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ABSTRACT

There are some males rats that do not mate despite of the fact that they are repeatedly tested with
sexually receptive females. The copulatory deficit in these non-copulating (NC) males is not
explained by alterations in plasmatic testosterone (T) or estradiol (E) levels. We have observed
that in the medial preoptic area (MPA) of NC male rats the aromatase activity and the number of
estrogen receptor o (ERa) immunoreactive (ir) cells are reduced and the number of androgen
receptors (AR) is higher in NC than in copulating (C) male rats. There are also some male rats
that take a long time to ejaculate or they do not ejaculate when tested with receptive females in
tests of 30 min or longer. These males are classified as sexually sluggish (SS). The first aim of
the present study was to determine whether the subcutaneous (sc) T or E; implant in SS male rats
could induce the complete mating pattern including ejaculation. Starting one week after SS males
were sc implanted with a silastic capsule containing T or E; they were weekly tested for 7 weeks
with sexually receptive females. The results showed that the sc T implant did not modify the
percentage of males that ejaculated. The sc E, implant decreased the percentage of SS male rats
that ejaculated. These results suggest that the lack of ejaculation in SS male rats is not due to
androgenic or estrogenic alterations. The second aim of the study was to evaluate the
effectiveness of T or E, implants in the MPA or ventromedial nucleus of the hypothalamus
(VMNH) or medial amygdala (MeA) to induce sexual behavior in castrated C male rats.
Castrated C male rats were bilaterally implanted in the MPA or the NVMH or the MeA with
either T or E,. One week later all male rats were mated once weekly for five months. The results
showed that T implant was more effective that E, to induce sexual behavior in the MPA than in
the NVMH or in the MeA. These results confirm previous observations indicating that in the
male rat the copulatory behavior depends on the hormonal activation of the MPA. Thus, the third
aim of the study was to determine if T or E; implants in the MPA of NC male rats could induce
sexual behavior. Starting one week after the implant, all male rats were mated once weekly for
five months. Both, T or E; implant in the MPA of NC male rats increased the percentage of
males that mounted and intromitted. Four months after T or E, implant in the MPA all NC males
ejaculated. These results suggest that in the MPA of NC male rats there is a hormonal alteration
associated with the lack of sexual behavior. Together, these results suggest that biologic factors

associated with the lack of sexual behavior in the NC and SS male rats are different.



RESUMEN

Existen algunas ratas macho que no copulan a pesar de ser probados repetidamente con hembras
sexualmente receptivas. La deficiencia copulatoria en estos machos no copuladores (NC) no se
explica por alteraciones en la concentracion plasmatica de testosterona (T) o estradiol (E2). En
cambio, hemos observado que en el area predptica medial (APM) de las ratas macho NC existe
una menor actividad de la enzima aromatasa, un nimero menor de células inmunorreactivas (ir)
al receptor de estrdgenos a (REa) y un nimero mayor de células ir al receptor de andrégenos
(RA) que en los machos copuladores (C). También, existen algunas ratas macho que toman mas
tiempo para eyacular o no eyaculan (CL) cuando son probados con hembras receptivas en
pruebas de 30 min o mas. El primer objetivo fue determinar si el implante subcutaneo (sc) de T o
E. a ratas macho CL puede inducir la eyaculacién. Los machos CL recibieron implantes sc de T
0 E, y una semana mas tarde fueron sometidos a 7 pruebas, una por semana, de copula con
hembras sexualmente receptivas. Los resultados muestran que en los macho CL, el implante sc
de T no modifico el porcentaje de machos que eyaculan. En cambio, el implante sc de E;
disminuyd el porcentaje de machos que eyaculan. Estos resultados sugieren que la falta de
eyaculacion, en los machos CL, no se debe a una alteracion androgénica o estrogénica. El
segundo objetivo fue evaluar la efectividad del implante de T o E; en el APM, en el nicleo
ventromedial del hipotdlamo (NVMH) o en la amigdala medial (AMGm) de ratas macho C
castrados en la restauracion de la conducta copulatoria. Se implantaron en una de estas areas
cerebrales canulas guia con T o E; o vacias. Una semana después del implante, los machos
fueron sometidos a una prueba de copula por semana durante cinco meses. Los resultados
mostraron, que en las ratas macho C castrados, el implante intracerebral de T fue mas eficaz que
el de E; en inducir la copula. Aun més, en el APM de las ratas macho C castrados, el implante de
T fue mas eficaz en inducir la copula que en el NVMH o en la AMGm. Estos resultados sugieren,
que en las ratas macho, la expresion de la cdpula depende de la activacion hormonal del APM.
Por lo tanto, el tercer objetivo fue determinar si el implante de T o E; en el APM de los machos
NC es capaz de inducir la copula. En el APM de los machos NC se implant6é una canula guia con
T 0 E; 0 vacia. Una semana mas tarde, los machos fueron sometidos a pruebas semanales de
copula por cinco meses. Observamos que en el APM de estos machos, el implante de T o E;

