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Introduccion

El control neural de la conducta sexual masculina implica la activacion de dife-
rentes areas cerebrales y la accion de diversos neurotransmisores. Existe abundante
evidencia experimental que sefala entre otras regiones, a el area preodptica (APM) y
a la amigdala medial (AMG) como sitios importantes para la expresién de la conducta
sexual tanto en machos como en hembras. El control de la conducta sexual, esta de-
terminado por la combinacion de procesos fisiolégicos excitatorios e inhibitorios que
desencadenan la expresion de asociaciones que refuerzan la conducta debido a que
el apareamiento resulta intrinsecamente reforzante o placentero. En la presentacion
de este estado afectivo positivo se ha relacionado al sistema de comunicacién opioi-
de. En este sentido, se ha postulado que los opioides se liberan durante la ejecucion
de la conducta sexual los cuales pudieran incrementar el umbral al dolor durante la
copula (Szechtman, el al. 1981) o facilitar la conducta sexual, reduciendo el nimero de
intromisiones y la latencia de eyaculacion (Agmo y Paredes, 1988). Por otro lado, otros
trabajos han apoyado que los opioides tienen un efecto inhibitorio dosis dependiente,
con base en las alteraciones en la ejecucion de la conducta copulatoria tras la adminis-
tracion de opioides como la morfina (Mclntosch, Vallano y Barfield, 1989, van Furth et
al., 1995), B-endorfina (Meyerson, 1981) o morficeptina (Matuszewich, Ormsby, et al.
1995). La amplia diversidad de alteraciones en la conducta copulatoria, reportada en
la literatura, puede estar relacionada a que el conocimiento de la participacién del
sistema opioide en la conducta sexual se ha apoyado en la administracién de diversos
ligandos y antagonistas al sistema opioide de naturaleza farmacolégica no especifica
a un receptor en particular. El objetivo de esta investigacion fue demostrar la posible
influencia de un péptido endégeno de alta afinidad al receptor opioide y, la endo-
morfina-1 sobre la conducta socio-sexual y copulatoria de la rata macho. El considerar
que esta administraciéon implica la activacion del receptor p del sistema opioide por

un péptido opioide enddgeno, nos permite conocer la participacion de este receptor
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en la conducta sexual masculina lo cual representa una contribuciéon al entendimien-

to de la participacion del receptor p en la regulacién de la conducta sexual masculina.



Resumen

La conducta sexual masculina consiste de una secuencia de patrones motores
estereotipados que finalizan con la expulsion del fluido seminal identificado como
eyaculacion. Esta conducta representa una compleja interaccion entre las sefales
externas sexualmente relevantes y el estado de motivacién interno del sujeto. Entre
los neurotransmisores que intervienen en el control de la conducta sexual estan los
neuropéptidos, los cuales funcionan como neuromoduladores al participar en la re-
gulacion de diferentes estados motivacionales. Los opioides representan un sistema
de comunicacién entre hembras y machos, involucrado entre otras funciones, en la
mediacion de estados afectivos positivos generados por la ejecuciéon de la cépula. En
el control neural de la conducta sexual masculina se destaca el drea predptica media
(APM), area del hipotalamo con aferencias importantes provenientes de la amigdala
medial (AMG). En el presente trabajo se evalué la participacion de un ligando especi-
fico al receptor opioide pu conocido como endomorfina-1 (EM-1) en la conducta sexual
de la rata macho. Los resultados demuestran que la EM-1 induce alteraciones en la
conducta copulatoria del macho. La latencia de eyaculacién aumento independien-
temente si el péptido fue administrado en el tercer ventriculo o infundido en el APM
o en la AMG. Al analizar las interacciones socio-sexuales la infusion de EM-1 aumen-
t6 tanto la duracién como la frecuencia de persecucion a la hembra. Los efectos del
péptido fueron bloqueados por la administracion intra peritoneal de naloxona previa
al inicio de la conducta. Estos resultados indican que la EM-1 tiene accién neuromo-
duladora entre la fase precopulatoria con la consumatoria sin que pueda considerarse
un efecto inhibitorio. Asi la infusién de EM-1 previa al inicio de la prueba conductual,
modifica la transicion entre el estado sexualmente motivado al consumatorio sin in-
ducir inhibicion de la conducta sexual. El presente trabajo representa una contribucién

al conocimiento de la participaciéon del receptor opioide p en la regulacién de la conduc-

ta sexual masculina.



Abstract

Male sexual behavior consists of a sequence of stereotyped motor patterns that
end with the expulsion of seminal fluid identified as ejaculation. This behavior represents
a complex interaction between external signals and sexually relevant internal motiva-
tional states of the subject. Several neurotransmitters are involved in the control of male
sexual behavior among them neuropeptides, which act as neuromodulators regulating
different motivational states. Opioids represent a communication system in females
and males, among other functions they are involved in the mediation of positive affec-
tive states generated by execution of mating. The medial preoptic area (MPOA) and the
amygdala (AME) are crucial sites in the control of male sexual behavior. In the present
study we evaluate the involvement of the specific ligand to the p opioid receptor known
as endomorphin-1 (EM-1) upon male sexual behavior. The results indicate that the admi-
nistration of EM-1 in the third ventricle, the MPOA or AME increased ejaculation latency.
As well, the frecuency and duration of pursuit was significantly increased after adminis-
tration of EM-1. The effects upon sexual behavior were blocked by administration of the
opioide antagonist naloxone.These results indicate that EM-1 has a neuromodulator
action between the precopulatory and consummatory phase and without inhibitory se-
xual behavior. The EM-1, modifies the transition from sexually motivated state without
inducing the inhibition of consummatory sexual behavior. This study represents a con-
tribution to the knowledge of the involvement of u opioid receptors in the regulation of

male sexual behavior.
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Capitulo 1

Descripcion de la conducta sexual masculina de la rata
Conducta socio-sexual

1. Conducta sexual de la rata macho

La conducta sexual de la rata macho es probablemente una de las conductas
mejor descritas, desde la perspectiva conductual como funcional (Larsson y Ahlenius,
1999, Sachs y Meisel, 1988). Se divide en actividades precopulatorias, copulato-
rias y postcopulatorias. Durante la conducta precopulatoria, el macho y la hembra se per-
siguen, se olfatean la regién ano genital, rozan sus cuerpos entre si y emiten vocaliza-
ciones ultrasonicas. De este modo existe una estimulacion olfativa, tactil y auditiva.
La duracion de esta fase es variable, puede ser extremadamente corta (escasos se-
gundos) o larga (algunos minutos). Durante la fase copulatoria, la rata macho realiza
patrones conductuales que se conocen como monta, intromision y eyaculacion. La
monta se identifica cuando la rata macho coloca sobre la grupa de la hembra su re-
gion pélvica y perineal y ademas pueden detectarse movimientos pélvicos sin lograr
la insercion peneana. Posteriormente el macho realiza una desmonta lenta. La in-
tromision implica la monta, mas la insercion del pene en la vagina. El patron copu-
latorio se identifica cuando el macho realiza un movimiento pélvico de penetracion,
que dura aproximadamente 400 milisegundos, luego desmonta bruscamente hacia
atrads y se autoacicala el pene. Después de la primera intromision el macho ejecuta
otras montas e intromisiones. Las intromisiones propician que el macho alcance la
suficiente estimulacién para expeler el semen, desplegando el patrén copulatorio de
eyaculacion. Durante la eyaculacion el macho desarrolla una intromisién que termina

con un movimiento pélvico profundo e intenso, mantenido por algunos segundos. 1
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Después el macho eleva la porcién superior del cuerpo, extiende hacia los lados las
extremidades anteriores y desmonta lentamente para luego autoacicalarse la region

genital.

La ejecucion de montas e intromisiones, finalizando en la eyaculacion, se de-
nomina serie eyaculatoria. Un macho sexualmente experto realiza la primera serie
eyaculatoria en 5 a 10 minutos. Después de la eyaculacion, los machos entran a un
periodo refractario de inactividad sexual aproximadamente de 5 minutos. Después
puede volver a presentar otra serie eyaculatoria, es decir, a tener montas, intromisiones
y una segunda eyaculacion. El patron copulatorio de la rata le permite realizar de 6 a 8
series eyaculatorias antes de que el macho llegue a un estado de agotamiento sexual.
El periodo posteyaculatorio comprende el periodo refractario absoluto y el relativo.
Durante el periodo refractario absoluto el macho presenta poca locomocioén, incluso
da la apariencia de estar dormido. Es insensible a cualquier estimulo sexual y es poco
responsivo a otros estimulos del medio ambiente. Durante el periodo refractario rela-
tivo el macho empieza a responder a los estimulos que le rodean y usualmente emi-
te vocalizaciones ultrasdnicas. Ademas de la serie eyaculatoria, el analisis conductual
suele incluir al intervalo posteyaculatorio de la serie lo que se denomina serie

copulatoria (figura 1, pagina 4).

Para que la cépula se realice es necesario que exista un estimulo biolégico signi-
ficativo a su alcance, es decir una hembra sexualmente receptiva que por estimulacién
del macho desplegara la postura receptiva conocida como lordosis. Esta se caracteriza
por una dorsiflexion con elevacion de la zona perineal, permitiendo al macho el acce-
so a la vagina (Dahl6f y Larsson 1978). El caracter estereotipado del patrén copulatorio
de la rata macho ha permitido estandarizar un grupo de indicadores conductuales
qgue conducen a evaluar la expresién de la conducta sexual masculina de forma cuan- 2

titativa.
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En un registro de conducta sexual en ratas macho, los parametros que se eva-

[Gan son:

Latencias de monta e intromisién. Es el tiempo que trascurre desde la introduccion
de la hembra a la arena de apareamiento en donde se encuentra el macho, hasta la
primera monta (LM) o intromisién (LI), identificada cada una por sus respectivos pa-

trones motores.

« Numero de montas y de intromisiones. Es el nimero de montas (NM) o de intromi-

siones (NI) que se presentan antes de cada eyaculacion.

- Latencia de eyaculacion (LEy). Es el tiempo que transcurre desde la primera intro-

misién hasta la eyaculacién dentro de una serie copulatoria.

- Intervalo posteyaculatorio (IPE). Es el tiempo trascurrido entre la eyaculacion de una

serie copulatoria y la primera intromisién de la siguiente serie copulatoria.

- Tasa de aciertos o Hit Rate (HR), también definido como eficiencia copulatoria debi-
do a su dependencia a la capacidad eréctil o la sensibilidad peneana (Meisel y Sachs,
1994), refiere al nimero de intromisiones dividido entre el nimero de montas mas el

numero de intromisiones que se presentan antes de una eyaculacién (NI/NM+NI).

« Intervalo interintromisién (lll). Es el intervalo de tiempo que hay entre cada intro-
misidn en una serie copulatoria. Este se calcula dividiendo la latencia de eyaculacién

entre el nUmero de intromisiones.

- Frecuencia de eyaculacién. Es el niumero de eyaculaciones que tiene un macho
durante un tiempo determinado de observacion de la conducta sexual masculina
(Meisel y Sachs, 1994). El potencial copulatorio del macho puede evaluarse a través

del numero de eyaculaciones que ocurren dentro de un tiempo determinado de 3
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registro conductual sexual o por el nimero de eyaculaciones que ocurren antes de

alcanzar el criterio de saciedad sexual (Beach y Jordan, 1956).

- Rendimiento copulatorio: se refiere a la capacidad de completar el acto copulatorio
y se mide a través del nimero de montas y la tasa de aciertos. El aumento en el nime-
ro de montas puede relacionarse a la disminucién en la sensibilidad peneana o de su
capacidad eréctil, incluso a la presencia de una hembra poco receptiva o a la interac-

cién de éstos y otros factores (Krieger y Barfield, 1976).

0 1 2 3 4 5 9 10 11
lv-o—o—l—o-o-L—o—lo—o—o-'—o—@—lﬁ//;l—o—o—l—o—, (min)
77 z 7
‘77 ’ e
LM 777 s ’
Nz // //
s ’ ’
/7 7 7/ 4
L - - Vg 7’
’ LEy .7 //
) > .7 ® MONTA
R e 0 INTROMISION
7 7 ® EYACULACION
’ ’
‘ IPE ’

—— SERIE EYACULATORIA J

SERIE COPULATORIA

Figura 1. Representacion temporal del patrén copulatorio de la rata macho. LM, latencia de monta; LI,
latencia de intromisién; LEy, latencia de eyaculacion; IPE, intervalo posteyaculatorio. Adaptado de Larssony
Ahelenius, 1999.
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De los parametros obtenidos del andlisis del patrén copulatorio masculino, al-
gunos han inferido estados motivacionales del macho, proponiendo que la latencia
de monta podria relacionarse con la motivacion sexual del macho por buscar mas
activamente a una pareja sexual y al intervalo interintromision como un indicador
de la motivacion sexual que sigue a la breve inactividad inducida por cada intromisién
(Sachs y Garinello, 1979). Sin embargo, estas mediciones estan directamente vinculadas
con la capacidad motriz del sujeto, y por consiguiente, no estan directamente vincu-
ladas con el estado interno de motivacion sexual del macho (Paredes y Agmo, 2004).
Dichos analisis inducen a confundir los procesos motores alterados con un estado
sexualmente motivado. Sin embargo, si consideramos que la ejecucion motora de
la conducta de copula conduce a un estado reconocido como placentero (Martinez'y
Paredes, 2001; Paredes y Martinez, 2001), es comprensible tratar de relacionar la laten-
cia de inicio de la conducta sexual con un estado motivacional altamente hedénico

e incentivo que finalmente lo conducird al estado placentero inducido por la cépula.

2. Conducta socio-sexual

La interaccién heterosexual es una parte de los procesos reproductivos durante
los cuales existen cambios fisioldgicos, morfoldgicos, bioquimicos y conductuales en el
organismo (Hlindk, 1986) que no se limitan sélo a la copula. Generalmente la inte-
raccion entre los sujetos intra-especie describen patrones sexuales temporalmente
ordenados y sincronizados que se pueden dividir en varias fases, la precopulatoria,
la copulatoria y la postcopulatoria (Hlindk, 1986). La emisidon de vocalizaciones
ultrasoénicas, el marcaje con orina, etc.,, son conductas precopulatorias identificables
en los machos, sin que muestren la regularidad temporal descrita para la conducta co-

pulatoria (Hlindk, 1986). Tanto la fase precopulatoria como la copulatoria en conjunto
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ofrecen informacién de la motivacion por iniciar la cépula, es decir nos informa de

aspectos apetitivos y consumatorios de la conducta sexual.

La conducta precopulatoria puede ser considerada como un proceso de comu-
nicacion especifica en donde el propdsito final de la pareja sexual es pasar a la fase de
copula. La calidad del apareamiento es co-determinada por la conducta precopulato-
ria de la hembra la cual exhibe patrones conductuales especificos precopulatorios y
proceptivos entendidos en términos de solicitud. Si ella no muestra conductas preco-
pulatorias, el macho presentara sélo cortos olfateos. Asi, cuando se analiza la conducta
sexual del macho es importante considerar la influencia del estimulo emitido por la

hembra y viceversa.

La conducta precopulatoria en machos se modifica dependiendo de la edad.
Animales jovenes, de 30 dias, ejecutan algunas conductas precopulatorias y después
de los 45 dias de edad, el repertorio conductual de estos animales es similar al que
se observa en adultos en donde el animal es capaz de mostrar el patron conductual
completo (Hlinak, 1990). La experiencia sexual en los machos constituye otro factor
a considerar entre la transicion de la fase precopulatoria a la de cépula. Por otro lado,
la expresion de la conducta precopulatoria es menos dependiente de la experiencia

y en general el inicio de la conducta de cdpula se facilita con la experiencia.

Asi, machos sin experiencia sexual pasan mas tiempo olfateando la region peria-
nal de la hembra. La fase precopulatoria en los machos es muy variable, algunas veces
puede consistir de unos pocos segundos o extenderse hasta diez minutos. De esta
misma forma la fase precopulatoria puede estar dividida o precedida por una fase
preparatoria caracterizada por conductas de marcaje y por la conducta de olfateo de
rastro de olores. El incremento en la frecuencia de conductas precopulatorias en el

macho, no es prerrequisito para pasar de la fase precopulatoria a la fase copulatoria.

6
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Hlinak y cols (1987) han sugerido que la transicion de la fase precopulatoria a la copu-
latoriaes el momento clave en la interaccion entre parejas sexuales y de importancia
para el advenimiento de la cdpula, sin olvidar la relevancia de los patrones conductuales
relativos a la fase de precépulay a la solicitud o proceptividad sexual (Hlindk, Madla-
fousek y Spinka, 1987). La transicion ente la fase precopulatoria y la fase copulatoria es
un proceso controlado, que refiere un procesamiento e integracién de la informacion

del estado interno del organismo y los cambios de los estimulos externos.

Meyerson y Hoglund (1981) proponen que la conducta socio-sexual puede ser

clasificada de acuerdo a los siguientes patrones conductuales:

- Exploracion vertical: Se refiere a la investigaciéon con intenso olfateo dirigido a un
objeto particular como un pedazo de madera de la cama o aserrin, una excreta, etc.

(figura 2, A).
- Olfateo: Son movimientos rapidos de las vibrisas en tanto el animal explora.

« Autoaseo: Se observa cuando el macho se acicala, limpia o lame el pelo de diferen-

tes areas del cuerpo, de las extremidades o del area genital (figura 2, E).

- Limpieza al compafiero. Igual que la anterior pero en referencia al companero (figu-

ra 2, B).

- Exploracion genital: EIl macho olfatea o lame la region ano-genital de la hembra

(igura 2, G).

« Persecucion a la hembra: El animal experimental sigue al animal estimulo mante-

niendo un contacto cercano, usualmente continda con la interaccidn socio-sexual.

