado que la
reversion de la fatiga del reflejo coital pudo ser obtenida

después de la aplicacién de yohimbina, al actuar sobre Llos

adrenoceptores w2, y del WAY 100635 vy de 1la clonidina,

probablemente a través de la activacidn de receptores

adrenérgicos «ul, los datos de esta tesis permiten sugerir qgue

el sistema noradrenérgicoe podria desempefiar un papel contral

a lLravés de sus recaptores o on la reversidn de la fatiga del

rellejo contal.

Tonados e conjunto, NUastros resultados apovan La
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&n el establecimiento de esto fendmeno interviene urn

componente espinal.

A mediados de los aries 50 Frank Beach postuld 1la
exlistencia de dos componentes fisiolédgices de la conducta
sexual: el componente motivacional vy el consumatorio. E1

componente motivacional de la conducta sexual media el

incremento en la excitacién sexual que conduce a la codpula.
Cuandc e@ste componente se activa, el macho alcanza un
determinado umbral (el umbral copulatoric) vy consigue montar
a la hembra. En este momento, el componente consumatorio de
la conducta sexual se activa v permite que el macho pueda
tTener intromisioneas que deriven en la eyaculacién,
completandc asl el acto sexual (Beach, 19%6). En ratas, los
distintos parémetros de la conducta sexual masculina han sido
asociados a unc de los dos componentes de la conducta sexual.
Asi, el componente motivacional puede ser evaluadoc a través
de la latencia a la primera monta, la latencia a la primera
intromisién y la duracién del intervalo

(Beach, 195&).

rosteyaculatoric
El componente consumatorio puede a su vez ser
estudiado, analizando el nimero de mentas e intromisiones vy

la latencia de eyaculacidn, que se refiere al tiempo en el

que el macho conslgue eyacular después de iniclada la copula.

Cada uno <de estos componentes fisloldgicos de la
conducta sexual  puede  verse altevado por  separado en
respuesta a manipulacionces experimentales gue producen tanto

[Acilitacion o inhibicién. Por ejemplo la facilitacidn del

Somponente notivaclional incluye una reduncion an las
latencrias de monta e iptromisidn vy en la duracldn  del
intervalo posteyaculatorio, asi  come  ur aumento  on o la

proporaion Jde apimatos gue
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consecutivamente en la latencia de eyaculacidn, reflejan la
facilitacidén del componente consumatorio de esta conducta.

Se  ha mostrado previamente gque la 8-0OH-DPAT v la
vohimbina son potentes facilitadores de ia conducta
copulatoria de la rata macho (Ahlenius y col., 1989; Clark vy
col., 1984; Rodriguez-Manzo Yy Fernandez-Guasti, 1984,
Rodriguez-Manzo, 1999) . Sin  embarge las bases de esta
facilitacidon no son claras aun, vya que se ha sugerido que
estas drogas pueden afectar ambos componentes fisioldgicos de
la conducta sexual masculina {(Ahlenius vy Larsscn, 1987; Clark
y col., 19%84; Rodriguez-Manzo, 1999%a,b). Los datos del
presente estudic sugleren gue los efectos facilitatorios de
la DPAT y la yohimbina sobre la conducta sexual de ratas
pueden ser ejercidos, al menos parcialmente, directamente en
los circuitos relacionades con la eyaculacién aque estén
modulados por la médula espinal. En este sentide, pudiera
propenerse que el establecimiento del fendmenoe de sacledad
sexual esté relacionado con la incapacidad de la médula
espinal para seguir expresando el pabtrén motor genital
después de la fatiga y que los sistemas serotonérgico vy
noradrenérgico espinales estén invelucrados en dicho
fendmenco.

Aunque es claro que la médula espinal parece jugar un
papel importante en la cxpresidn dol patron motar
eyaculatorio, es$ importante mencicnar que una conducta por
sencilla gque sea, dificilmente puede ser reducida a la
influencia de un solo refledn o un grupo de reflejos. De asla
forma, la fatiga sexua! resultante de la eyaculacidn repet ida
€5 un fonomeno gue probablemente se cdshe no o sdlo a la faliga

Crrola expresian del el e o avaculatoriol Eriaten ua Sorio
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Rodrigquez-Manzo, 19994, by . Por eiemplo, Redriguez-Manzo
(1299%a) ha mostrado recientemente en ratas, gue el incremento
fisioldgico en la motivacién sexual que resulta de cambiar a
la hembra estimulo (Efecto Coclidge), interfiere con el
establecimiento del preoceso inhibitorio responsable de la
inhibicidén de la conducta sexual, gue se observa al alcanzar
la saciedad sexual. Aunque es claro que la motivacidn juega
un papel preponderante en el establecimiento de la saciedad
sexual, es importante decir que 1la médula espinal también
participa mediando las respuestas genitales involucradas en
la eyaculacidn y gque forman parte importante del componente
consumatoric de la cdpula. Asi, es posible que la médula
espinal participe en el establecimiento de la saciedad sewxual
a través de limitar el numero de respusstas eyaculatorias que
1z preceden.

Finalmente, seria interesante analilzar en detalle los
mecanismos filsicldglceos gue participan en la inhibicidn que

subyace a la fatiga del reflejo coital.



CONCLUSIONES

La respuesta denominada refle’lo coital esta
caracterizada principalmente por la expulsién potente del
contenido uretral producida por contracciones cldédnicas de la
musculatura genital.

El reflejo coital puede ser evocade por estimulacién
mecénica de distintas estructuras genitales como son el pene,
el escroto y la uretra.

Todos los masculos genitales estan involucrados en la
expresidn del patrdn motor genital asociado al

reflejo
coltal.

El patréin motor genital se expresa espontaneamente tras
la lesién a la médula espinal.

Fl  patrédn motor genital puede ser fatigado por
estimulacién mecédnica repetida de estructuras genitales.

La fatiga del patrdén motor genital puede ser revertida
farmacecldgicamente.

La aplicacidén sistémica de 8-OH-DPAT vy yohimbina induce
la expresidn inmediata del patrdn motor genital después de la
fatiga del reflejo coital.

La aplicacidn sistémica de WAY 100635 ¢ de clonidina
tambien induce la expresidn del patrédn motor genital después
de la fatiga, aungue de manera menos potente,

En  animales con fatiga del reflejo coital, el
pretratamiento con WAY 100635, un antagonista S5-HT1A, bloguea

parcialmentce la respucsta a la 8-0H-DPAT, sugiriendo gue el

ectccto de esto alline (drmeco estd mediado parcialmenle por
receplores LH-HTIA. Ta respunesta residual obtenida con el
Lratamicont o combinade pucde atribuirse a4 da calimiiacidn Ao

roceptores of



El pretratamiento con clonidina, agonista o2, bloguea la
reversidn de la fatiga del reflejc colital por vyohimbina
indicande que el efecto de este Ultimo farmaco estd medliado
por receptores aZ.

Tanto el sistema serotonérglco como el sistema
noradrenérgico estén involucradcs en la expresidn del gatrdn
motor coital.

El patrdén motor coital es un medelo Util para el estudio

de la respuesta evaculatoria en animales anestesiados.

(afy
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