estimul6 la cépula de forma gradual. Es decir, una semana después del implante de T o E; en el



APM de los machos NC, el porcentaje de machos que montan e intromiten se incrementd. Cuatro
meses después del implante de T o E, todos los machos NC eyacularon. Estos resultados
sugieren, que en el APM de los machos NC, existe una alteracion hormonal asociada a la falta de
cépula. En su conjunto, estos hallazgos sugieren que la falta de eyaculacion (machos CL) o la

falta de copula (machos NC) estan asociados a factores bioldgicos distintos.



1. INTRODUCCION

1.1. CONDUCTA SEXUAL

La conducta sexual es una interaccion social que se presenta en muchas especies del reino animal
(Larsson, 1956). En roedores y en muchas otras especies de mamiferos, esta conducta es innata y
genéticamente determinada. Para cada especie, la expresion de esta conducta asegura su
preservacion. Pero, para el individuo no tiene otra finalidad o proposito mas que su propia
ejecucion (Agmo, 1997; 1999). De hecho, Anders Agmo (2007) define la conducta sexual como
“cualquier accion que lleve a la recompensa sexual. La recompensa sexual es un estado afectivo
positivo activado por la estimulacion fisica de los genitales o la representacion mental de dicha

estimulacién”.

Los estudiosos de la conducta sexual han convenido distinguir dos componentes de la conducta
sexual: el motivacional (o apetitivo) y el de ejecucién (o consumatorio). ElI motivacional
comprende aquellas conductas que tienen como propdsito la basqueda y atraccion de la pareja
sexual. En otros términos, el componente motivacional de la conducta sexual refleja el interés del
individuo para iniciar la copula. Mientras que el componente de ejecucion hace referencia a la

coépula mismay a los patrones conductuales que la caracterizan (Hull et al., 2006).

1.1.1. Conducta sexual de la rata macho

En la rata macho y en otras especies de mamifero, el componente motivacional de la conducta
sexual se caracteriza por conductas de exploracion, marcaje del territorio con orina, persecucién
y olfateo de la vulva de la hembra (Dewsbury, 1967; 1979). Por su parte, la hembra receptiva
responde a la conducta masculina desplegando conductas proceptivas como el brincoteo, el
desplazamiento en zig-zag y movimientos vibratorios de la cabeza y las orejas (Dewsbury, 1979).
Durante este periodo tanto el macho como la hembra emiten vocalizaciones ultrasonicas de 50
kHz con el objetivo de aumentar su motivacion sexual (Hull et al., 2006). EI componente de

ejecucion de la conducta sexual en la rata macho se caracteriza por una secuencia de respuestas



sexuales que incluyen patrones motores de montas e intromisiones repetidas e intercaladas que
culminan en el patron motor de eyaculacion, a la cual le sigue un periodo refractario a la

estimulacién sexual denominado intervalo post-eyaculatorio (Hull et al., 2006).