« Descanso: El macho permanece quieto sin realizar una conducta particular.
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- Escaneo: El sujeto permanece quieto moviendo la cabeza de un lado a otro, aten-

diendo algo del medio ambiente.
« Monta incompleta: Monta sin movimientos pélvicos.

- Respuesta de inmovilidad: El animal permanece quieto, algunas veces en posicion

agachada o en una esquina de la arena de observacion.

- Sin contacto especifico: Ningun contacto con el companero lo cual no se incluye en

ninguna clase especifica de conducta (figura 2, C).

« Acercamiento con el hocico: Movimiento en un lado del companero, mordisqueo o

acercandose con la nariz (figura 2, F).

« Avanzar lentamente: El macho empuja el cuerpo de la hembra con la cabeza. Tam-

bién puede pasar por encima del companero (figura 2, C, D).

« Conducta amigable: El aseo, acercamiento y toque con el hocico asi como el avanzar

lentamente son consideradas conductas amigables.

Si bien se ha senalado que la conducta socio-sexual no sigue una secuencia tan
predecible como la conducta copulatoria, es posible deducir la siguiente secuencia
de patrones: olfateo hacia la hembra, exploraciéon anogenital, tocar los flancos con el

hocico, pasar sobre la hembra, detenerse detras de ella.

Estas conductas constituyen el inicio de la conducta copulatoria mientras que
la hembra muestra conductas proceptivas. Asi la fase precopulatoria se caracteriza
por arrastrarse lentamente sobre la hembra, limpieza del comparneroy la persecucion
de la hembra. La fase copulatoria es la ejecucion de la conducta sexual con la hembra
mientras que la fase posteyaculatoria se caracteriza por el auto aseo y el descanso. Tan

pronto como el macho reanuda la cépula, la ocurrencia de conductas precopulatorias 8
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se reduce. De cualquier forma, estas reaparecen entre cada serie copulatoria (Hli-
nak, 1986). Uno de los elementos mas importantes de la evaluacién socio-sexual pre-
copulatoria es la persecucion a la hembra y que en machos sexualmente inactivos se
observa reducida. Esta y otras evidencias sugieren que la persecucién a la hembra es
un indice de la motivacién sexual (Paredes, Highland y Karam, 1993). La exploracion
ano-genital puede ser indicativo de un bajo nivel de excitaciéon sexual por parte del
macho, probablemente porque esta conducta tiene como caracteristica ser “un refor-

zador al estado interno” (Hlindk, 1990).
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Figura 2. Conducta socio-sexual de la rata macho. En la letra A se ilustra la postura del macho al elevarse en
sus patas traseras que corresponde al analisis de elevacion vertical; B conducta de aseo al compariero; Cindica
conductas inespecificas en donde no se observa contacto con la hembra. D se ilustran dos posturas comunes
cuando el macho avanza lentamente sobre la hembra o la empuja suavemente con la cabeza, E esta postura
es adoptada cuando el sujeto hace auto-aseo; F el macho se acerca tocando con el hocico o con la nariza la
hembra y G el macho realiza exploracién genital a su companera. Adaptado de Meyerson y Hoglund 1981.

10
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Capitulo 2

Control neural de la conducta sexual masculina
2.1 Estructuras anatomicas
2.1.1 0rgano Vomeronasal
2.1.2 Bulbo Olfatorio Accesorio
2.1.3 Amigdala
2.1.4 Nucleo de la Cama de la Estria Terminal
2.1.5 Area predptica media
2.2 Neurotransmisores vinculados con la conducta sexual masculina
2.2.1 Dopamina
2.2.2 Noradrenalina
2.2.3 Melanocortina
2.2.4 Serotonina
2.2.5 Oxitocina

2.1. Estructuras anatomicas

El sustrato neural encargado de regular la conducta sexual masculina (CSM) ha
sido ampliamente descrito (Simerly, 1998). Las senales feromonales son detectadas
primero por células receptivas en el 6rgano vomeronasal (OVN). Estas células envian
axones al glomérulo del bulbo olfatorio accesorio (BOA). Por otro lado, el bulbo
olfatorio principal (BOP) perteneciente al sistema olfatorio principal y el BOA
constitutivo del sistema vomeronasal, son las estructuras neurales encargadas de la
transduccioén de las sefales odoriferas liberadas por una hembra receptiva. Del BOA
salen proyecciones hacia la amigdala medial anterior (AMG) y a su vez de esta regién
salen proyecciones hacia el nucleo de la cama de la estria terminal (NCET) y a la subdi-
vision lateral del drea predptica medial (APM) a través de la via amigdalofugal ventral.

11

El APM es una porcion fundamental de la via de proyeccion vomeronasal, la cual esta
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involucrada en el procesamiento de sefales sexualmente relevantes (feromonas pro-

venientes de una hembra receptiva) que facilitan la conducta reproductiva.

Existe otra conexion descrita desde la subdivision anterior a la postero-dorsal de la
AMG, la cual proyecta hacia la estria terminal posterior y a el APM (Segovia y Guilla-
mon, 1993). La figura 3 esquematiza el circuito neural vinculado con la conducta
sexual del macho. La participacion de las diferentes estructuras cerebrales en el control
de la conducta sexual se basa en estudios que han utilizado diferentes estrategias expe-
rimentales como la activacién de genes de expresién temprana (como es el caso del
c-fos), estudios de lesiones, de marcaje de vias anatémicas o de registro de actividad
neuronal (Robertson et al. 1991; Coolen, Peters y Veening, 1996; Bialy y Kaczmarek,

1996; Veenina. et al. 2005; Romero-Carbente, Hurtazo v Paredes, 2007: Pfaus. 2009).

Figura 3. Esquemadel circuito neural de la conducta sexual del macho. Las sefiales feromonales son percibidas
principalmente por el érgano vomeronasal para transmitir esta informacion al bulbo accesorio olfatorio el
que establece conexiones con la amigdala. Desde la amigdala salen proyecciones hacia el nucleo cama de
la estria terminal y al drea predptica medial. OVN, 6rgano vomeronasal; BOP, bulbo olfatorio principal; BOA,
bulbo olfatorio accesorio; NCET, nticleo de la cama de la estria terminal; APM, area predptica medial; TBOA,
tracto del bulbo olfatorio accesorio; AMG, amigdala medial. Modificado deBoehm 2006.

12



Capitulo 2: Control neural de la conducta sexual masculina

010101010

A continuacion se describen algunas areas cerebrales vinculadas con la conduc-

ta sexual del macho.

2.1.1 Organo vomeronasal (OVN)

Es una estructura fusiforme localizada a ambos lados del septo nasal. Esta cons-
tituida por un neuroepitelio que contiene neuronas bipolares que proyectan hacia
las células mitrales en el bulbo olfatorio accesorio (BOA) y éste a su vez a la AMG.
El OVN representa el receptor de las senales sexualmente relevantes conocidas como
feromonas. Es una estructura sensorial dimérfica (Segovia y Guillamoén, 1997) a la que
se le atribuyen diversas funciones modulatorias en el control de la conducta sexual
en mamiferos tanto en machos como en hembras. También influye en el inicio de la
pubertad, el ciclo estral, la gestacién, la conducta maternal y la conducta social (Keller,
Baum, et al. 2009). Se ha propuesto que el OVN no detecta moléculas transportadas
por el aire, como el epitelio olfatorio, sino que es sensible a compuestos no volatiles
que se encuentran en la orina (Luo, Fee y Katz, 2003) y en secreciones de las glandulas
lagrimales (Kimoto, et al. 2005). La estimulacién vomeronasal implica la unién de un
ligando especifico a los receptores de membrana sobre la superficie de sus neuronas
sensoriales, disparando potenciales de accion en estas células que proyectan al BOA.
Se han identificado dos diferentes familias de receptores en las neuronas sensoriales
del OVN en roedores. Los receptores de membrana tipo 1 (V1Rs) y los tipo 2 (V2Rs),
ambos acoplados a proteinas G (Gai2 y Ga0-, respectivamente) tienen un patron de
distribucion especifico. Los receptores V1Rs se expresan en la porcién apical del OVN
y los receptores V2Rs en la porcién basal (Swaney y Keverne, 2009). La lesion del OVN
provoca interrupcién de conductas inducidas por feromonas, tales como la interrup- 13

cién de la ciclicidad del estro en ratones hembras colocadas en una misma caja (efecto
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Lee-Boot) asi como lainduccidn de la pubertad en ratones hembra jévenes cuando son
expuestas al estimulo odorifero de un macho (efecto Vanderbergh) (Keverne, 1983; Ke-
ller, Douhard, et al. 2006). Ademas, la ablacién quirudrgica del OVN tiene un dramatico
efecto sobre la conducta reproductiva dependiente de feromonas, inhibiendo tanto
la conducta copulatoria de roedores hembras (Keller, Douhard, et al. 2006), como la de
machos (Meredit, 1986; Powers y Winans, 1975). En ratas macho sexualmente expertas
y con lesidon del 6rgano vomeronasal aumenta la latencia de intromision y la latencia
de eyaculacion. Asimismo, aumenta el nimero de montas, sin alterar la capacidad de
eyacular (Saito y Moltz, 1986). En pruebas de habituacion y deshabituacién se reporta
deterioro en la capacidad de discriminacion entre olores volatiles urinarios emitidos
por una hembra receptiva y aquellos provenientes de una hembra ovariectomizada,
o de un macho (Pankevich, Baum, et al. 2004). La lesién del OVN en ratones conduce
a la extinciéon de la preferencia por olores sexualmente relevantes, como la orina de

una hembra receptiva (Pankevich, Cherry, et al. 2006).

14
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2.1.2. Bulbo olfatorio accesorio (BOA)

El bulbo olfatorio accesorio es una pequena estructura embebida en la porcién
dorsocaudal del bulbo olfatorio. Recibe informacién desde el OVN a través del nervio
vomeronasal. EIl BOA emite proyecciones directas hacia la AMG, especificamente a
los nucleos corticales medial y posterior, al nicleo de la cama de la estria terminal
y al nucleo de la cama del bulbo olfatorio accesorio. Las principales aferencias del
BOA son hacia el nucleo de la cama de la estria terminal (NCET), el nucleo del tracto
del bulbo olfatorio accesorio (TBOA), la amigdala medial y el nucleo posteromedial
cortical amigdalino (Keller, Baum, et al. 2009). La lesion del BOA permitié proponer
que tanto el bulbo olfatorio principal como el accesorio inducen pérdida en el desem-
peno copulatorio en la mitad de los machos examinados (Meredit, 1986), lo cual fue
atribuido a la anosmia, sin lograr discriminar cual de los dos sistemas olfatorios era
el directamente responsable de tal alteracion (Larsson, 1975; Meisel, et al. 1982). En
trabajos mas recientes se ha propuesto que los productos volatiles de la orina de
una hembra en estro activan a las células mitrales del BOA del ratén macho (Martel
y Baum, 2007). La lesion parcial o total de esta estructura disminuye el tiempo que
los machos pasan investigando los residuos urinarios volatiles provenientes de una
hembra en estro pero su conducta de cépula se observa sin diferencia significativa al
compararla con el grupo control (Jakupovic, Kang y Baum, 2008). Estos resultados han
permitido sugerir que el BOA y en conjunto con el sistema olfatorio accesorio, cons-
tituye la via neural de la accién de sefales feromonales con relevancia sexual, lo cual
incrementa la motivacion en el macho a investigar estas senales sexuales (Baum 'y
Kelliher, 2009). Actualmente se acepta que el BOA también esta implicado en la agre-
sion (Kolunie y Stern, 1995), en la regulacién de la temperatura (Kikusui, et al. 2001),
en la inhibicién de la conducta sexual femenina (Segovia y Guillamén, 1993) y en

15

el aprendizaje de memoria olfativa (Taylor y Keverne, 1991).
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2.1.3 Amigdala (AMG)

Las sefales quimio-sensoriales y hormonales que regulan conductas sociales
en muchos mamiferos, se integran en nucleos de la amigdala extendida en donde
la transmisidon desde el sistema vomeronasal y olfatorio principal es modulada por
neuronas sensibles a androgenos y estrégenos (Newman, 1999). La amigdala es una
compleja estructura involucrada en diversas funciones conductuales, como son agre-
sividad, la conducta maternal, sexual y de ingestion (comida y agua), en memoria, la
modulacién de los sistemas autbnomos y neuroendocrinos y en conductas sociales
como la reproduccién y la agresion. También participa de en la regulacién de la con-

ducta sexual masculina (Meisel y Sachs, 1994; Newman, 1999).

Se trata de una estructura en forma de almendra ubicada en la porcién medial
del 16bulo temporal, colinda con la parte final rostral de la formacién del hipocampo
y con el limite anterior del asta temporal del ventriculo lateral. En realidad el nombre
de amigdala se aplica a uno de los nucleos constitutivos, al nucleo basal. Debido a su
organizacion y conexiones se subdivide en nucleos o sub-areas. El criterio histolégico
subdivide a la amigdala considerando la densidad, la configuracién y al tamafo celu-
lar, asi como a la trayectoria de sus fibras y a sus aferencias. Existe una propuesta que
basa la division en sub-areas de acuerdo a la evolucion primitiva que la relaciona con
el sistema olfatorio (la regién cértico-medial) y con la neocorteza (la region basolate-
ral) (LeDoux, 2007). Asi, la region cortico-medial incluye a los nucleos cortical, medial
y central en tanto la region basolateral se constituye de los nucleos lateral, basal y acce-
sorio basal. El nicleo medial (AMe) es un nucleo de laamigdala vomeronasal que en la
rata, ha sido dividido en 2 porciones, ventral y dorsal considerando la citoarquitectu-
ra, criterios hodoldgicos y funcionales. Mientras que el nucleo lateral es considerado
la puerta dentro de la amigdala, el nucleo central representa una regién de salida

16

de informacién, en particular en la expresion de respuestas emocionales innatas
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provenientes del sistema olfatorio accesorio vomeronasal y de respuestas fisioldgicas

asociadas. La expresion de estas respuestas implica conexiones desde la subdivision
medial al nucleo central de areas del tronco encefélico de control conductual especifico
y respuestas fisioldgicas (LeDoux, 2007). Esto ha sugerido que la amigdala corticome-
dial constituye una estacién de relevo del procesamiento sensorial externo e interno

quefinalmente llega a el drea predptica medial (APM) (Kostarczyk, 1986; Sachs y Meisel, 1994).

Amigdala corticomedial y central. El aspecto ventral de la amigdala medial inclu-
ye las porciones anterodorsal (AMGeAD), posteroventral (AMGePV) y la anteroventral
(AMGeAV) (Alheid, 2003). Adyacente al tracto 6ptico (OT) y ventral a la estria ter-
minal (ET), la porcién dorsal esta compuesta por la parte posterodorsal (AMGePD),
en donde existen circuitos locales que interconectan estos sub-nucleos. La AMGe-
PD puede ser dividida en tres columnas paralelas en donde las células se condensan
desde la parte medial al borde lateral del nucleo. La AMGePD recibe y procesa infor-
macién proveniente del sistema olfatorio principal como del vomeronasal (Swann y
Fiber, 1997) y su relevo en el bulbo olfatorio accesorio y en la AMeAD (Meredith
y Westberry, 2004). Este sub-nucleo mas tarde, reconoce la relevancia social del es-
timulo y determina si la AMePD, deberia ser estimulada o no (Meredith y Westberry,
2004). Estudios electrofisiolégicos indican que la AMGePD puede estar involucrada
con la excitacién sexual y con el periodo refractario postcopulatorio (Smoch, et al.
1992; Stark, et al. 1998). Las neuronas de la AMGePD muestran inmunoreactividad a la
proteina c-Fos en machos que percibieron estimulo feromonal de hembras receptivas
(Bressler y Baum, 1996) o en los que copularon (Greco, et al. 1998; Coolen, Peters
y Veening, 1996). Se han descrito neuronas que co-localizan con receptores a an-
drogenos y estrégenos en diferentes nucleos de la AMG (Segovia y Guillamén, 1997).
Algunas de las vias eferentes de la AMGePD tienen organizacién estructural directa

17

hacia nucleos hipotaldmicos especificos involucrados con funciones neuroendocrinas
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y vegetativas relacionadas a la zona peri-ventricular y al hipotdlamo medial vinculado

con el control conductual reproductivo. En resumen, la AMGePD forma un circuito
sexualmente dimorfico que integra informacién multimodal quimiosensorial con re-

levancia sexual que permite la respuesta copulatoria masculina.

Amigdala Basolateral. La informacion recibida por la amigdala lateral es difundida
por conexiones intra-amigdalinas. Por otro lado, el nucleo lateral y el basal proyectan
a las células intercaladas las cuales proyectan al nucleo central. Se ha propuesto una
relacion funcional entre la amigdala basolateral y el estriado, concretamente en la
organizacion de respuestas de aprendizaje instrumental en donde se utiliza como
reforzador al estimulo sexual (hembra en estro) (Everitt, et al. 1989). Por otro lado, la
destruccidn celular, electrolitica o quimica, de la region basolateral amigdalina no al-
tera ni el inicio ni la ejecucion de la conducta copulatoria en la rata macho (McGregor

y Herbert, 1992; Kondo, 1992).

En tanto que la lesién de la amigdala medial (AMGe), o0 amigdala vomeronasal,
causa severa pérdida de la conducta copulatoria en la rata macho (Kondo y Arai, 1995)
con reduccion en el porcentaje de animales que eyaculan en pruebas sucesivas (Cas-
tilhos, et al. 2006). Se ha sugerido que la AMGe, como el APM funcionan como un
sistema unilateral fundamental en el control de la conducta copulatoria en donde la
estria terminal (ET) es una via de conexién. La via ventral amigdalofugal puede ser
considerada como otra posible comunicacion entre la AMGe y el APM debido a que
el corte bilateral de la ET en la rata macho impide la eyaculacién pero no la ejecuciéon
de montas e intromisiones y la lesién de la AMGe mas la seccion de la ET provoca una

alteracion significativa en la conducta copulatoria (Kondo y Yamanouchi, 1995).

Se ha logrado demostrar la relevancia funcional entre la amigdala medial y la

region corticomedial. La lesion electrolitica del nucleo corticomedial inhibe la cépula, 18
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ya que animales con lesiones en esta region cerebral presentan un aumento en la latencia

de la eyaculacién precedida por un incremento en el nUmero de intromisiones (Harris
y Sachs, 1975; Kondo, 1992; Kostarczyk, 1986; McGregor y Herbert, 1992; Sachs y Meisel,
1994; Newman, 1999). La lesion de esta regién también inhibe la ejecucién de ereccio-
nes peneanas precopula cuando se encuentran ante hembras receptivas con las que
no tienen contacto (Harris y Sachs, 1975; Kondo, Sachs y Sakuma, 1997). Asimismo, la
sub regionalizacion de la amigdala medial en region posterior (AMGeP) y la medial
anterior (AMGAa) provee mas informacién de importancia funcional de la amigdala
en la conducta sexual masculina. Al evaluar la conducta copulatoria y las erecciones
sin contacto en ratas, se demostré que la lesién de la AMGeP elimina el porcentaje de
erecciones sin contacto en tanto que la lesién del AMGeA provoca disminucion en la

incidencia de este tipo de erecciones (Kondo y Sachs, 2002).

Debido a que la amigdala es blanco de las proyecciones provenientes del bulbo
olfatorio accesorio, procesa informacién vomeronasal. Esta condicién hace posible
entender como la amigdala esta involucrada en las respuestas a estimulos sexuales
mediados por feromonas. Esta caracteristica se ha ponderado para desarrollar para-
digmas en los que se lleva a los machos a estados emotivos intrinsecamente positivos
y recompensantes. En este sentido, las feromonas son consideradas como los esti-
mulos incondicionados al inducir una atraccion condicionada a estimulos odoriferos
previamente neutros o bien como un estimulo condicionado a la preferencia de lugar

(Lanuza, et al. 2008).

La lesién neurotéxica de la amigdala corticomedial reduce significativamente el
valor recompensante del estimulo odorifero con relevancia sexual, evaluado a través
de la investigacion precopulatoria a la hembra inhibiendo ademas la conducta copula-

toria (McGregor y Herbert, 1992). Esta evidencia en conjunto propone que la amigdala 19
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corticomedial constituye una estacion de relevo del procesamiento sensorial exter-

no e interno que finalmente llegan al APM (Kostarczyk, 1986; Sachs y Meisel 1994).

2.1.4 Nudeo de la cama de la estria terminal (NCET)

El nucleo de la cama de la estria terminal (NCET) es considerado parte integral
de la subdivision medial de la amigdala extendida (Shammah-Lagnado, et al. 2000).
Fue descrita como una estructura perteneciente al cerebro anterior, que en su porcion
rostral se relaciona con el nucleo olfatorio y en la porcién caudal con algunos com-
ponentes del complejo amigdaloide. Si bien ha sido considerado como un centro
olfatorio secundario y constitutivo de los denominados nucleos olfatorios subcorticales,
también ha sido propuesto como una extension de la amigdala (Segovia y Guillamén,
1993), ademas de representar el sitio de procesamiento de informacién limbica y de
proveer una alta y compleja organizacion neuronal (Gu, Cornea y Simerly, 2003). En
un gradiente anteroposterior se reconocen cuatro partes principales del NCET: la di-
vision medial (NCETM), lateral (NCETL), ventral (NCETV) y la intermedia (NCETI). La
regiéon posterior del NCETM se relaciona con el sistema vomeronasal ya que reci-
be proyecciones vomeronasales desde el BOA (medial y posteromedial cortical) y
de la amigdala medial cortical (AMe) y posteromedial (AMeP) denominada amigdala
olfatoria (Gu, Cornea y Simerly, 2003) la cual recibe aferencias mono-sinapticas del
bulbo olfatorio principal (Alheid, 2003; Canteras, Simerly y Swanson, 1995; Scalia y
Winans, 1975; Weller y Smith, 1982). Las eferencias del NCET se dirigen hacia el hipo-
talamo medial y lateral asi como a la amigdala corticomedial. De manera particular
el NCETM proyecta al APM Yy al nucleo ventromedial del hipotalamo (VMH), en tanto el

NCETL parece proyectar hacia el area predptica lateral y al hipotalamo lateral (Segovia 20
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y Guillamén, 1993). Su conexion con la amigdala corticomedial le permite compartir

su funcién de mantenimiento e integracion de conducta copulatoria, la ejecucion de
la eyaculacion y ademas controlar parcialmente el inicio de la conducta copulatoria y

el reinicio de la actividad sexual después de la eyaculacién (Emery y Sachs, 1976).

La lesién del NCET en lo general induce disminucion en la cépula en la rata ma-
cho (Segovia y Guillamén, 1993) alterando parametros conductuales como el nimero
de intromisiones previas a la eyaculacion, aumenta el intervalo inter-intromision y la
latencia de eyaculacién (Giantonio, Lund y Gerall, 1970) ademas de prolongar el inter-
valo posteyaculatorio (Valcourt y Sachs, 1979). Asimismo, la lesion del NCET provoca
pérdida en la ocurrencia de erecciones en respuesta a sefales sexualmente relevantes
provenientes de hembras en estro (Liu, Salamone y Sachs, 1997). En hembras, después
de la lesion de NCET, se ha reportado disminucion de la frecuencia de lordosis y su
estimulacién provoca liberacion de hormona luteinizante e induce ovulacién (Lopezy

Carrer, 1982).

21
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2.1.5 Area predptica medial (APM)

El drea predptica medial (APM), es una extension rostral del area anterior del
hipotalamo, localizada entre la porcién caudal del quiasma éptico y debajo de la co-
misura anterior. Su borde rostral es la lJdmina terminal y la divisiéon medial del nucleo
cama constituye su borde caudal (Canteras, Simerly y Swanson, 1995). El APM tie-
ne un patrén de conectividad extenso con diferentes areas cerebrales, que explica
la variedad de funciones que se le atribuyen como: la regulacién de li-
beracion de gonadotropina y prolactina, la termorregulacion, sed hipovolémica,
conducta maternal y conducta sexual masculina (Conrad y Pfaff, 1976; Chiba y Mura-
ta, 1985; Simerly y Swanson, 1988). Dentro del APM se describe al nucleo del area
predptica medial (NAPM) el cual ha sido propuesto como el sitio que integra la infor-
macién hormonal asociada con el control de la conducta sexual del macho (Simerly,
1998). Las neuronas de este nucleo contienen receptores a esteroides ademas de
conexiones bidireccionales con otras areas que estan involucradas en la organizacion
de la conducta sexual, i. e., amigdala medial (AMGe), el nucleo de la cama de la estria
terminal (NCET), el campo tegmental central, ademas de extensas conexiones intrahi-

potalamicas (Coolen y Wood 1998; Simerly y Swanson, 1988).

El APM recibe aferencias desde dreas ampliamente distribuidas entre el cerebro
anterior y del tallo encefdlico incluyendo regiones limbicas (i.e, amigdala, subiculo
ventral y nucleo septal ventro-lateral) asi como una modesta aferencia desde el drea
tegmental ventral (Chiba y Murata, 1985; Simerly y Swanson, 1986). La via eferente
principal del APM se observa a través del paquete medial anterior al cerebral medio,
particularmente hacia la region tegmental (Chiba y Murata, 1985; Rizvi, Ennis y Shi-
pley, 1992). La lesion de las fibras del paquete medial anterior del mesencéfalo elimina
la copula de manera similar a cuando se lesiona a el APM (Sachs y Meisel, 1994) en
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tanto que la estimulacion eléctrica de esta misma via hacia el area ventral tegmental
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facilita la cdpula. Esta evidencia apoya la propuesta de que el APM ejerce sus funciones

sobre la copula a través del paquete medial del cerebro anterior (Furth, et al. 1995).

La lesion neurotdxica, por radio frecuencia o por corte del APM inhibe drama-
ticamente la conducta sexual masculina, lo que ha sido demostrado en diferentes
vertebrados (Paredes y Baum, 1997). Usando este tipo de lesiones se ha demostrado
que es crucial la destruccion de las neuronas en el APM y no de las fibras que pasan
por esta drea para inhibir la conducta (van Furth, Emsty van Ree, 1995). La pérdida de
la conducta no se restituye con la administracion de altas dosis de testosterona y tam-
poco se observa atrofia gonadal (Heimer y Larsson, 1964). Por lo que se ha aceptado
que las alteraciones conductuales por la lesion del APM no se asocian con disfuncién
de la hipofisis. Asimismo, la lesion neurotéxica de los somas del APM elimina la con-
ducta de c6pula, pero no interrumpe la investigacion precopulatoria (Hansen, et al.
1982), incluso en paradigmas donde la obtencién del estado recompensante
se asocie con un estimulo sexualmente relevante (Everitt, 1990). Estos resultados
han permitido sugerir que el APM esta involucrado en aspectos consumatorios de
la conducta sexual que es la ejecucion motora pero no en la motivacion (van Furth,
Emst y van Ree, 1995). Los trasplantes de hipotalamo fetal, conteniendo a el APM, en
ratas con una lesion previa de esta area inducen recuperacion gradual de la conducta
sexual (Paredes, Pina, et al. 1993; Paredes, Pifia y Fernandez-Ruiz, 1990). Ademas, la
estimulacién eléctrica del APM induce ereccion del pene en el mono y actividad de
monta en rata macho (Oomura, 1983). Estos datos sugieren que el APM es el centro

integrador y regulador de la CSM.

Con el propésito de explicar cual es la participacion del APM en la conducta
sexual masculina se han propuesto tres hipoétesis (Paredes, 2003). La primera sugiere
que las neuronas del APM controlan los aspectos consumatorios de la conducta, es 23

decir en la ejecucion de la conducta. Estos se entienden como los relacionados con
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el numero de montas, intromisiones y con la eyaculacion a la luz de que los machos

con lesion en el APM muestran alteracién de estos parametros conductuales
(Everitt y Stacey, 1987). La segunda propone que el APM esta involucrado en los
componentes apetitivos o motivacionales de la conducta sexual. La propuesta surge
a partir de que animales con lesién del APM muestran disminucién en la preferencia
por una hembra receptiva en contraste con animales no lesionados. La alteracion en
la preferencia por el estimulo sexual se relaciona con la disminucién en la motivacion
sexual (Paredes, Highland, y Karam 1993; Paredes, 2003), sin alterar la coordinacion
motora del sujeto. La tercera hipdtesis apoya la propuesta que las neuronas de esta
region estan relacionadas con la regulacion tanto de aspectos apetitivos, como con
mecanismos de la ejecucion de la conducta sexual. Los experimentos que apoyan
esta propuesta son amplios y diversos. La lesiéon del APM puede reducir significati-
vamente la conducta relacionada con la interaccion sexual sin afectar la interaccién
social (Paredes, Highland, y Karam, 1993). Ademas, al seccionar aferencias al APM se
observaron alteraciones en la eyaculacion e inicio de la conducta copulatoria (Szecht-
man, 1978). La estimulacion eléctrica del APM o bien la administracién de bicuculina
(antagonista de receptores GABAa) reduce el nUmero de intromisiones, la latencia de
eyaculacion y el intervalo refractario posteyaculatorio, ademas de aumentar el nume-
ro de eyaculaciones en el tiempo de observaciéon de la conducta (Fernandez-Guasti,

Larsson y Beyer, 1985).

Al retomar la evidencia del efecto inhibitorio que induce la lesion electrolitica
del APM en la ejecucion de la CSM en varias especies, especialmente cuando se dafa
la porcion caudal de esta area (Paredes y Agmo, 1992; Meisel y Sachs, 1994), surge
una hipétesis mas. Esta sugiere que en el APM existen mecanismos responsables del
control tanto de la parte motivacional y la ejecucién motora de la conducta sexual a
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cargo de una sub-regionalizacion de esta area (Yeh, et al. 2009), en donde la regién mas
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rostral puede estar relacionada con mecanismos apetitivos mientras que la caudal in-

volucrada con aspectos consumatorios (Balthazart, 2007).

2. 2 Neurotransmisores vinculados con la conducta sexual masculina

Son varios los sistemas de neurotransmision involucrados en el control de la
conducta sexual y existen varias revisiones que abordan ampliamente este topico (Ar-
giolas y Melis, 2003; Larsson y Ahlenius, 1999; Pfaus, 2009; Argiolas, 1999) por lo que
en el presente capitulo daremos un panorama general de cémo algunos de ellos re-

gulan la conducta sexual.

De manera general, los sistemas de neurotransmision relativos a la excitacion
incluyen a la noradrenalina (NE) y la oxitocina (OT) los cuales estimulan la excitacién
sexual y el alertamiento en general; la dopamina (DA) y la melanocortina (MC) que
estimula la atencion y el “deseo” para la obtencion del estado recompensante. Las
regiones cerebrales en donde actuan son el hipotdlamo y regiones limbicas como
respuesta a sefales con relevancia sexual o a la estimulacién. En contraste a esta
excitacion, existen sistemas neuroquimicos que al ser activados ejercen influencia
inhibitoria; es el caso de los opioides endégenos que son liberados en corteza, en el
sistema limbico, en el hipotdlamo y en mesencéfalo durante la eyaculacion y en es-
tados emotivos asociados con una recompensa sexual. Otros sistemas que también
participan con un efecto inhibidor son los endocanabinoides (ECBs) los cuales median
sedacién y, finalmente, la serotinina (5-HT) la cual se relaciona en aquellas regiones

reconocidas a la saciedad sexual (Pfaus, 2009).

2.2.1 Dopamina
Como neurotransmisor, la dopamina (DA) se ha relacionado con el movimiento,

la atencién, el aprendizaje, con los efectos reforzantes a las drogas ademads de 25
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asociarse a estados placenteros vinculados a la conducta sexual. En el sistema ner-

vioso central de la rata existen varios sistemas de neuronas dopaminérgicas. Los tres
mas importantes se originan en el mesencéfalo: en la sustancia negra y en el area
tegmental ventral. El sistema DA nigroestriatal se origina en las neuronas localizadas
en la sustancia negra y proyecta sus axones al estriado dorsal (nucleos caudado
y putamen). Las neuronas que constituyen el sistema DA mesolimbico se localizan
en el area tegmental ventral y proyecta sus axones a varias partes del sistema lim-
bico, incluyendo al nucleo accumbens (Acc), la AMG, el hipocampo y a través
del sistema mesocortical, hacia la corteza prefrontal (mPFC) (Phillips, Vacca y Ahn,
2008). Un cuarto sistema DA esta relacionado con diferentes areas hipotalamicas.
Es el caso de las neuronas localizadas en la zona incerto-medial del hipotalamo cuyas
proyecciones llegan al nicleo dorsomedial del hipotalamo y al drea predptica asi
como con otros cuerpos neuronales en el nucleo arcuato del hipotalamo y que sus

proyecciones se dirigen hacia la hip&fisis (Melis y Argiolas, 1995).

Investigaciones en ratas macho castradas o no copuladores donde se administra
3,4-dihidroxi-L-phenilalamina (L-DOPA) precursores de DA, muestran la ejecucion de
conductas apetitivas y consumatorias (Malmnas, 1976; Malmnas, 1977), las cuales son
bloqueadas al administrar pimozide, un antagonista dopaminérgico. Hoy es aceptado
que agonistas DA estimulan la excitacion sexual tanto en ratas como en humanos,
especialmente en circunstancias en donde la expresion de conductas apetitivas son
endogenamente bajas. La administracion de quinerolane, agonista selectivo al recep-
tor D2, induce conducta copulatoria en ratas machos inactivos y reduce la latencia
de eyaculacion de los machos que copularon (Foreman y Hall, 1987). Los antagonistas
DAérgicos, clinicamente indicados como farmacos tranquilizantes y antipsicoticos,

retrasan el inicio de la copula en ratas activas (McIntosh y Barfield, 1984) asi
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como la eliminacién de conductas proceptivas en hembras estimuladas hormonal-

mente (Grierson, et al. 1988).

Hull y colaboradores (1989 y 1999) han apoyado la hipétesis de que en la eya-
culacion, el indice de receptores D1/D2 en el APM de ratas macho es critico para la
estimulacion del deseo sexual, en donde los mismos receptores integran este control
conductual asi como los cambios autondmicos pertinentes (Hull, Warner, et al. 1989;
Hull, Lorrain, et al. 1999). Siguiendo esta propuesta, se ha demostrado la disminucién
de liberacion de DA después de la eyaculacién en el APM y en el Acc pero no en el
estriado de rata macho (Blackburn, Pfaus y Phillips, 1992). Esta disminucién se man-
tiene durante el periodo refractario post-eyaculatorio (Meisel y Sachs, 1994). Si bien
estas evidencias pudieran resultar convincentes, al realizar la integracion minuciosa
de la evidencia experimental del papel funcional de la DA en la conducta sexual
(Paredes y Agmo, 2004) es necesario diferenciar entre los efectos fisiolégicos de los
farmacoldgicos reportados. Entendiendo como efectos farmacolégicos aquellos
que inducen alteraciones en la conducta y que no son el resultado de la actividad
sinaptica y la liberacion normal de DA en el sujeto de experimentacion. Es de consi-
derar que los efectos farmacolégicos de la administracion sistémica o intracerebral de
DA es variable tanto en machos como en hembras, aunque refuerzan la hipotesis de
la importancia de la DA en la organizacion de funciones motoras y de la activacién en
general. Asimismo, los estudios que analizan la liberacién de DA en machos y hem-
bras, han enfocado sus objetivos en areas cerebrales con importancia relativa en la
coordinacion de la conducta sexual como es el caso del Acc. Si bien este nucleo y la
concomitante liberacién de DA justifican conductas y respuestas aversivas y apetiti-
vas, no tienen relacién especifica con conductas de indole sexual, pero si promueven
excitacion y activacion de patrones conductuales no especificos. La liberacion de DA
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en el APM y en el nucleo paraventricular hipotalamico resulta relacionada con
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algunos mecanismos fisioldgicos de naturaleza autondmica y neuroendocrina aso-

ciados con la cépula sin que se demuestre de manera irrefutable la responsabilidad
dopaminergica de su acciéon fundamental sobre la motivacién sexual, es por lo tanto

un neurotransmisor mas en el control de la conducta sexual (Paredes y Agmo, 2004).