En la rata macho, la monta es un patrén motor definido como la aproximacion del macho por la
parte posterior de la hembra. En seguida, el macho palpa los flancos de la hembra con sus patas
delanteras y ejerce movimientos pélvicos, pero sin insercion peneana. Luego, el macho se
desmonta de la hembra de forma lenta. El patron motor de intromision se presenta como una
monta simple y breve que termina con un movimiento pélvico profundo. Esto Gltimo, indica que
ha habido una insercidn peneana. En este caso, el macho se desmonta rapido y de forma violenta.
El patron motor de eyaculacion incluye una intromision, caracterizada por un movimiento
pélvico profundo que es mantenido por varios segundos y que técnicamente se refiere a la
emision espasmadica o continua de liquido seminal a través del meatus urinario del pene hacia el
exterior. El acto de desmonta es lento y también se caracteriza por un movimiento lateral de las
patas delanteras (Agmo, 1997; Dewsbury, 1967; Hull et al., 2006; Larsson, 1979). Después de la
eyaculacion se observa un intervalo post-eyaculatorio el cual se define como un periodo de
refractariedad a la estimulacion sexual. En la rata macho, este periodo dura entre 5-7 min
después de la primera eyaculacién y se prolonga exponencialmente en las siguientes
eyaculaciones (Larsson, 1979). Durante el intervalo post-eyaculatorio se observan dos fases: la
fase refractaria absoluta y la fase refractaria relativa. En la fase refractaria absoluta el macho
emite vocalizaciones de 22 kHz y se muestra insensible a la estimulacion externa para ejercer la
copula y ocupa el primer 75% de la duracion total de este intervalo (Barfield y Geyer, 1972).
Durante la fase refractaria relativa el macho es capaz de iniciar la cépula si se le estimula
suficientemente, por ejemplo cambiando a la hembra o aplicAndole a la piel choques eléctricos
de baja intensidad (Barfield y Sachs, 1968). Una vez transcurrido el periodo refractario el animal

puede reiniciar la copula.



1.2. HORMONAS ESTEROIDES: TESTOSTERONA Y ESTRADIOL

Las hormonas esteroides son mensajeros quimicos que derivan del colesterol. Estos compuestos
se caracterizan por poseer una estructura de anillos fusionados conocido como
ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano (de ahi el nombre de esteroides, que quiere decir:
semeja al o que deriva del esterano). Existen seis familias de hormonas esteroides que son
clasificados con base en su estructura y funcion bioldgica: la vitamina D y sus derivados, los
glucocorticoides, los mineralocorticoides, los progestagenos, los androgenos y los estrégenos
(Norman y Litwack, 1997). La testosterona (T) y el estradiol (E;) (figura 1) son hormonas
esteroides androgénicas y estrogénicas, respectivamente, responsables del desarrollo y
mantenimiento de las caracteristicas anatémicas, funcionales y conductuales de muchas especies

de mamiferos (Kamat et al., 2002).

Esterano T E,

Figura 1. Estructuras quimicas del esterano, la T y del E,. Note que la T y el E, comparten un sistema de anillos
fusionados basico semejante al esterano. Sobre la estructura quimica del esterano se muestra la numeracion de los

carbonos (Tomado y modificado de Norman y Litwack, 1997).

En los mamiferos macho, la sintesis de T se lleva a cabo principalmente en las células de Leydig
de los testiculos. En la hembra, se ha observado que la hormona luteinizante (HL) estimula al
cuerpo luteo y la hormona estimulante de los foliculos (HEF) a las células de la teca del ovario
para producir T (Snyder, 2001). También, la zona fasciculata adrenal de la hembra produce un 25%
de la T circulante (Burger, 2002). En las hembras, la fuente principal de E, son las células
granulosas de los ovarios (Snyder, 2001). En machos, los testiculos y el cerebro también pueden
producir cantidades fisiologicamente significativas de E, (Garcia-Segura, 2008; Norman y
Litwack, 1997).