2.2.2 Noradrenalina

Al sistema noradrenérgico central se le ha atribuido especial importancia en la
activacion y en el control eferente autondmico. Los cuerpos celulares se organizan en
el locus coeruleus y en el borde del mesencéfalo ademas del tronco encefalico. Sus
proyecciones se localizan en practicamente todo el cerebro incluyendo la corteza, el
hipotalamo, sistema limbico y motor (Moore y Bloom, 1979). La noradrenalina (NE) re-
conoce dos clases de receptores denominados “a” y “B". Del receptor a se reconocen
2 subtipos a1 y a2 localizados en posicion postsinaptica (a1) y presinapticamente (a2)
en donde la accidn presindptica del a2 constituye un mecanismo de retroalimenta-

cion inhibitorio para la reduccién en la liberacién de NE.

El estradiol induce un incremento en la sintesis de NE en el cerebro de ratas hem-
bra (Ramirez y Carrer, 1982), y su liberacion en el nucleo ventromedial del hipotalamo
incrementa la respuesta de lordosis (Vathy y Etgen, 1989; Fernandez-Guasti, Larsson
y Beyer, 1985). La administracion sistémica del agonista a2, clonidina, no induce con-
ducta de cépula en ratas machos sexualmente activos (Clark y Smith, 1990). La accion
sistétmica del antagonista a2, yohimbina, estimula ereccion del pene, tanto en rata
macho como en el hombre, a través de activacion autondmica (Rodriguez-Manzo y

Ferndndez-Guasti, 1994).

Las lesiones de células NE en el locus coeruleus provoca incremento del periodo
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refractario posteyaculatorio en ratas macho y la inyeccion de un inhibidor de la
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sintesis de NE incrementa las latencias de monta e intromisién sugiriendo una dismi-
nuciéon del “deseo” sexual (McIntosh y Barfield, 1984). Otros trabajos en donde
lesionan la corteza cerebral frontal reportan incremento en la latencia de monta
(Agmo y Villalpando, 1995). Mas evidencia experimental pone en relevancia la par-
ticipacion de los adrenoreceptores a2A en rata macho castrada ya que al inhibir su
expresion en el tronco encefélico, se observa un efecto ansiolitico provocando un
incremento en la atencion del macho hacia la hembra en pruebas de conducta sexual

(Shishkina, et al. 2001).

2.2.3 Melanocortina

Se trata de los neuropéptidos derivados de la proopiomelanocortina (POMCQ)
que incluyen a la B-endorfina, hormona adrenocorticotropina (ACTH) y a la hormona
estimulante de a-melanocitos (a-MSH). Las neuronas de este sistema de comunicacion
se organizan en el nucleo arcuato del hipotalamo y sus proyecciones se dirigen hacia
nucleos rostrales del hipotalamo, sistema limbico, mesencéfalo y tronco encefalico
(Heisler, et al. 2003). Como en otros sistemas de comunicacion, el estradiol incrementa
la concentracion de a-MSH en el hipotdlamo medio basal en la rata hembra (Medina,
et al. 1998). Su posible accién sobre la conducta sexual masculina ha sido abordada
con la administracién de diversos agonistas como el MT-1l y el bremelanotide (PT-141)
en el tratamiento de disfuncion sexual masculina y femenina (Hellstrom, 2008; Sha-
diack, et al. 2007). Se ha reportado que la administracion sistémica de bremelanotida
estimula la liberacion de DA en el APM incrementando conducta proceptiva en la rata
hembra, la cual es bloqueada por la co-administraciéon del antagonista selectivo a
melanocortina o antagonista a D1 (Rdssler, 2006). De esta forma, la propuesta de ac-
cion es que las melanocortinas actian presinapticamente al incrementar la liberacion

de DA en el APM y que tal liberacién actua sobre receptores D1, los cuales facilitan
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la motivacion sexual, sin embargo no se propone un mecanismo de control y la in-

fluencia sobre los machos especialmente en la ereccién del pene o en pruebas de

motivacion incentiva.

2.2.4 Serotonina

Las neuronas serotonérgicas (5-HT) son abundantes en los nucleos del raphe en
el mesencéfalo y envian sus proyecciones hacia el tronco encefalico, al mismo mesen-
céfaloy al cerebro anterior como el hipotdlamo, sistema limbico, hipocampo y corteza
cerebral. También existen proyecciones hacia la region lumbo-sacra asociadas con el
control reflejo genital. La propuesta del efecto inhibitorio de la serotonina es amplia-
mente apoyada por diferentes manipulaciones experimentales en donde se reporta
incremento de la trasmision de serotonina que provoca inhibiciéon de la conducta se-

xual (Fernandez-Guasti, et al. 1992).

La lesion electrolitica del nucleo medio del raphe (McIntosh y Barfield, 1984), la
lesion neurotdxica de neuronas serotonérgicas (Fernandez-Guasti y Escalante, 1991;
Fernandez-Guasti y Agmo, 1989) o la inhibicion de la sintesis de serotonina (Fernan-
dez-Guasti y Agmo 1989) provoca facilitacion la cépula debido a una reduccion en la
longitud del periodo refractario postcopulatorio. Esto en conjunto apoya la propuesta
de que la 5-HT origina inhibicién tonica sobre la conducta sexual y sobre el umbral

eyaculatorio (deJong, et al. 2007).

Con el uso de farmacos especificos a 5-HT se han descrito cuatro clases de re-
ceptores que contienen siete subtipos de receptores funcionales y cuatro receptores
recombinantes. Con esta amplia informacién del sistema de comunicacién sero-
tonérgica, el estudio de la participacién de la serotonina en la conducta sexual no
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ha resultado sencillo. Es asi que el tratamiento sistémico en rata macho con el
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agonista para el autoreceptor 5-HT1A, el 8-OH-DPAT provoca facilitacion de la eya-

culacion en términos de disminucién en el nUmero de intromisiones previas a la
eyaculacién (Agmo, Fernandez y Picker, 1989). Sin embargo, este farmaco retrasa el
inicio de la cépula, sin inducir cambio de preferencia de lugar (CPL), prueba conduc-
tual utilizada para evaluar estados afectivos positivos (Camacho, et al. 2007). Asimis-
mo, la administraciéon del agonista TFMPP al receptor 5-HTiB/2¢ elimina la conducta
copulatoria en el conejo macho (Paredes, Contreras y Agmo, 2000). La administracion
de serotonina o del agonista TFMPP dentro del APM o del Acc en rata macho provoca
aumento en el nimero de montas y en la latencia de eyaculacion (Fernandez-Guasti,
et al. 1992). Pruebas farmacoldgicas en el raton mostraron que el precursor de
serotonina (5-HTP), el agonista 5-HTiB, piperazina (TFMPP) y el agonista al receptor
5-HT1A, propylamino-tetralin (8-OH-DPAT) inhibieron la conducta copulatoria del
raton macho. El ratéon knockout (KO1B) requiere de mayor estimulacion antes de la
eyaculacion comparando su conducta frente a los machos con genotipo WT. Esta evi-
dencia sugiere que la serotonina participa inhibiendo la conducta sexual del
macho y que ambos subtipos de receptores a serotonina, 5-HTi8 y 5-HT1A participan

en dicha accion inhibitoria (Rodriguez-Manzo, Lépez-Rubalcava, et al. 2002).

Otras investigaciones han evidenciado que la unién de serotonina al receptor
5-HT2 incrementa la liberacién de endocanabinoides, lo que ha sugerido una intere-
sante relacion con este sistema de comunicacion neural (Best y Regehr, 2008). Es claro
que los endocanabinoides participan en la regulaciéon de una variedad de funciones
como el dolor, la ansiedad, conducta de alimentacion y deseo sexual (Gorzalka, Hill
y Chang, 2010, Fattore, et al. 2010). La influencia de los endocanabinoides en la con-
ducta sexual masculina ha sido explorada con anandamida, agonista al receptor CB1
en donde se reporta aumento en la latencia de eyaculacion (Martinez-Gonzalez, et al.
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2004) mientras que la administracién de antagonistas al receptor CB1 provocan
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facilitacion de la ereccion y de la eyaculacién (Gorzalka, Morrish y Hill, 2008; Melis,

Succu y Argiolas, 2004; Succu, et al. 2006). Asi,se acepta que los endocanabinoides
inducen inhibicién de la conducta sexual masculina de manera independiente de la

condicion hormonal del sujeto (Gorzalka, Hill y Chang, 2010).

2.2.5 Oxitocina

La oxitocina es un neuropéptido presente en ambos sexos conocido como fa-
cilitador de la reproduccién en mamiferos (Carter, 1992). Es liberado por neuronas
localizadas en los nucleos paraventricular (PVN) y supraodptico del hipotalamo (SO)
que proyectan hacia la neurohipéfisis y hacia otras areas extrahipotaldmicas como el
septo, el hipocampo, la médula oblongada y la médula espinal. La neurosecrecién de
oxitocina se ha relacionado a funciones tales como memoria, aprendizaje, conductas
afiliativas y socio-sexuales incluyendo ereccion del pene y conducta copulatoria (Lee,
et al. 2009). La investigacion en diferentes especies (Argiolas, 1999) apoya la propues-
ta del efecto facilitador de la oxitocina en la funcién eréctil y en la conducta sexual
masculina considerando su efecto en la disminucion del intervalo posteyaculatorio
(Arletti, et al. 1997; Pfaus, 2009). La administracion intravenosa de oxitocina disminuye
la latencia de la primera eyaculacion y retarda la saciedad sexual en conejos (Fjells-
trom, Kihlstrom y Melin, 1968). La destruccion electrolitica o excitotoxica de neuronas
oxitocinérgicas en el PVN, elimina la ereccién del pene (Liu, Salamone y Sachs, 1997).
Por otro lado, se ha asociado la baja concentracién de ARNm para la oxitocina en el

PVN con baja actividad copulatoria (Arletti, et al. 1997).

Las inyecciones intracerebrales de oxitocina en el APM o en el nucleo ventrome-
dial hipotalamico facilitan la conducta de lordosis en rata hembra (Schulze y Gorzalka,
1991) mientras que la inyeccion en el PVN estimula la ereccion del pene (Kita, etal. 32

2006).
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Asimismo, la administracién de antagonistas a oxitocina por via intracerebroventricular

incrementa la latencia de intromisién, disminuye el nimero de montas e intromisio-
nes y elimina la eyaculacion en ratas, lo cual ha sugerido una accion modulatoria de la
ereccidon y en la eyaculacion dependiente de oxitocina, tanto a nivel periférico como
central (Argiolas, 1999; deJong, et al. 2007). Otros trabajos ademas vinculan a la oxi-
tocina con la excitacién sexual y con la motivacion (Meisel y Sachs, 1994; Arletti, et al.

1997).

Tanto la oxitocina como el PVN constituyen un binomio funcional analizado
a través de diferentes paradigmas. En la actualidad tanto la activacién eréctil como
la conducta copulatoria relacionadas con la activacion de neuronas oxitocinérgicas,
ha sido asociada con la activacion de otros sistemas de comunicacién presentes en el
PVN, como la dopamina, serotonina, aminoacidos excitatorios, el éxido nitrico y péptidos
opioides (Argiolas y Melis, 2004). En relacion con la serotonina se ha demostrado una
interesante relacién con la neurotransmision oxitocinérgica. En rata se ha demostrado
que laadministracion intracerebroventricular de 5-HT estimula la secrecion de oxitocina
(Jorgensen, et al. 2003), y la inyeccion sistémica de liberadores de 5-HT (fenflutamina y
p-cloroamfetamina —p-CA-) incrementan significativamente la concentracion plasma-
tica de oxitocina asi como la expresion de c-Fos en neuronas oxitocinérgicas (Javed,
Kamradt y Van de Kar, 1999; Mikkelsen, 1999). Es de considerar que todos los grupos
celulares oxitocinérgicos reciben inervacion serotonérgica, originada principalmente
en el nucleo del raphe dorsal (Larsen, et al. 1996). Ademas, se ha demostrado la pre-
sencia de receptores postsinapticos 5HT1A en somas de neuronas oxitocinérgicas y al
administrar 8-OH-DPAT se provoca incremento en la liberacion de oxitocina que es
blogueada con un antagonista administrado sistémicamente o de forma directa en el
PVN (Osei-Owusu, et al. 2005). Como consecuencia de esta relacién funcional se ha

33
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Capitulo 2: Control neural de la conducta sexual masculina

010101010

de la eyaculacién precoz (Waldinger, Hengeveld, et al. 1998), en donde el sistema de

receptores serotonérgicos que originan el incremento en la liberaciéon de oxitocina
tengan relacion con la hiposensibilidad del receptor 5-HT2C y/o a la hiposensibilidad
del receptor 5-HTiA (Waldinger, Berendsen, et al. 1998). El tratamiento crénico con
inhibidores de la recaptura de serotonina en el caso de depresién o bien para aliviar
la eyaculacion precoz, ha originado una hipotesis de accion entre la serotonina y la
oxitocina. En este mecanismo se plantea que los receptores 5-HT1A se desensibilizan
de manera gradual en neuronas oxitocinérgicas lo que origina retraso significativo en

la latencia de eyaculacion (deJong, et al. 2007).
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Control Opioide de la Conducta Sexual Masculina
3.1 Opioides
3.1.1 Definiciones
3.1.2 Sistema opioides endogeno
3.1.3 Receptores a opioides.
3.2 Distribucion cerebral de los receptores y péptidos opioides
3.3 Opioides enddgenos y conducta sexual
3.4 Endomorfinas
3.4.1 Distribucion y efectos en la conducta sexual.

3.1.1 Definiciones

El control de la conducta sexual en machos y en hembras, involucra la partici-
pacién de distintos mecanismos cerebrales tanto excitatorios como inhibitorios, en
donde los neuropéptidos actian como neurotransmisores 0 neuromoduladores en el
cerebro. Estas sustancias activan receptores especificos y son extremadamente po-
tentes en influenciar funciones centrales formando parte importante del sistema
neurohormonal (Argiolas, 1999). El conocimiento del sistema de neuropéptidos de
naturaleza opioide se ha desarrollado ampliamente debido a que estd asociado con
diferentes funciones entre las que se incluyen: analgesia, regulacién de funciones gas-
trointestinales, endocrinas y del sistema nervioso autbnomo; funciones relacionadas
con recompensa y adiccion, y en funciones cognitivas como la regulacion del aprendi-
zaje y memoria (Akil et al. 1998). Ademas esta bien documentada la participacién del
sistema opioide enddgeno en la regulacion del embarazo, parto y funciones repro-

ductivas en ratas hembra (Pfaus y Gorzalka, 1987; Argiolas 1999).

El consumo crénico de opioides en mujeres adictas, se ha asociado con la elimi-

nacién de suenos sexuales, amenorrea, anorgasmia y en algunos casos infertilidad, en 35

tanto que otros sujetos refieren una severa disminucion en la capacidad de excitacion
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sexual (Pfaus y Gorzalka, 1987). Varias lineas de investigacién han demostrado que los

péptidos opioides endogenos modulan la conducta sexual tanto en machos como
en hembras de una amplia variedad de mamiferos. La evidencia experimental tanto
en humanos como en roedores indica que el uso crénico de drogas relacionadas al
sistema opioide enddgeno como el opio, la morfina, heroina y metadona provocan

inhibicion de la conducta copulatoria (Pfaus y Gorzalka, 1987; Palha y Esteves, 2002).

3.1.2 Sistema opioide enddgeno

Los péptidos opioides endégenos son pequenas moléculas que se producen
naturalmente en el sistema nervioso central (SNC) y en varias glandulas endocrinas
como la hipéfisis y la glandula suprarrenal. Estos péptidos producen algunos efectos
similares a los que desencadenan los alcaloides clasicos derivados del opio, como la
morfina y la heroina. Su funcién ademas, como opioides endégenos se encuentra

entre hormona y neuromodulador (Janecka, Fichna y Janecki, 2004).

Se han identificado cuatro familias de péptidos opioides clasicos: encefalinas,
endorfinas, dinorfinas y nociceptina; cada una se deriva de un polipéptido precur-
sor distinto y tiene distribucién anatémica caracteristica. La pro-opiomelanocortina
(POMCQ), la proencefalina (PENK), la prodinorfina (PDYN) y la pronociceptin/orfanina
(FQ) (cuadro 1, pagina 37). Todos los péptidos, excepto la nociceptina, se derivan de
precursores constituidos por un pentapéptido con una secuencia peptidica Tir-Gli-
Gli-Fe-(Met o Leu) que se ha denominado secuencia comun de opioides. Cada pre-
cursor queda sujeto a complejas divisiones y modificaciones post traduccionales,
lo que da por resultado la sintesis de multiples péptidos activos. Este va sequido por
varias extensiones C-terminal que producen péptidos que varian de 5 a 31 residuos. El

precursor FQ contiene fenilalanina en el extremo tirosina- N-terminal lo que repre- 34
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senta un residuo necesario para la alta afinidad de unién a los receptores a opioides

clasicos (Waldhoer, Barlett y Whistler, 2005) .

La proopiomelanocortina contiene 265 aminoacidos. De su procesamiento pos-
traduccional en la hip&fisis se genera la hormona adrenocorticotropa (ACTH), la hormona
estimulante de los melanocitos (a-MSH, 3-MSH y yMSH) y la beta lipotropina (3-LPH),
las cuales no tienen actividad opioide. A partir del fragmento de 3-LPH se produ-
cen la B-endorfina (B-end) y la Met-encefalina (Met-enk), conocidas como proteinas
opioides. Los péptidos de naturaleza opioide producidos por la Pro-encefalina se en-
cuentran ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central. La Pro-encefalina
contiene cuatro copias de Met-encefalina, una Leu-encefalina, una Met-encefalina-
Arg-Phe y una Met-encefalina-Arg-Glu-Leu. La Pro-dinorfina es una prohormona de
254 aminodacidos la cual, al ser cortada enzimaticamente, puede producir tres copias
de Dinorfina A, Dinorfina B, a-Neoendorfina y a-Neoendorfina. Del precursor de Pro-
nociceptina se obtienen tres diferentes péptidos, una copia de Nociceptina/Orfanina
FQ (noc/o FQ), una de Nocistatina (prepronociceptina) y una copia de prepronocicep-

tina (cuadro 1).

3.1.3 Receptores opioides

Estudios de clonacién molecular han confirmado la existencia de diferentes tipos
de receptores a opioides, designados U, k, 8 y el receptor ORL en el sistema nervioso
central y periférico. También se cuenta con fuerte evidencia que indica la presencia
de varios subtipos de receptores de cada clase (Hardman y Limbird, 2007) toman-
do como referencia la diferencia de afinidades de distintos agonistas clasificandolos

como: 1y p2, 81y 82y kla, k22 y k2P,
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Cuadro 1. Se presentan algunos de los péptidos opioides endégenos descritos en mamiferos, asi como su
precursor biolégico, la secuencia de aminoacidos y la afinidad por su receptor. (y, receptor mu; §, receptor
delta; k, receptor kappa; ORL, receptor a nociceptina).Tomado de (Janecka, Fichna y Janecki, 2004).

Péptidos opioides endogenos en mamiferos.

Precursor Péptido endégeno Secuencia de amino acidos Afinidad al
receptor opioide

|

Met- encefalina Tir-Gli-Gli-Fe-Met S,
Pro-encefalina Leu- encefalina Tir-Gli-Gli-Fe-Leu 6>>p)
Metorfamida Tir-Gli-Gli-Fe-Met-Arg-Arg-Val—NH,
- endorfina Tir-Gli-Gli-Fe-Met-R-Ser-Glu-Lis-Ser-GIn- o
p Tr-Pro-Leu-Val-Tr-Leu-Fe-Lis-Asn-Ala-lle- P
P lle-Lis-Asn-Ala-Tir-Lis-Lis-Gli-Gli (u=5)
opiomelanocortina
Dinorfina A Tir-Gli-Gli-Fe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro- K 1, &
Lis-Leu-Lis-Trp-Asp-Asn-GIn (k>> 1y 6)
Dinorfina A (1-8) Tir-Gli-Gli-Fe-Leu-Arg-Arg-lle
Tir-Gli-Gli-Fe-Leu-Arg-Arg-GIn-Fe-Lis-
Pro-dinorfina Dinorfina B P eLeurArg-arg-hin-re-uis
Val-Val-Tr
Tir-Gli-Gli-Fe-Leu-Arg-Lis-Tir-Pro-Lis
a-Neoendorfina Tir-Gli-Gli-Fe-Leu-Arg-Lis-Tir-Pro
B -Neoendorfina
Pro-nociceptina Nociceptina Fe-Gli-Gli-Fe-Tr-Gli-Ala-Arg-Lis-Ser-Arg- ORL
Lis-Leu-Ala-Asn-GIn
Endomorfina-1 Tir-Pro-Trp-Fe-NH, M

Desconocido Endomorfina-2 Tir-Pro-Fe-Fe-NH,

La Unidn Internacional de Farmacologia (IUPHAR) ha propuesto la denomina-
cién (OP1, OP2 y OP3) en funcion del orden cronoldgico de clonacién de los tres tipos
de receptores (§, K, y p respectivamente). La existencia de los subtipos para cada re-
ceptor puede estar relacionada a que una vez producido el ARN mensajero (ARNm),
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macologicos y bioquimicos sugieren la existencia de agrupaciones de receptores que
pudieran explicar diferencias farmacolégicas, en particular la formaciéon de dimeros,
tanto entre receptores del mismo grupo como entre grupos de receptores, en parti-
cular entre py 8 y entre 8 y K. Los receptores opioides pertenecen a la familia de
receptores con siete segmentos trans-membrana, acoplados a proteinas G, (GPCRs)
por lo que se relacionan con los efectores celulares primarios a través de proteinas Gi/Go

y a la mayoria de las respuestas a los opioides (Corbet y Mignani, 2006).

Las neuronas opioides liberan péptidos que se unen a receptores neuronales de
localizacion presindptica que afectan la transmisién del estimulo nervioso. La unién
del opioide al receptor provoca, mediante accién de la subunidad a de la protei-
na G, la inhibicién de la adenililciclasa, responsable de la transformacién de ATP en
AMPc, disminuyendo asi las concentraciones de AMPc intracelular. Por otra parte, las
subunidades 3 y y de la proteina G actuan modulando los canales de potasio
y calcio. Dependiendo del tipo de receptor opioide implicado; dicha inhibicién pro-
voca la apertura de canales de potasio y el cierre de canales de sodio. Asi por ejemplo,
la activacién de los receptores uy & provoca la apertura de los canales de potasio,
mientras que los receptores k provocan el cierre de determinados canales de calcio.
Por localizarse preferentemente a nivel presinaptico, al abrirse los canales de potasio
se produce una hiperpolarizacién de membrana, que provoca una reduccion de la
descarga de potenciales de accién, la consecuente disminucién en la duracién de
dichos potenciales, causa una reducciéon de la capacidad para la liberacion del
neurotransmisor. Un efecto similar se obtendra si se cierran los canales de calcio, ya
que este i6n es fundamental en los mecanismos de liberaciéon de neurotransmisores

(Corbet y Mignani, 2006).

Los genes que codifican para estos receptores han sido clonados. La compara-

ciéon en la secuencia de aminoacidos entre estos receptores revela amplia homologia
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estructural ente ellos. Las funciones vinculadas para cada tipo de receptor no pueden

ser sefaladas de forma tajante. Por ejemplo, la participacidon en procesos nocicepti-
vos esta a cargo de los tres tipos de receptores pero en diferente grado. El receptor
u tiene el efecto antinociceptivo mas potente acompanado por el desarrollo de de-
pendencia. El receptor & tiene baja eficacia en la mediacién del dolor pero reduce el
potencial adictivo. Los receptores k median efectos analgésicos en tejidos periféricos.
Por otro lado es conocido que el receptor 4, lo mismo que los demas receptores a
opioides, es translocado desde la membrana plasmatica en un endosoma después de
ser estimulado por su ligando (Zhang, et al. 1998). La endocitosis del receptor puede
contribuir a la desensibilizacion o resensibilizacion en donde la transduccion de se-
nales intracelulares son atenuadas con la remocién rapida y reversible del receptor
desde la superficie celular, en donde se involucra la fosforilacion del receptor y parti-
cipacion de B-arrestina en directa interaccién con el extremo carboxilo-terminal tanto
de B-adaptina y clatrina (Ferguson, 2001). Asi, este mecanismo de desensibilizacion
funcional ha sido utilizado como herramienta experimental para correlacionar dife-
rentes aspectos de la conducta sexual con la activacién e internalizacién del receptor

M (Micevych, et al. 2003; Mills, Sohn y Micevych, 2004; Coolen, et al. 2004).
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3.2 Distribucion de los péptidos opioides y sus receptores

La distribucién de los péptidos opioides enddgenos se observa a lo largo del
sistema nervioso central (SNC) (cuadro 2, pagina 41). Las neuronas muestran vesiculas
sindpticas en co-existencia con los neurotransmisores clasicos y/o con neuropéptidos
(Argiolas, 1999; Vaccarino y Kastin, 2001). La proopiomelanocortina se localiza en las
neuronas del nucleo arquato y del nucleo del tracto solitario, que proyectan sus axo-
nes hacia el sistema limbico y a la médula espinal. Ademas, se encuentran endorfinas
en la hipofisis y en células pancredticas. En cuanto a los derivados de la proencefalina
y la prodinorfina, se encuentran en todo el SNC con posibilidad de co-localizacién. Su
distribucion incluye zonas relacionadas con el dolor (asta dorsal de la médula espinal),
con laintegracién de sensaciones afectivas (hipocampo, corteza cerebral), con el siste-
ma auténomo (mesencéfalo) o con el sistema endocrino (eminencia media) (Lorenzo,
2008). Los tres tipos de receptores estan densamente localizados en regiones asocia-
das a vias descendentes nociceptivas, como la sustancia gris periacueductal, médula
rostroventral, tdlamo ventral y asta dorsal de la médula espinal. También se localizan
en otras regiones tales como, el area tegmental ventral del mesencéfalo y el nucleo
accumbens, regiones asociadas a procesos de reforzamiento por efecto de opioides,
en areas vinculadas con el control motor (estriado) o bien aquellos que participan
en respuestas somaticas de dependencia y abstinencia a los opioides como el locus
coeruleus. Entre los receptores opioides, la activacion del receptor p produce analge-
sia supraespinal, aumento del tono muscular, constipacion, oliguria, fuerte depresién
respiratoria e intensa dependencia fisica (Hardman y Limbird, 2007). En el hipotalamo
se han identificado los tres tipos de receptores usando el método de hibridacién in
situ (Mansour, et al. 1995) lo cual explica la participacion del sistema opioide en la
regulacion de funciones autonémicas, conductuales y neuroendocrinas vinculadas a

esta region diencefalica (Desjardins, Brawer y Beaudet, 1990). 41
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Cuadro 2. Se ilustra la distribucién topogréfica de los péptidos opioides enddgenos y los receptores opioides en el
sistema nervioso central. Adaptado de Lorenzo 2008.

Distribucion de los péptidos opioides endégenos y de los receptores opioides

Péptidos opioides endégenos  Receptores opioides

Encefalina Dinorfina B-endorfina Mu Delta  Kappa

Sustancia gris periacueductal () o () () ()

Nucleo periventricular . .

Coliculo inferior

Nucleos taldamicos

Nucleos Hipotalamicos . . .

Nucleo interpeduncular

Nucleos del rafé .

Nucleo estriado .

Area tegmental ventral

Sustancia negra

Amigdala ) ()

Nucleo accumbens .

Tubérculo olfatorio .

Tracto solitario . .

Nucleo pontino o

Ndcleo neoestriado .

Hipocampo o [ ) o
Corteza cerebral () o o o o
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3.3 Opioides enddgenos y conducta sexual

Se ha demostrado que los sistemas de opioides enddgenos estan involucrados
en la regulacion de la conducta sexual ya que la inyeccidn sistémica de morfina provo-
ca efecto dependiente de la dosis, esto es, en dosis altas, reduce el nimero de animales
copuladores, pero a dosis bajas puede facilitar los mecanismos eyaculatorios disminu-
yendo la latencia de eyaculacion (Agmo y Paredes, 1988). El papel inhibitorio de los
péptidos opioides sobre la conducta copulatoria ha sido evidenciado en mamiferos
incluso en el humano (Pfaus y Gorzalka, 1987). La afectacién de la conducta sexual
por la administracion de opioides esta relacionada al sitio o via de administracién
y a la dosis recibida. En humanos, el consumo agudo de farmacos relacionados con
el opio, como la morfina y la heroina, desencadenan intensa euforia y su consumo
crénico estd asociado con la eliminacién de suenos sexuales, amenorrea, anorgasmia,
infertilidad y severa disminucion en la capacidad de excitacion sexual (Fabbri, et al.
1989; Hallinan, et al. 2008; van Ahlen, et al. 1995). Con el fin de conocer la participaciéon
de los péptidos opioides endégenos en el control de la conducta sexual se han admi-
nistrado agonistas a opioides en diferentes estructuras cerebrales y por vias diferentes.
La administracion sistémica de morfina y 3-endorfina altera aspectos especificos de la
conducta sexual en donde la magnitud de la respuesta depende de la dosis adminis-
trada. Asi, al administrar morfina o B-endorfina se ha descrito un incremento de la
latencia de monta e intromisién, y reduccion en la frecuencia de montas e intromisio-
nes con disminucion del niumero de machos que copulan. Esta inhibicion es re-
vertida por el tratamiento previo con naloxona (Agmo y Paredes, 1988; Mclntosh, Va-
llano y Barfield, 1980; Meyerson, 1981). Por otro lado, la administracién intraventricular
en dosis bajas de B-endorfina (3 pg) reduce la frecuencia de montas e intromisiones,
en tanto que las dosis altas (30 pg) provocan disminucion del numero de eyaculacio-

nes durante la prueba conductual (Meyerson y Terenius, 1977) ademas disminuyen 43
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la actividad exploratoria y las aproximaciones socio-sexuales hacia la hembra recep-
tiva (Meyerson, 1981). La inyeccién intracerebral de B-endorfina en el APM reduce
el porcentaje de machos que eyaculan en la prueba conductual e incrementa
la latencia de monta, de intromisiones y de eyaculaciéon (Hughes, Everitt y Herbert,
1987) asi como el intervalo inter-intromisién (van Furth, Wolterink y van Ree, 1995). La
inyeccion intra-cerebral en el APM de a-endorfina, dinorfina-A (1-17) o de met-ence-
falina mostré menor efecto inhibitorio sobre los parametros conductuales evaluados
que la B-endorfina (van Furth, Wolterink y van Ree, 1995). La administracion bilateral
de morficeptina, un agonista selectivo al receptor p en el APM, prolongé las latencias
de monta e intromisién y el tratamiento previo con naloxona evitd los efectos de la
morficeptina (Matuszewich, Ormsby, et al. 1995; Matuszewich y Dornan, 1992). En ratas
macho que copulan hasta la saciedad sexual existe un aumento en la concentraciéon
tisular de opioides enddégenos como son la Leu-encefalina, Met-encefalina y octa-
péptido Met-Arg6-Gly7-Leu8 (Oct) en el mesencéfalo, corteza cerebral e hipotdlamo
durante 24 horas, o hasta 48 horas en el caso de la Met-encefalina y el Oct (Rodriguez-
Manzo, Asai y Fernandez-Guasti, 2002). La administracion intracerebral de 3-endorfina en
el area tegmental ventral en pruebas de exploracion en biniveles, facilita la conducta
sexual por incremento en la motivacién y/o por la obtencion de la recompensa presu-
miblemente por estimulacion del sistema dopaminérgico mesolimbico en respuesta

a un estimulo olfatorio sexualmente relevante (vanFurth y vanRee, 1996).

Los opioides también estan involucrados en los estados afectivos positivos o
placenteros inducidos por la copula. Se ha demostrado que la conducta sexual en
ratas induce un estado placentero evaluado por el condicionamiento de preferencia
de lugar (CPL) (Agmo y Berenfeld, 1990; Agmo y Gémez, 1993; Martinez y Paredes,
2001). En estas investigaciones se demostré que la administracion de naloxona en el

APM previa al inicio de la copula, bloquea la induccién del CPL sugiriendo que los
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opioides son liberados durante la conducta sexual y que la eyaculacion contribuye

a la induccion del estado afectivo positivo o placentero que origina el apareamiento
(Agmo y Paredes 1988; Agmo y Berenfeld, 1990; Agmo y Gomez, 1991, Paredes
y Martinez, 2001; Agmo, 2003). La administracion de met-encefalina dentro del APM
produce CPL, lo que se ha interpretado como la induccién de un estado placentero
por parte de los opioides en esta area del hipotdlamo (Agmo, y Gomez, 1991). Otros
trabajos muestran que la eyaculacion induce hipoalgesia como resultado de la acti-
vacion del sistema opioide en el sistema nervioso central (Szechtman, Hershkowitz y
Simantoyv, 1981) y que la disminucién del contenido de opioides en el cerebro medio
previene al sujeto de la percepcion de estimulos aversivos (vanFurth y vanRee, 1996).
Por otro lado, se ha demostrado que la activacion del receptor pu sufre internalizaciéon
en el APM tras la actividad sexual. El tratamiento previo a la cpula con naloxona evita
esta internalizacidn (Coolen, et al. 2004; Sinchak, y Micevych, 2003). En conjunto, estas
evidencias apoyan la participacién de los opioides en la conducta sexual y que la li-
beracion de los mismos en el APM induce un estado placentero en donde de manera
particular, la activacién del receptor p provoca una modulacién de la conducta sexual

en ambos sexos.

3.4 Endomorfinas

Antes de 1997 no se contaba con un ligando enddgeno especifico para el recep-
tor opioide u. Con el descubrimiento de una nueva familia de péptidos opioides, las
endomorfinas 1y 2 (EM-1= Tir-Pro-Tri-Fen-NH2; EM-2= Tir-Pro-Fen-Fen-NH2) que, a
diferencia de otros péptidos opioides enddgenos, resultaron ser ligandos altamente
selectivos y con alta afinidad por el receptor opioide u (Zadina et al. 1997) se abre una
nueva era en la investigacion del sistema opioide. Estos péptidos ademas de presentar

45
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péptidos opioides enddgenos (Tir-Gli-Gli-Fen), inducen respuestas fisioldgicas y con-
ductuales similares a las generadas por otros péptidos opioides como la 3-endorfina

(Zadina, 2002). Sin embargo, su precursor proteico aln no se ha identificado.