En los hombres, la produccion de T es estimulada por la HL y quizas potenciada por la HEF. En
el adulto, la concentracion plasmatica de T es de 500-700 ng/dL comparado con 30-50 ng/dL en
las mujeres. En la rata macho adulto, la concentracion plasmatica de T es de alrededor de 250
ng/100 mL (Damassa et al., 1977; Lee et al., 1975). La magnitud en la concentracion de la T en
el macho es la responsable de los cambios en la pubertad que promueven las diferencias sexuales.
Sin embargo, conforme el hombre envejece, las concentraciones de T disminuyen gradualmente
(Snyder, 2001).

La sintesis de la T (en los testiculos) y del E; (en los ovarios) comienza con la escision de la
cadena lateral del colesterol por la enzima citocromo P450 scc (desmolasa) lo que resulta en
pregnenolona (Sanderson, 2006). En las células de Leydig, la pregenolona se metaboliza, por
medio de dos rutas biosintéticas hasta obtener T (ver figura 2). En las células de la teca, la
pregnenolona se metaboliza hasta obtener androstenediona que luego difunden hacia las células
de la granulosa donde se aromatiza a estrona o se reduce para obtener T y luego se aromatiza a

E. en un etapa adicional (Norman y Litwack, 1997).

roxi- Awnctanadinl
‘osterona

rostenediona

iidro-
erona

Figura 2. Ruta biosintética de la T y el E,. Los nimeros indican el nombre de la enzima en cada ruta biosintética. 1:
enzima desmolasa; 2: enzima 3p-esteroide deshidrogenasa/isomerasa; 3 y 4: enzima 17o-hydroxilasa/C17-C20 liasa;
5. enzima 17-cetoesteroide reductasa; 6: citocromo P450 aromatasa; 7: 5a-reductasa. (Tomado y modificado de
Norman y Litwack, 1997).




Posteriormente, la T (de los testiculos) o el E, (de los ovarios) difunden al torrente sanguineo
donde se unen a proteinas de unién a hormonas esteroides y a otras proteinas como la albumina
(Snyder, 2001). De hecho, el 98% de la T y el E;, circulante estan unidos a las proteinas y el 2%
esta libre (es decir, no se une a proteinas). En tejidos blanco, la T o el E; libre pueden difundir al
interior de las células y unirse a los receptores de andrégenos (RA) o de estrogenos (RE),
respectivamente. En la préstata y otros drganos dependientes de andrdgenos, la T se reduce por
la enzima 5a-reductasa hacia 5o-dihidrotestosterona (5a-DHT) y posteriormente puede unirse al
receptor de androgenos (RA) con mayor afinidad que la T (Snyder, 2001). En varias estructuras

cerebrales de mamiferos, la T puede metabolizarse a E..

1.3. ENZIMA ESTEROIDOGENICA: P450 AROMATASA

Las enzimas involucradas en la ruta metabolica de la T y el E; pertenecen a la familia de enzimas
citocromo P450. Estas son hemoproteinas intracelulares que activan al oxigeno molecular para el
metabolismo oxidativo de una gran variedad de compuestos organicos lipofilicos. El término
P450 se refiere a la longitud de onda en el cual las hemoproteinas muestran una maxima
absorcion optica después de la reduccion con mondxido de carbono. En las células eucariontes,
las enzimas citocromo P450 existen como hemoproteinas unidas a la membrana y con un hierro-
protoporfirina 1X como grupo prostético. Estan constituidas con alrededor de 500 amino&cidos
(aa) y muestran un peso molecular aproximado de 50 kD (Hasler et al., 1999). Para fines de este
trabajo, mencionaré algunas caracteristicas de la enzima citocromo P450 aromatasa (P450arom)
cerebral por su importancia en la regulacion de procesos fisiologicos y en la expresion de la

conducta sexual masculina.

La enzima P450arom cataliza la aromatizacion de los androgenos a través de una serie de tres
hidroxilaciones secuenciales. Utiliza oxigeno molecular y equivalentes reductores
proporcionados por una NADPH-citocromo P450 reductasa ubicua. El resultado es la pérdida de
un grupo metilo angular en el carbono 19 y la fenolizacion del anillo A de los andrégenos. (Cole
y Robinson, 1988; Thompson y Siiteri, 1974).