La endomorfina-1 es un péptido biolégicamente activo identificado en el ce-
rebro de bovino (Zadina et al. 1997) y en corteza cerebral de humano (Hackler et al.
1997) que posee afinidad por el receptor p de 360 pM y selectividad entre 4000
y 15000 veces mas sobre el receptor u que por el & y k respectivamente. Este péptido
presenta un potente y especifico efecto antinociceptivo (Hackler et al. 1997; Zadina
et al. 1997) superior al que desarrolla el DAMGO in vitro en el ratéon. Considerando
las caracteristicas farmacoldgicas de esta familia de péptidos opioides y en particular
la endomorfina-1 se ha podido demostrar la participacion del receptor p en dife-
rentes investigaciones relacionadas con desordenes conductuales como la ansiedad
y depresion (Fichna, et al. 2007), con el control del dolor (Zadina, et al. 1997), con
la conducta de alimentacion (Cota, et al. 2006) y la conducta sexual y la reproducti-
va especificamente en hembras (Vaccarino y Kastin 2001; Sinchak y Micevych, 2001;

Acosta-Martinez y Etgen 2002; Sinchak y Micevych, 2003).

3.4.1. Distribucion, funcion y efectos en la conducta sexual

Consistente con su potente papel de agonista enddgeno del receptor y, la in-
munoreactividad para las endomorfinas se ha demostrado en numerosas regiones
que contienen alta densidad de receptor p (Martin-Schild, et al. 1999; Zadina, 2002).
Tal es el caso de estructuras diencefdlicas y telencefélicas las cuales son ricas en EM-1
y que al relacionar la presencia del péptido en cercania a su receptor se ha tratado
de demostrar su potencial participacién en funciones neuroendocrinas y homeosta-
ticas; como por ejemplo en el sistema limbico (el nicleo accumbens y la amigdala),

en nucleos taldamicos incluso en el tronco encefalico (locus coeruleus) (Greenwell, et
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al. 2007; Pan y Kastin, 2007). También se ha demostrado que las endomorfinas y los
receptores a opioide tipo Y estan presentes en regiones que contienen neurotrans-
misores como la serotonina, dopamina y noradrenalina (Fichna, et al. 2007). Se ha
demostrado que las endomorfinas producen efectos bioldgicos al estimular diversos
subtipos de receptores p, p1 y p2, los cuales pueden ser responsables de su diferente
actividad farmacolégica (Sakurada, et al. 2000; Tseng, et al. 2000). En la figura 4 (pagi-
na 47) se ilustra la distribucion de endomorfinas asi como los efectos fisioldgicos mas
sobresalientes en el sistema nervioso central. En la figura 5 (pagina 48) se muestra la

distribucién y densidad del receptor u en el cerebro de rata.

Al considerar las particularidades de su constitucion bioquimica en donde solo
se intercambia un aminoacido, la EM-1y EM-2 podrian estar reflejando diferentes pre-
cursores, o diferente procesamiento de un solo precursor lo cual tiene implicaciones
funcionales. La inmunoreactividad para ambos péptidos ha sido visualizada en
regiones donde existe alta densidad de receptores u y en neuronas diferentes a las
inmunopositivas a 3-endorfina. La inmunoreactividad a la EM-1 indica su presencia en
campos terminales del nucleo dorsomedial del hipotalamo, en la banda diagonal de
Broca, nucleos del septo, en el nucleo cama de la estria terminal, complejo amigdali-

no, en el nucleo accumbens y en el nucleo parabraquial (Zadina, 2002).

Para los propositos de este trabajo, resultan de especial interés aquellas funcio-
nes vinculadas con procesos reproductivos. Aunque los reportes que dan cuenta de la
influencia de las endomorfinas en la conducta reproductiva son escasos, Sinchak y Mi-
cevych (2001) reportaron la participacion del receptor py sus ligandos en la induccion
de la lordosis en ratas ovarectomizadas tratadas con estrégenos. La administraciéon
de EM-1 dentro del area predptica medial inhibié la conducta de lordosis a través de
la activacién del receptor p. En otro estudio similar, Acosta-Martinez y Etgen (2002)

demostraron que las endomorfinas pueden inhibir la conducta de lordosis cuando
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son administradas en la parte ventral del septo lateral de la banda diagonal (MS-HDB)
probablemente por modulacién especifica en la liberacién de otros factores presen-
tes en esta regién como la hormona liberadora de hormona luteinizante, la acetil
colina o el GABA, todos ellos presentes en esta region. Sin embargo no existe eviden-
cia experimental que relacione la actividad de las endomorfinas en la conducta sexual

masculina.

Reacciones al estres
Respiracion Alimentacion Procesos autonomicos

Neuroenddcrino : L : i
Auténomo Nocicepcién Nocicepcion EOClc.epCIon . .
. i bcri unciones cardiovasculares
Cardiovascular Funciones Neuroendocrinas
Nocicepcién ?
A H E

".

Funcién respiratéria
Nocicepcion

Funciones cardiovasculares
Funciones neuroenddcrinas

| Funciones gastrointestinales

CREF secrecion

AVP secrecién "
kY

» E] . . .
. — Alimentacién - — ’ Funciones respiratorias
Nocicepcion Nocicepcion
Nocicepcion

| Respuesta de estres |

Figura 4. Se muestran las principales estructuras cerebrales que contienen endomorfinas asi como los
efectos fisiologicos mas sobresalientes: hipotdlamo anterior HPT. Nucleo paraventricular del hipotalamo PVN
, nucleo dorsomedial DMH, ntcleo ventro medial VMN, nucleo lateral LH, ntcleo arcuato ARC, sustancia gris
periacueductal PAG, parte dorsocaudal del NTS RD, nucleo parabraquial PBN, locus coeruleus LC, nucleo
dorsal DTN, nucleo del tracto solitario NTS, porcién rostral del NTS ro, porcion intermedia del NTS im, porcién
ventral del NTS cv. Adaptado de Fichna, et al. 2007.
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Distribucion del receptor | en el Sistema Nervioso Central.

Figura 5. Los receptores opioides p estan ampliamente distribuidos a todo lo largo del encéfalo y su
distribucion corresponde con su funcién de integracidon sensomotora. Su densidad es alta en la neocorteza
(Ncx), caudado-putamen (CPU), nucleo accumbens (Acc), talamo (Ta), hipotalamo (Hip), amigdala, coliculo
superior e inferior (Cs, Ci), nucleo del tracto solitario (NTS), nucleo trigeminal espinal (Nte), y asta dorsal (Ad).
Una moderada densidad del receptor p se observa en la sustancia gris periacueductal (SGP) y nucleo del
raphe (NR) . El simbolo positivo implica la concentracién de receptores | en las areas cerebrales con el color
correspondiente. Adaptado de Mansour, et al. 1995.
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Capitulo 4

4.1 Planteamiento del problema

La integracion de la informacién sensorial que el macho requiere para el des-
pliegue de la conducta copulatoria discurre por una red neural en donde el balance
entre la activacion y la inhibicién neuronal participan en la construccion final de una
respuesta sexual (van Furth, van Emst y van Ree, 1995). Sin constituir el Unico factor
responsable de esta respuesta, el sistema opioide enddgeno ha sido reiteradamente
relacionado con la inhibicion de diferentes aspectos de la conducta sexual tanto en
machos como en hembras (Argiolas, 1999), lo que ha sido demostrado con la
administracién sistémica de agonistas y antagonistas a los diferentes receptores
de este sistema de comunicaciéon neuronal (Balthazart y Ball, 2007; Phillips-Farfan
y Fernandez-Guasti, 2009). Sin embargo no existe evidencia experimental que rela-
cione la actividad de un ligando enddégeno como la endomorfina-1 en la conducta

sexual masculina.

Las estructuras cerebrales seleccionadas para este propdsito incluyen al APM y a
la AMG. Ambas constituyen un circuito de funcionamiento selectivo en la conduc-
ta sexual masculina (Newman, 1999) en la integracion de sefiales hormonales y qui-
miosensoriales que participan en la regulacion de conductas socio-sexuales y
copulatorias. Estudios conductuales en rata macho han demostrado que la copula
activa al receptor p en el APM (Coolen, et al. 2004) y que en hembras la administraciéon
intracerebral, en el APM y en el VMH, de endomorfina-1 (EM-1), un ligando endégeno
especifico al receptor , inhibe la conducta sexual evaluada por el coeficiente e in-
tensidad de lordosis (Acosta-Martinez y Etgen, 2002). Estas evidencias en conjunto
apoyan la propuesta de que el sistema de receptores opioide, y en particular el p es-

tan involucrados en la regulacién de la conducta sexual. Por otro lado, paradigmas
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disenados para evaluar las propiedades heddnicas de la actividad sexual, como el

condicionamiento de preferencia de lugar (CPP), han permitido demostrar la relevan-
cia de los opioides en el APM al inducir estados afectivos positivos, vinculados con la
actividad sexual (Agmo y Goémez, 1993; Garcia-Horsman, Agmo y Paredes, 2008). Toda
esta evidencia experimental en conjunto sugiere la participacion del receptor y, del
sistema opioide en la modulacién de la conducta sexual masculina. En el presente tra-
bajo se administré un ligando endégeno especifico a este receptor, en areas cere-
brales relevantes para la organizacion de la conducta copulatoria en la rata macho para

evaluar especificamente el papel de los receptores p en la conducta sexual masculina.

4.2 Hipotesis
La administraciéon intracerebral de endomorfina-1 previa al inicio de la conducta

copulatoria, modificara diversos parametros de la conducta sexual y socio-sexual.

4.3 Objetivo general
Caracterizar el efecto de la endomorfina-1 sobre la conducta sexual de la rata

macho.
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4.4 Objetivos especificos
1- Demostrar la influencia de la endomorfina-1 sobre la conducta copulatoria

mediante la administracion intraventricular del péptido.

2- Diferenciar el efecto modulatorio especifico de la endomorfina-1 sobre la con-
ducta sexual masculina tras la administracion intracerebral en el drea predptica media

(APM) y en la amigdala (AMG).

4.5 Sujetos, Material y Método

Animales

Se utilizaron ratas machos adultos de la cepa Wistar con peso de 250 a 300 gra-
mos. Como animales estimulo se utilizaron hembras que al inicio del experimento
pesaban entre 200 a 250 gramos y fueron proporcionadas por el bioterio general de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Los sujetos
se colocaron en cajas de estancia individuales, mantenidas en ciclo invertido de luz
oscuridad 12:12 (luz 19:00 h) temperatura de 22° C, comida (Rodent Laboratory Chow,

5001) y agua a libre disposicién.

Las hembras estimulo fueron ovariectomizadas bilateralmente haciendo una
incision dorsal (entre L1 a L5) 15 dias antes de iniciar las pruebas conductuales,
siguiendo técnicas quirurgicas de asepsia estandar y bajo condiciones de aneste-
sia profunda (xilacina 12 mg/Kg., ketamina 90 mg/ Kg. i.p.). La induccién del estro se
logré por administracion subcutanea de benzoato de estradiol (25 pg) 48 horas antes
de la prueba y 1 mg de progesterona de 4 a 6 horas antes de la sesién de conducta
(Sigma Chemical Company St. Louis, MO, USA). Las hormonas fueron disueltas en acei-
te de maiz comercial y la dosis administrada en un volumen de 0.2 ml por laviaantes 5?9

mencionada. Este tratamiento asegurd un alto indice de receptividad en las hembras.



Capitulo 4: Planteamiento del problema y Resultados

O000O0O

Grupos

Los machos fueron puestos en una arena de coépula dos veces por semana frente
a una hembra receptiva en sesiones de 30 minutos y siempre durante el segundo ter-
cio de la fase de oscuridad, con el fin de adquirir experiencia sexual. Después de tres
sesiones de entrenamiento, los machos que fueron seleccionados tenian que cumplir
como minimo con una serie eyaculatoria durante cada una de las sesiones de prueba.
A estos sujetos se les implantaron canulas intracerebrales con el fin de recibir los dife-
rentes tratamientos farmacoldgicos encaminados a comprobar los objetivos y metas

propuestas.

Conducta sexual

Las pruebas de conducta sexual se realizaron durante el seqgundo tercio de la
fase de oscuridad bajo luz roja tenue (25 watts). Se utilizaron arenas circulares de ob-
servacion de plastico (50 x 60 cm.) para la valoracion de la conducta sexual. En estas
sesiones se registraron el nimero de montas, intromisiones previas a la eyaculacion, asi
como el nimero de series eyaculatorias. Con esta informacién se obtuvo el andlisis
conductual de los pardmetros definidos en el capitulo uno, estos son: latencia de
monta (LM), latencia de intromision (LI), nUmero de montas (NM), nimero de intro-
misiones (NI), latencia de eyaculacion (LEy), intervalo posteyaculatorio (IPE), intervalo
inter-intromision (1), indice de aciertos (IR), nUmero de eventos de la primer serie
copulatoria (NEV) y numero de eyaculaciones durante el tiempo de observacion (NE).
Solo aquellos sujetos que cumplieron con al menos una serie eyaculatoria en cada
una de las sesiones de entrenamiento fueron considerados para la siguiente fase del

experimento que se relaciona con el implante de canulas.

Conducta socio-sexual

Se registraron los siguientes parametros: erguido (elevacién sobre las patas pos-
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explorando), auto-aseo (lamido o mordisqueo de sus miembros, pelo o region geni-
tal), exploracién genital (olfateo de la regién ano-genital de la hembra), persecucién
(el macho corretea a la hembra para tener contacto con ella), aseo a la hembra y des-
canso. Estas conductas fueron cuantificadas, utilizando el sistema ConduSexOMNIALVA
MR 2009, durante los primeros 10 minutos de la prueba de conducta sexual en cada

una de las diferentes sesiones experimentales.

Cirugia estereotaxica

Todos los procedimientos quiridrgicos se desarrollaron en condiciones de asepsia
y bajo anestesia profunda con una mezcla de xilacina y ketamina (12 mg/Kg.; 90mg/Kg.
i.p respectivamente). Se colocaron canulas guia de acero inoxidable disefiadas para la
administracion bilateral o en el tercer ventriculo (Plastic One Roanoke VA) utilizando
las siguientes coordenadas a partir de Bregma APM: A-P -0.4, Lat + 0, D-V-6 mm.; y en
AMG A-P -3.14, Lat +£-3.4, D-V -7 mm. Las canulas fueron aseguradas al craneo con acrilico
dental y 4 tornillos. Después de la cirugia se administré via muscular bencilpenicilina
con el propdsito de evitar infecciones. Trascurridos 10 dias post-cirugia los sujetos
fueron evaluados (sesiones experimentales) tras recibir el tratamiento farmacolégico

correspondiente siguiendo un cuadro latino.

Registro conductual
La conducta se registrd a través de un sistema de video (Sony CCD-TRV65 NT SC),
y fue almacenado en una PC. Posteriormente, los registros de la conducta de cada rata

fueron analizados en una PC mediante el sistema ConduRepOMNIALVA MR 2007.

Farmacos

La endomorfina-1 (EM-1), péptido sintético (Tocris CooK Inc. Elisville Missouri N°
cat. 1055), agonista especifico de los receptores mu (u) ( (Zadina, et al. 1997; Goldberg,
et al. 1998). fue disuelto en solucién salina y administrado intracerebral o intraven-

tricular en dosis y volumen como se describe en cada experimento. La naloxona

54



Capitulo 4: Planteamiento del problema y Resultados

O000O0O

hidroclorada (Sigma), antagonista de opioides (Takemori y Portoghese, 1984; Crain y

Shen, 2000) fue disuelta en solucion salina y administrada ip en dosis de 5 mg/Kg. de

peso, 30 minutos antes del inicio de la prueba conductual.

Histologia

Identificacion del sitio de inyeccion

Al finalizar los distintos protocolos experimentales, los sujetos fueron sacrifica-
dos bajo anestesia profunda (65 mg/ml) de pentobarbital sédico, ip, y perfundidos via
transcardiaca con 250 ml. de solucion salina (9 gr. /L.) seguido por 400 ml de formol al
10%. Los cerebros se crio protegieron con sacarosa al 30% con el fin de realizar cortes
coronales en el micr6tomo de congelacion con un espesor de 40 um y asi determinar
la ubicacién de la canula y el sitio de estimulacién mediante la tincion con violeta

de cresilo.

Analisis estadistico

El anadlisis de los parametros conductuales de latencias y numero de eventos que
se registraron durante las diferentes sesiones se realizé con la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis, debido a que no se encontré homogeneidad de varianza. En caso
de encontrar diferencias significativas en algun parametro conductual entre los gru-
pos las comparaciones multiples se realizaron con la prueba de Dunn. Consideramos

como significativa una p<0.05.

Disefo experimental

4.6 Experimento 1
Con el propésito de demostrar la influencia de la endomorfina-1 sobre la conduc-

ta copulatoria mediante la administracion intraventricular del péptido, se disefaron 5§
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dos experimentos en donde los machos implantados fueron distribuidos aleatoria-

mente en una de las siguientes condiciones.

Experimento A. Esta fase fue disefiada con el fin de obtener una curva de res-
puesta de los efectos de la EM-1 sobre la conducta copulatoria masculina. Los animales
fueron implantados con una cénula en el tercer ventriculo (23 gauge) y con las coor-
denadas AP=-0.8; L= 0; DV=-6.0, siguiendo el método quirurgico descrito. Los sujetos
implantados recibieron solucién salina (0.9%, S= 13) o una de las cuatro diferentes
dosis de EM-1 i.e., EM-1: 1 umol (n=8), 10 umol (n=13), 50 umol (n=8), o 100 umol (n= 8),
en un volumen de 5 uL a lo largo de 45 segundos utilizando un inyector (30 gauge)
conectado a una micro-jeringa (Hamilton, Reno, NV). El inyector permaneci6 por dos
minutos mas en la canula guia para asegurar la permanencia del farmaco administra-
do en el drea deseada. Tanto la solucién salina como el péptido fueron administrados

10 minutos antes del inicio de la prueba conductual.