La enzima P450arom, producto del gen cypl19 localizado en el cromosoma 15g21.2, se localiza
en el reticulo endoplasmico de las células que la expresan (Simpson et al., 1994). Por ejemplo, la
P450arom se expresa en las células granulosas del ovario, en las células de la placenta, en las
células de Sertoli y de Leydig, en los adipocitos y en varias estructuras del sistema nervioso
central (SNC). En el SNC se ha observado que la actividad de la P450arom no se distribuye de
manera homogénea. Es decir, se han observado niveles altos de actividad de la P450arom en el
area preoptica medial (APM) y regiones amigdaloides de la rata macho adulto. Mientras que, se
ha observado un nivel de actividad de la enzima de moderado a bajo o sin actividad en la
pituitaria y otras regiones cerebrales (Roselli y Resko, 1987; 1993). En el diencéfalo de la rata
macho, se ha observado que existe un gradiente de actividad P450arom de rostral a caudal y
medial a lateral. También se han descrito niveles altos de actividad P450arom en el nucleo lecho
de la estria terminal (NLET) y en los ndcleos de la amigdala cortical (AMGc) y medial (AMGm).
También, se observaron niveles altos de la actividad P450arom en el Nucleo Predptico
Periventricular (NPPeV), en el Nucleo Supraquiasmatico (SupQ), en el Hipotdlamo Anterior
(HA), en el Hipotalamo Anterior Periventricular (HAPeV), en el Ndcleo Arcuato (NArc), en la
Eminencia Media (EM), el Nacleo Supradptico (NSupO) y en tejido cortical. En otras areas y
regiones cerebrales se observaron niveles moderados a bajos de la actividad P450arom (Lephart,
1996; Roselli y Resko, 1987; 1993).

En regiones hipotaldmicas, pero no limbicas de roedores adultos, la actividad de la enzima
P450arom esta regulada por hormonas gonadales. Es decir, las castracion de ratas macho adultas
disminuye la actividad de la enzima (Roselli et al., 1984) y el nimero de neuronas ir-P450arom
(Jakab et al., 1993) en el area preodptica (AP) del hipotalamo, pero no en la AMGm o en el NLET.
Dado que el tratamiento con T restablece la actividad de la enzima (Roselli et al., 1984) estos y
otros estudios sugieren que en la rata macho adulto, la actividad de la enzima P450arom esta
modulada por la T a traveés de un mecanismo que implica la accion del RA (Roselli y Resko,
1984).



1.4. RECEPTORES DE HORMONAS ESTEROIDES: RECEPTOR DE
ANDROGENOS Y RECEPTOR DE ESTROGENOS

Los receptores de hormonas esteroides sexuales (RHES) pertenecen a la super-familia de
receptores nucleares (RN) que actdan como factores de transcripcién activados por ligando. Los
RHES regulan la expresion de genes blanco y por lo tanto estan involucrados en la regulacién de
procesos como el desarrollo, homeostasis metabdlica, balance de sales y en procesos
reproductivos (McEwan y Nardulli, 2009). Los RHES comparten una organizacion estructural
comun con los RN. Es decir, contienen dominios o regiones estructural y funcionalmente
distintos. La region o dominio N-terminal (DNT) son altamente variables en longitud: de menos
50 a més de 500 aa. El receptor contiene, al menos, una region de transactivacion
constitutivamente activa (AF-1) y varios dominios de transactivacién autonomos. ElI dominio de
union al ADN (DUA) es la region mas conservada. Esta contiene particularmente a la caja P, un
motivo responsable de la especificidad de union al ADN sobre secuencias que contienen
comunmente al motivo AGGTCA. Este dominio también esta involucrado en el proceso de
dimerizacion de los RN. La estructura tridimensional del DUA muestra dos modulos en forma de
dedos coordinados por zinc. Entre el DUA y el dominio de union al ligando (DUL) existe una
regién menos conservada, el dominio o region bisagra (DB). Esta Ultima, es altamente flexible y
se encarga de unir a los DUA y DUL. En esta region, se han observado sefiales de localizacién
nuclear (SLN). EI DUL (moderadamente conservado) se localiza en la mitad de la region
carboxilo terminal del recepto. EI DUL es responsable de muchas funciones, principalmente
inducidos por el ligando, en particular la funcion de activacion 2 (AF-2), una interface de
dimerizacion. Ademas, el DUL contiene una SLN y a menudo una funcion de represion.
Finalmente, los RHES contienen un dominio carboxilo terminal (DCT) del cual se desconoce su
funcién (Huang et al., 2010; McEwan, 2009; Robinson-Rechavi et al., 2003).
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1.4.1. El receptor de androgenos