Experimento B. Una vez determinada la dosis de EM-1 que provoca cambios
significativos en la conducta sexual del macho, se requeria demostrar si los efectos
conductuales se bloquean con naloxona para determinar la especificidad del péptido.
Asi, se implantaron nuevos animales con parametros semejantes al experimento A,
los cuales se organizaron en cuatro grupos: Sal grupo de inyeccién de solucion salina,
EM-1 grupo de inyecciéon de endomorfina-1 100uL, NLx grupo con tratamiento de
naloxona (5 mg/Kg de peso ip) y el grupo NLx+EM-1 (5 mg/Kg de peso ip y 100umoL
en un volumen de 5 uL respectivamente). La naloxona fue administrada 30 minutos
antes y la EM-1 justo antes del comienzo de la sesién de conducta sexual. Los animales

solo recibieron un tratamiento farmacoldgico.

56



Capitulo 4: Planteamiento del problema y Resultados

O000O0O

4.7 Resultados

Experimento 1

La evaluacion histoldgica de los cerebros nos permitié descartar cinco sujetos
del andlisis estadistico y conductual debido a que la posicion de la canula se localizo

fuera del area de interés (tercer ventriculo). En la figura 6 se muestra la localizacién de

7

las canulas en el grupo experimental.
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Figura 6. A) Fotomicrografia de un corte coronal de cerebro que ejemplifica la zona de administracion.
B) Representacion esquemadtica que resume el sitio de administracion en el experimento 1.

Experimento 1. A

El analisis conductual de latencias y numero de eventos de la conducta copula-
toria se concentran en el cuadro 3 (pagina 57). El analisis estadistico de los diferentes
pardmetros conductuales muestra diferencias significativas en la latencia de eyacula-
cién (KW= 17.89, p=0.0013), en el numero de eyaculaciones (KW= 10.82, p= 0.02), en
el intervalo inter-intromision (KW=9.54, p=0.04), y en el nimero de eventos registra-
dos en la primera serie copulatoria (KW=9.7, p=0.04). La comparacién entre grupos
revel6 un incremento en la latencia de eyaculacién, intervalo inter-intromisién y en
el numero de eventos con reduccion en el numero de eyaculaciones en los animales

con administraciéon de EM-1 en la dosis mas alta comparado con el grupo inyectado con
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salina. Estos resultados nos sugieren que la activaciéon del receptor p por la pre-

sencia de EM-1 en el sistema ventricular induce alteracion de eventos vinculados

con la eyaculacion.

Cuadro 3. Parametros de la conducta sexual de ratas macho con diferentes dosis de
endomorfina-1.

Grupos
Pardmetro S 1umol 10umol 50umol 100umol
Conductual N=13 N=8 N=13 N=8 N=8
NM 8.8+1.5 13.5+3.3 10.1+1.7 14.4+2.6 211154
NI 13.5+1.5 16.7£3.5 16.4+1.4 16.2+2 22.3+3
LM 1955+ 738.12£ 4653 222.5+ 13248 640.7+430.82 552+ 290
115.4
LI 202.5 752.6+468.6 203.3+142.5 698.8+456.8 76.8+34.5
+118.0
LEy 674.1£94.1 646+49.3 958.1+£139.2 924.5+187.9 1862.2+226 ***
IPE 405.9+23.5 477.1+38.2 422.5+21.5 444.4+36.7 411.8+25.9
1] 48.1%5 51.6+6.7 60.7£7.8 55.6+8.4 82+9*%
IR 0.65+0.04 0.56+0.06 0.65+0.03 0.56+0.04 0.55+0.05
NE 1.8+£0.2 1.6£0.2 1.6£0.2 1.4+0.3 1+0 *
NEV 22.4+26 30.3+6.5 265127 30.6%3.7 43.5+6.5 *

Los datos estan expresados en medias (+ error estandar). Los pardmetros conductuales evaluados fueron:
Numero de montas (NM), nimero de intromisiones (NI), latencia de mota (LM), latencia de intromision
(LI), latencia de eyaculacion (LEy), intervalo posteyaculatorio (IPE), intervalo interintromision (lll), indice de
intromision (IR), nUmero de eyaculaciones (NE) y nimero de eventos durante el tiempo de evaluacién (NEV).

El simbolo * indica diferencia significativa frente al grupo de salina. * p<0.05; ***p<0.001.

Una vez que demostramos que la dosis de EM-1 100 pmol inhibi6 los parame-

tros relacionados con la eyaculacién, en el siguiente experimento (1B) nos propusimos

demostrara el bloqueo farmacolégico de los efectos inhibitorios del péptido con el

antagonista a opioides, naloxona.

58



Capitulo 4: Planteamiento del problema y Resultados

O000O0O

Experimento 1. B

El analisis estadistico mostré diferencias estadisticamente significativas en el
numero de montas (KW=011.5, p=0.009), en el intervalo inter intromision (KW=154,
p=0.0015), en la latencia de eyaculacion (KW=26.3, p=0.0001) y en el nimero de eya-
culaciones (KW=26.3, p=0.0001) (cuadro 4, pagina 59). Observamos incremento en el
numero de montas, en el intervalo inter-intromisién y la latencia de eyaculacion, ademas
de reduccion en el nimero de eyaculaciones cuando se comparo el grupo EM-1 contra
el grupo S (salina). El grupo tratado con EM-1 también fue estadisticamente diferente
frente al grupo EM-1+NLX en los mismos parametros antes mencionados, por lo que
el tratamiento con naloxona bloqueo el efecto inhibitorio de la EM-1, ademas de
qgue no se encontraron diferencias significativas entre al grupo control (salina) y el
EM-1+NLx. La administracion de naloxona por si misma no modificé ninguno de los
pardmetros conductuales. Estos resultados sugieren que el efecto de la endomorfi-

na-1 es mediado por receptores a opioides.

Experimento 2

En el experimento 1 demostramos que la administracion de EM-1 (100 umol)
en el tercer ventriculo inhibe diferentes parametros de la conducta sexual masculina.
También demostramos que estos efectos inhibitorios se bloquean con la administra-
cién del antagonista naloxona indicando que los efectos de EM-1 se producen por la

estimulacion de receptores a opioides, en particular los receptores p.

En el experimento 2 evaluamos los efectos de la EM-1 administrada previa al ini-
cio de la conducta sexual y de manera especifica (intra parénquima) y en una de dos
areas involucradas en el control de la conducta sexual masculina, como son el area
predptica medial (APM) y la amigdala (AMG) y cuya relevancia funcional fue mencio-

nada en parrafos previos.
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Cuadro 4. Evaluacion de la conducta sexual de machos tratados con salina,
endomorfina-1 (100 pmol), endomorfina-1 + naloxona o naloxona (5mg/kg).

Grupos
Parametro S EM-1 EM-1+NLx NLx
conductual N=10 N=10 N=10 N=10
NM 8.12.1 212 +44% 8.8+1.2 124+19
NI 13+1.7 21.1 £3.1 154+1.3 17.9+2
LM 20.9 £5.01 185.7+160.02 44+18.9 19.8+4.8
LI 294 %58 228.7 1574 37.5+206 61.5+23.6
LEy 596.5 +84.9 1781.1 £268>"">" 680+ 75.2 767.2+92.8
IPE 397.7 £24.7 4614 +31.7 446.8 £+ 34.2 4485+ 29
1 422+ 46 81.3£10.6"™¢ 41.2£32 43.4+43
IR 0.66 £0.05 0.53+£0.04 0.65 +£0.03 0.63+0.0
NE 22+0.1 1+ Qb e 2.1+0.2 22+0.1
NEV 2522 45+5.9 33+£5.8 285

Los datos se expresan en medias + error estandar. NUmero de montas (NM), nimero de intromisiones (NI),
latencia de mota (LM), latencia de intromisién (LI), latencia de eyaculacién (LEy), intervalo posteyaculatorio
(IPE), intervalo interintromisién (lll), indice de intromision (IR), nimero de eyaculaciones (NE) y nimero de
eventos durante el tiempo de evaluacion (NEV). El asterisco indica diferencia significativa del grupo EM-1
frente al grupo de salina (a), con el EM-1+ NLx (b) o con el grupo NLx (c) * p<0.05; **p<0.001.

Disefo experimental

Cuarenta y tres machos con experiencia sexual, con implante de canulas
bilaterales en el APM y la misma cantidad (43 machos) en la AMG fueron inyectados,
para recibir uno de los siguientes tratamientos: NaCl (0.5 pL), EM-1 (100 pmol en 0.5
pL), NLx (5 mg/Kg. ip) y NLx+EM-1 manteniendo grupos independientes. Se utilizaron las

mismas dosis y tiempos de infusion descritos en el experimento 1 B.

Las pruebas de conducta sexual tuvieron una duracion de 30 minutos y se regis-
traron los parametros habituales ya descritos en el método general. Asimismo, durante
los primeros 10 minutos de la prueba fueron registrados los parametros de conducta

socio-sexual.
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Analisis estadistico

El analisis de los parametros conductuales de latencias y nimero de eventos
que se obtuvieron durante las diferentes sesiones tanto para la conducta copulatoria
como para la socio-sexual, se realizé con la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis,
debido a que no se encontré6 homogeneidad de varianza en los grupos. En caso de

diferencias significativas se utilizé la prueba de comparaciones multiples de Dunn.

Resultados

Histologia:

Al realizar el analisis histologico, 5 animales del grupo APM y 5 del grupo AMG
tenian la canula fuera del sitio donde se intenté el implante. Estos sujetos fueron ex-
cluidos de estos grupos y formaron el grupo FUERA. Este grupo representa un control
de la especificidad de la accién del péptido. En la figura 7 (pagina 61) se muestran el
sitio y la distribucién de las areas de administracién asi como cortes coronales de ce-

rebro que refieren la ubicacion de las canulas.
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Bregma -0.40 mm

Bregma -0.30 mm

Bregma -2.56 mm

Figura 7. Fotomicrografias de cortes coronales del cerebro de rata implantada con cdnulas bilaterales en drea
predptica medial (A) y en amigdala medial (B) que ejemplifican la ubicacién de las canulas. a manera de 62
resumen se muestran los sitios de administracién para cada area cerebral (C).
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Conducta sexual

Administracion en APM

El analisis de la conducta copulatoria se resume en el cuadro 5 (pagina 63). Los
parametros que mostraron diferencia significativa fueron la latencia de mon-
ta (KW= 18.169, p=0.001), de intromision (KW= 18.082, p=0.0012), de eyaculacién
(KW=9.151, p= 0.024) y el nUmero de eventos a lo largo de la primer serie copulato-
ria (KW= 7.621, p= 0.022). Las diferencias entre grupos se observan al comparar el
grupo tratado con el opioide (EM-1) con el resto de los grupos. La latencia de monta
(LM) del grupo EM-1 es significativamente mayor que el resto de los grupos, i.e., NaCl
(p<0.05), NLx+EM-1(p<0.01), NLx (p<0.01) y FUERA (p<0.01). La latencia de intromisién
(LI) también es mayor en el grupo EM-1 con respecto a los otros grupos, NaCl (p<0.01),
NLx+EM-1 (p<0.05), NLx (p<0.01) y grupo FUERA (p<0.01). La latencia de eyaculacion
(LEy) aumentd significativamente en el grupo EM-1 con respecto al grupo FUERA
(p<0.05). El nimero de eventos (NEV) registrados en la primer serie copulatoria au-

mento en el grupo EM-1 frente a los grupos NLx y FUERA (p<0.05).

Administracion en AMG

Los resultados de los animales implantados en la AMG demostraron diferencias
significativas en el nUmero de montas (KW= 9.527, p=0.01), numero de eventos (KW=
7486, p=0.023) y en la latencia de eyaculacion (KW= 7122, p=0.0284). El andlisis post
hoc mostré que la administracion de EM-1 provocé incremento en el nUmero de mon-
tas (NM) con respecto a los grupos NaCl y FUERA (p<0.01). La latencia de eyaculacion
y el nUmero de eventos también aumentaron significativamente en el grupo EM-1
con respecto a los grupos NaCl (p<0.05) y FUERA (p<0.05) en ambos grupos. En el
cuadro 6 (pagina 64) se muestran los datos de la administracion de los diferentes tra-

63

tamientos en la AMG.



Capitulo 4: Planteamiento del problema y Resultados

Cuadro 5

Conducta copulatoria infusion en APM
machos tratados con salina,endomorfina-1 (100 pumol), naloxona (5mg/kg) o

endomorfina-1 + naloxona.

O000O0O

Grupos
Parametro NacCl EM-1 NLx+EM-1 NLx FUERA
N=10 N=10 N=9 N=9 N=5
NM 10.2+1.9 17.8+3 13.313 102+1.7 10£2.3
NI 153123 21613 15.1£2.03 135£15 13412
LM 23165 198,81 65.9° P d™ | 382+28 136238 94%1.7
u 26£6.7 193.94 622 PH A 423128 15.6£3.5 1143
LEy 832.3+123 1407.3+251 d* 1266.6+297 857+138 626+57
IPE 432.6+£23 546.3+51 507+57 506.8+26 435+42
mn 56.2+13.4 66.8+11 67.3+12 61.9x10.6 46+7
IR 064+ .03 0.6+ 0.01 06+ 0.1 06+0.12 0.6+ 0.06
NE 16+0.22 0.8+02 12+03 13+048 1.25 + 024
NEV 26.9+3.9 20.3555%" 29.6+4.5 236128 22229

Los datos se expresan en medias £ error estdndar. NUmero de montas (NM), nimero de intromisiones (NI),
latencia de monta (LM), latencia de intromisidn (LI), latencia de eyaculacion (LEy), intervalo posteyaculatorio
(IPE), intervalo interintromisién (lll), indice de intromisién (IR), numero de eyaculaciones (NE) y nimero de
eventos durante el tiempo de evaluacion (NEV). El andlisis pos hoc (Dunn) indicé diferencia significativa del
grupo EM-1 frente al grupo NaCL = a; diferencia significativa del grupo EM-1 frente al grupo NLx+EM-1 = b;
diferencia significativa del grupo EM-1 frente al grupo NLx = ¢; diferencia significativa del grupo EM-1 frente al
grupo FUERA =d. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Cuadro 6
Conducta copulatoria infusion en AMG
machos tratados con salina,endomorfina-1 (100 pumol), naloxona (5mg/kg) o

endomorfina-1 + naloxona.

O000O0O

Grupo
Parametro NacCl EM-1 NLx+EM-1 NLx FUERA
N=10 N=10 N=9 N=9 N=5
*% *%
NM 7.5+0.8 22146370 14.8+4 1245 10£23
NI 12.9+1.8 222443 22246 15+4.2 12+0.8
M 331293 48.5% 37 35.1£19 405+ 21 16.8% 6.4
L 4295 58.9+37 37.9%19 445121 192
* ¥ %
LEy 835.1291 153674354 %9 1284.4+383 8733232 576112
IPE 448.3+32 491+46 493+35 448.2+22 451+37
m 73.6+8.8 67.8+9.8 69.3+£11.6 66+9.8 45+7.7
HR 0.6 .01 0.5+0.01 0.6 £0.01 0.6 £ 0.1 0.6 £0.01
NE 1.3+£0.2 1.1£0.1 1.1£0.1 1.0 £1.01 1.4+0.2
*% ¥
NEV 21.1£2.6 45.3+10 d 38+10 3211 23+3

Los datos se expresan en medias + error estandar. NUmero de montas (NM), nimero de intromisiones (NI),
latencia de monta (LM), latencia de intromisidn (LI), latencia de eyaculaciéon (LEy), intervalo posteyaculatorio
(IPE), intervalo interintromision (lll), indice de intromisién (IR), nimero de eyaculaciones (NE) y nimero de
eventos durante el tiempo de evaluacion (NEV). El andlisis pos hoc (Dunn) indicé diferencia significativa del
grupo EM-1 frente al grupo NaCl= a; diferencia significativa del grupo EM-1 frente al grupo NLXx+EM-1= b;
diferencia significativa del grupo EM-1 frente al grupo NLx = ¢; diferencia significativa del grupo EM-1 frente al
grupo FUERA =d. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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O000O0O

Conducta Socio-Sexual

El andlisis de la conducta socio sexual para ambos sitios de infusion intracerebral
se muestra en los cuadros 7 y 8 (paginas 66 y 67 respectivamente). Este analisis se rea-
lizé durante los primeros 10 minutos de la conducta copulatoria. De esta observacion

se reporta la duracidn y la frecuencia en la ocurrencia de las conductas antes mencionadas.

El tiempo que invierte el macho en perseguir a la hembra y la frecuencia en
que realiza esta conducta, denominado como “persecucion” mostré una diferencia
estadisticamente significativa (cuadro 7) en el grupo de sujetos con infusiénen el APM
(KW= 15.983, p= 0.003). La comparacion entre grupos indica que el grupo EM-1 tiene
diferencia contra los grupos NLx+EM-1 (p<0.05), NLx (p<0.05) y FUERA (p<0.05).
En relacién a la frecuencia la diferencia significativa se obtuvo entre el grupo EM-1

(KW= 17.634 p= 0.0015) contra FUERA (p<0.001).

Cuando el farmaco se administré en la AMG (tabla 8, pagina 67) las diferencias
significativas se obtienen en la duracién de la persecucién (KW=12.170 p= 0.016) entre
el grupo EM-1 frente al NLx, (p<0.05). En las frecuencias se observé diferencia signifi-
cativa en la persecucion (KW= 9.589, p=0.0479) entre el grupo EM-1 contra NLx+EM-1
y FUERA (p<0.05). También se obtuvo diferencia en la frecuencia de la exploracién ge-
nital (KW=10.706, p= 0.03) entre los grupos EM-1 contra NaCL (p<0.05) y contra FUERA
(p<0.05).
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Cuadro 7
Conducta socio sexual evaluacion en el APM
en machos tratados con salina, endomorfina-1 (100 pmol), naloxona (5mg/kg) o
endomorfina-1 + naloxona

Grupos
Duraci6n (seg.) Nacl EM-1 NLx+EM-1 NLx FUERA
N=10 N=10 N=9 N=9 N=5
Olfateo 137.6£17 164.7£18 16917 150+21 114+25
Auto aseo 208+15 164.7+27 236+29 195+30 207420
Levantamiento 7£1.6 7+1.7 3+1.2 4+1.2 8+2.3
Persecuciéon 65+13 139421 b*,c*,d* 52+16 46319 39.0+12
Descanso 4251170 346+164 35.6+19.7 98.7 £38.1 49.8 + 238
Aseo a la hembra 29124 7.0+4.1 14£14 0.0 7.0
Exploracién genital 72+46 74+6.0 1.3+0.9 0.7+0.7 26.0+125
Frecuencias
Olfateo 22.3+2.6 2242 23.4+2.1 22+1.8 15+4.5
Auto aseo 254+2 2143 29+2 23.143 2443
Levantamiento 4.8+0.9 4.0+0.8 2.0+0.6 2.7+£0.7 4.3+1.5
Persecucién 213 27 in*** 22.4+3 173 1314
Descanso 41+1.4 29+14 2609 5613 4.0 £0.6
Aseo a la hembra 0605 22+1.5 0.8 £0.8 0.1£0.1 20+15
Exploracién genital 3.0+1.7 25+1.6 06+03 04+04 23+07

Los datos se expresan en medias + error estandar. La conducta de persecucion indica diferencia tanto en la
duraciéon como en la frecuencia durante los diez minutos de observacion. En la duracién el analisis pos hoc
(Dunn) indicé diferencia significativa del grupo EM-1 frente al grupo NLx+EM-1= b; diferencia significativa del
grupo EM-1 frente al grupo NLx = ¢; diferencia significativa del grupo EM-1 frente al grupo FUERA =d. Enla
frecuencia de persecucion se encontraron diferencias del grupo EM-1 contra el grupo FUERA = d.* p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001.
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Cuadro 8

Conducta socio sexual evaluacion en el AMG
en machos tratados con salina, endomorfina-1 (100 pmol), naloxona (5mg/kg) o
endomorfina-1 + naloxona

Grupos
Duracién (seg.) Nacl EM-1 NLx+EM-1 NLx FUERA
N=10 N=10 N=9 N=9 N=5
Olfateo 109+12 121+13 135+19.1 17519 135+11
Auto aseo 205.1+27 209+23 185+12 18014 217+36
Levantamiento 11.7£4 8.9£2.6 238 194 6x2
Persecucién 55+7 7315 c* 40+6 314 44+13
Descanso 236+8 303+7.8 393+15.9 60.1+15.1 67+17
Aseo a la hembra 29+24 70141 14+1.4 0.0 12.5
Exploracién genital 9.0+28 1.8+1.0 6.6+4.5 58+3.2 140+ 6
Frecuencias
Olfateo 21.2+2 26.2+3.1 24+3 30+2 264
Auto aseo 25+2.6 27.4+1.4 201 24+1 22+3
Levantamiento 5+1.2 5%1 104 102 4+2
Persecucion 1743 2241 b*,d* 152 19+2 17+£2.3
Descanso 32+1.1 32+08 42+15 46+1.2 42+13
Aseo a la hembra 07104 02+0.1 0.1+£0.1 0.1+£0.1 0.0
Exploracién genital 37+1.2 0.6+0.3 a*.d* 23+1.7 1.2+0.5 3.2+£.07

Los datos se expresan en medias * error estandar. La conducta de persecucién indica diferencia tanto en la
duraciéon como en la frecuencia durante los diez minutos de observacion. En la duracién el analisis pos hoc
(Dunn) indicé diferencia significativa del grupo EM-1 frente al grupo NLx = c. En la frecuencia de la persecucion
presenta diferencia del grupo EM-1 frente al grupo NLx+EM-1 = b y diferencia del EM-1 frente al grupo FUERA
= d. La frecuencia de la exploracion genital del grupo EM-1 es diferente al grupo NaCl = a y con el grupo
FUERA = d.* p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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5.1 Discusion

Los resultados del experimento 1 indican que la EM-1 modifica la conducta se-
xual de ratas macho sexualmente expertos. La administracién de EM-1 aumenté el
numero de montas, el intervalo inter-intromision y la latencia de eyaculacién y el
numero de eventos observados durante la prueba conductual. Estos efectos fueron
bloqueados por la administracion ip de naloxona. En el experimento 2, la adminis-
tracion bilateral del péptido en las areas cerebrales seleccionadas i.e., APM y AMG,
provoco un incremento en la latencia de eyaculacion, en la latencia de intromision
y de monta, en el nUmero de montas y en el nimero de eventos ejecutados durante
la prueba conductual. Al igual que en el experimento 1, los efectos de EM-1 sobre
la conducta sexual se bloquearon con la administracién de naloxona. El analisis de
la conducta socio sexual indica que la administracién del opioide previa al inicio de
la prueba conductual y en ambas areas cerebrales estudiadas, induce aumento sig-
nificativo de la persecucion a la hembra lo que puede justificar el incremento de la

latencia de eyaculacion de la fase consumatoria.

Estos resultados en conjunto apoyan la propuesta de que los opioides participan
en el circuito neuronal involucrado en el control de la conducta sexual (Agmo y Paredes,
1988; Paredes, 2009; van Furth, Wolterink y van Ree, 1995; Agmo, Paredes y Contreras.
1994; Arletti, et al. 1997; Fabbri, et al. 1989; Rodriguez-Manzo, Asai y Fernandez Guasti,
2002) y son congruentes con trabajos previos que reportan que ligandos sintéticos
y enddgenos provocan inhibicion o retraso de la conducta sexual masculina en pa-
rametros semejantes a los aqui descritos (Mclntosh, Vallano y Barfield, 1980;
Meyerson, 1981; Matuszewich, et al. 1995; Hughes, Everitt y Herbert, 1987; Meyer-
son y Terenius, 1977; Band y Hull, 1990; Garcia-Horsman, Agmo y Paredes, 2008;
Matuszewich y Dornan, 1992; Shadiack, et al. 2007; van Ahlen et al. 1995; van Furth,
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En el presente trabajo se administré un péptido especifico al receptor u previo
a la ejecucion copulatoria, lo que permite proponer activacion del receptor p duran-
te la fase consumatoria de la conducta sexual. Si bien existe evidencia experimental
de la influencia de la EM-1 en la conducta de receptividad sexual de la rata hembra
(Acosta-Martinez y Etgen, 2002), no existe antecedente experimental en machos don-
de sea estimulado el sistema opioide a través de un agonista especifico al receptor
M, como es el caso de la EM-1. Esto permite proponer que la EM-1 tiene capacidad de
afectar la respuesta conductual del macho mediante la activacién del sistema opioi-
de, especificamente por la activacién de receptores u. Asi, este trabajo demuestra
especificamente la participacion del receptor p en la conducta sexual masculina y
la posibilidad de la accién biolégica de la EM-1 en el sustrato neural relacionado con

esta conducta.

De la evaluacion conductual, resulta claro que la activacion del receptor u por
administracion de EM-1 previa al inicio de la cépula, induce retraso en la aparicién del
patrén motor de eyaculacion en términos de incremento de la latencia de eyaculacién
(LEy), lo cual fue observado tanto por administracion ventricular o directamente en el
area cerebral especifica. La LEy es el parametro que resulta significativamente modi-
ficado en ambos experimentos. Asimismo, la administracion en APM provocé que el
macho retrasara el inicio de la fase copulatoria debido al incremento en las latencias
de monta e intromisién (LM y LI) asi como en el aumento en el nimero de eventos
previos a la eyaculaciéon. Como ya se comento, existe evidencia abundante de que los
opioides son liberados durante la conducta sexual (Rodriguez-Manzo, Asai y Fernandez
Guasti, 2002; Garcia-Horsman, Agmo y Paredes, 2008; Holloway, Cornil y Balthazart,
2004; Coolen, et al. 2004; Balfour, Yu y Coolen, 2004). En este trabajo se administro
el opioide previo al inicio de la conducta, esta condicion necesariamente induce una

activacion de los receptores y aun sin ejecutar la conducta, con las implicaciones fun-
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cionales descritas para este receptor (apertura de canales potasio y una consecuente

hiperpolarizacion de la membrana) (Corbet y Mignani, 2006). Asi, el sistema opioide
que se activa justo antes del inicio de la cépula tiene como consecuencia un incre-
mento en la latencia de eyaculacion como resultado de un intervalo inter-intromision
que aumenta (experimento 1B). Estos datos contrastan con investigaciones previas en
donde la administracion de un agonista opioide en el ventriculo lateral una vez inicia-
dala cépula, facilita la conducta subsecuente, reduciendo el nimero de intromisiones
y la latencia de eyaculacion (Agmo y Paredes, 1988). Resulta interesante senalar que
un porcentaje de machos no exhibié conducta tras la administraciéon del opioide (30%
del total de machos) en el APM, lo cual contrasta con la evidencia experimental (Agmo
y Paredes, 1988). Esta observacion de respuesta de inactividad total por parte de un
pequeno porcentaje de machos, podria ser explorado con nuevos experimentos to-
mando en consideracion la distribucion y densidad neuronal regional del receptor p
en el APM, que apoye la posible subregionalizacién tanto en fenotipos bioquimicos

con en la interconecciéon neuronal de esta area hipotalamica.

Por otro, la liberacién de opioides durante la conducta sexual implica el estable-
cimiento de un estado afectivo positivo el cual es reforzado con la eyaculacién (Agmo,
2007). En este sentido el paradigma de condicionamiento de preferencia de lugar (CPL)
ha demostrado que la ejecucién de la conducta copulatoria tiene propiedades intrin-
secamente recompensantes, en donde la eyaculacién y el nimero de intromisiones
inducen cambios en la preferencia del lugar independiente de la experiencia sexual
del macho (Camacho, et al. 2009). Puede proponerse entonces que, bajo el disefio
experimental adoptado en esta investigacion de administrar el opioide antes de la
presentacion del incentivo sexual (la hembra receptiva), se origina el estado afectivo
positivo sin la consecuente estimulacién que desencadena en la interaccion sexual.
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latencia de eyaculacion. Este incremento podria ser el resultado de la induccion de un

diferente umbral de estimulacién requerido para conseguir el estado recompensante

después de la intromision.

Resulta interesante visualizar a los opioides, en particular aquellos ligandos es-
pecificos al receptor 4, como neuromoduladores de la conducta sexual y no como
inhibidores de la misma. Si bien existen datos que sefialan a los opioides como inhibi-
dores de la conducta copulatoria (Agmo, Paredes y Contreras, 1994; Acosta-Martinez
y Etgen 2002; van Furth, Wolterink y van Ree 1995; Agmo, Gomez y Irazabal, 1994;
Matuszewich y Dornan, 1992) incluso como facilitadores (Agmo y Paredes 1988), estas
investigaciones incluyen la administracién de agonistas de especificidad compartida
con otros receptores a opioides en dosis y vias de administracion muy diversa que
justifican la consideracién inicial de bioactividad inhibitoria sobre la conducta sexual
a cargo de la accion opioide. El efecto farmacolégico del antagonismo con naloxona
observado en esta investigacion y en otras previas, constituye otra evidencia experi-
mental que apoya la hipétesis de la liberacién de opioides durante la conducta sexual,
asi como en el desarrollo del estado afectivo positivo evaluado con diversos paradig-
mas como el CPL tanto en machos como en hembras (Martinez y Paredes, 2001; Pare-

des y Martinez, 2001; Garcia-Horsman, Agmo y Paredes, 2008).

La via diferente de administracién utilizada en ambos experimentos nos permitié
demostrar que la EM-1 puede provocar un efecto funcional en aquellas neuronas
con receptor u y que forman parte del sustrato neuronal vinculado con la conducta se-
xual. Los resultados nos sugieren que independiente al sitio de infusién, se obtie-
ne afectacion de la conducta copulatoria. No obstante, los efectos puntuales sobre
la temporalidad de los eventos (latencia de monta e intromision) entre las dos areas
estudiadas, abren la posibilidad de una activacion del receptor p de manera regio- 72

nal que origina una fina accién entre el circuito AMG-APM modulando alguno de los
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mecanismos implicados tanto en el inicio de la conducta como en la ejecucion de la
fase consumatoria de la conducta sexual. Existe amplia evidencia de la importancia
funcional del APM como 4rea critica para la expresién de la conducta sexual (Paredes,
2003). Sin embargo no se puede negar la importancia funcional de la AMG en la fase
consumatoria de la conducta (Coolen, et al., 1996, Harris y Sachs, 1975; Kondo, 1992;
Kondo y Sachs, 2002; Kostarczyk, 1986, Lanuza, et al. 2008; Newman, 1999; Stark, et
al. 1998; Veening y Coolen, 1998) y aun mas, de aquellas areas periventriculares que
tras la infusion iv (experimento 1) pudieron ser activadas por la EM-1 y asi influenciar

la conducta analizada.

Como ya ha sido planteado en parrafos previos, la conducta copulatoria requie-
re de la interaccion con una pareja sexualmente receptiva lo que constituye la fase
precopulatoria en tanto que la copulatoria es la ejecucién de la interaccion sexual
con la hembra (Hlindk, 1986). Dicha interaccién precopulatoria incluye principalmen-
te el aseo y la persecucién a la pareja. Si bien existe la posibilidad de observar otras
interacciones socio-sexuales, la manipulacién farmacolégica en el APMy las lesiones
en esta area han permitido proponer que la evaluacién de la persecucién a la hem-
bra representa un indice muy importante de motivaciéon sexual (Paredes y Baum, 1995;
Paredes, Highland y Karam, 1993). Por ejemplo, lesiones en el APM o en el tegmento
dorsolateral (Paredes, Highland y Karam, 1993; Giordano, et al. 1998), asi como la admi-
nistracién farmacoldgica de un agonista al GABA (Paredes y Agmo, 1989), disminuyen
significativamente la persecucion a la hembra. Esta condicién nos llevo a la evalua-
cién de la conducta socio-sexual de los machos con el fin de correlacionar el estatus
de motivacion existente bajo la influencia del opioide. La administracion del péptido
indujo un aumento significativo en la duracién de la persecucion a la hembra, tanto
en el APM como en la AMG. Estos resultados permiten apoyar la propuesta que la

activacion del receptor p a través de la presencia de EM-1 lejos de provocar influencia
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inhibitoria, se asocia con una modulacién de la transicién a la fase copulatoria. Con
esta linea de pensamiento, no puede afirmarse que el estado motivado se encuentre
inhibido ya que el macho persigue reiteradamente a la hembra receptiva (estimulo
recompensante), sumando estimulacién previo a la eyaculaciéon (busqueda del estado
afectivo positivo), sin menospreciar la liberacion endégena de endomorfina-1 o de
otros opioides. Como resultado final el macho alarga la serie copulatoria y su latencia

de eyaculacion.

Tomando en conjunto toda la evidencia experimental es prematuro proponer
que la EM-1 es mas relevante en la fase consumatoria que en la fase apetitiva, o que el
APM o la AMG expresen alguna jerarquia funcional ante la presencia del opioide. Sin
embargo, es asequible afirmar que la administracion del opioide previo al encuentro
sexual no inhibe la aproximacién y persecucion a la hembra (mas aun la incrementa).
Sin embargo, se identifica un compromiso conductual de la transicién entre la fase
precopulatoria hacia la consumacién (incremento en la latencia de monta y de intro-
mision) siendo la consecuencia final un retraso en la eyaculacién y que representa el
evento consumatorio mas significativo para lograr el estado afectivo positivo (Cama-

cho et al. 2009).

En una postura paralela, existe la consideracion de la modificacion del umbral
de estimulacioén y la asociacion con el estado recompensante inducido por la cépu-
la. Bajo esta consideracion, la activacién del receptor p en presencia de EM-1 previa
al inicio de la cépula, podria modificar el umbral de respuesta al estimulo sensorial
necesario para representar en el sujeto un significado recompensante, por lo que ob-
servamos mayor numero de intromisiones previas a la eyaculacion. En este sentido,
el umbral de estimulacién y la consecuente asociacion con el estado recompensante,
que la ejecucién de la conducta implica, constituyen factores criticos para el estado

afectivo positivo presente en la conducta sexual de la rata macho.
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5.2 Conclusiones
La inyeccién intracerebral de EM-1 modifica la conducta copulatoria de la rata
macho al incrementar la latencia de eyaculacion y resulta independiente de la via de

infusion.

La via de administracién especifica del péptido en el APM o en la AMG induce
cambios similares en la latencia de eyaculacion, por lo que la activacion del receptor
u resulta igualmente significativo para estas dos areas cerebrales involucradas en el

circuito neural de la conducta sexual.

La interaccion socio-sexual que exhibe la rata macho bajo la presencia de EM-1

aumenta la persecucion a la hembra.

La transicion de la fase precopulatoria a la copulatoria constituye el punto critico

en donde se afecta la conducta sexual en presencia de EM-1.

El presente trabajo representa una contribucion al conocimiento de la participa-

cion del receptor opioide p en la regulacion de la conducta sexual masculina.
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5.3 Perspectivas

Existe evidencia experimental que demuestra que la interaccién sexual causa
un estado afectivo positivo y que la habilidad de pasar de la fase precopulatoria a la
copulatoria resulta critica para una interaccién exitosa. Con base en estos hechos se
propone disefar nuevos experimentos en donde se exploren los mecanismos funcio-
nales que permitan entender la transicién entre la motivacion a la consumacion del

acto copulatorio.

Es necesario demostrar y evaluar la posible modificacion al umbral de estimula-
cion provocado por el aumento en el tono opioide y que desencadena el retraso en
la consolidacion del estado afectivo positivo que induce la ejecucion de la copulay la

misma eyaculacién.

Asimismo, es importante demostrar la activacién del receptor p en presencia de
EM-1 justo en el circuito neuronal vinculado con la conducta sexual lo que confirmara
la importancia de este receptor en la expresiéon y modulacion de la conducta sexual

masculina asi como la actividad bioldgica de este péptido putativamente endégeno.
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