El RA es una proteina citoplasmica-nuclear, miembro de la familia de receptores nucleares. El
RA tiene una longitud de 919 aa y un peso molecular aproximado de 110 kDa (Heinlein y Chang,
2002). En el humano, el gen que codifica al RA se localiza sobre el brazo largo proximal del
cromosoma Xqll-12 (Gelmann, 2002) (Xg22-32 en la rata). Al igual que los miembros de la
familia de RN, el RA contiene un dominio DNT, donde se han encontrado dos regiones discretas
que contribuyen a la transactivacion. La primera region se localiza entre los aa 141-338 y es
requerido para la actividad transcripcional inducido por el andrégeno. Esta region también forma
parte de la superficie de interaccion del coactivador ARA24 del RA. La segunda region se trata
de la funcién de activacion 1 (AF-1) y se localiza entre los aa 360-494. Dentro del AF-1 se ha
localizado un motivo, 433(WXXLF)473, que interactia con el DUL. Esto sugiere que el AF-1
funciona como sitio de interaccién de coactivadores y como superficie de interaccién entre los
dominios amino y carboxilo-terminal (Heinlein y Chang, 2002). EI DUA del RA es una region
de 68 aa bien conservada el cual se dobla en dos dedos de zinc que reconocen secuencias
consenso especificas del ADN (Simental et al., 1991). EI RA se une como dimero a los consenso
de repeticion invertida GGTACANnNnTGTTCT. La region o dominio DB, que conecta a los
dominios DUA y DUL, contiene una sefial de localizacion nuclear (SLN) dependiente de ligando.
En el DUL del RA se localiza la funcion de activacion 2 (AF-2), responsable de la actividad
inducida por el andrégeno. La mutacién o eliminacién del AF-2 reduce significativamente la
activacion transcripcional en respuesta al ligando (Heinlein y Chang, 2002). EI AF-2 se une,
intramolecularmente, al motivo FXXFL del amino-terminal o a proteinas coactivadoras que
contienen los motivos LXXLL o FXXFL preferentemente. En este dominio también se ha

localizado una sefial de exporte nuclear dependiente del ligando (Gelmann, 2002).

Al unirse el andrégeno al RA localizado en el citoplasma, el RA se disocia de proteinas de
choque térmico y pasa de un estado conformacional inactivo a un estado activo (Brinkmann,
2001). Posteriormente, el complejo andrégeno-RA se trasloca al nicleo donde se une a otro
complejo andrégeno-RA. Luego, el homodimero se une al elemento de respuesta al andrégeno
del ADN vy de esta manera regula la expresion de genes, entre ellos su propio gen (Brinkmann,
2001; Carson-Jurica et al., 1990; Zhang et al., 2004).
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El RA se expresa en drganos y tejidos sensibles a andrégenos tales como en los 6rganos
reproductivos (ovario, Utero, epididimo, glandula prepucial y sebéacea, prostata, vesicula seminal,
testiculos, conducto deferente), tejido endocrino (glandula adrenal, glandula tiroides, pancreas),
tejido metabdlico (lengua, estomago, duodeno, yeyuno, ileo, colon, vejiga, higado, rifion), tejido
adiposo, tejido inmune (bazo, glandula del timo), sistema respiratorio (aorta, corazén, pulmon),
tejido esquelético (huesos, musculo esquelético, piel) y en el SNC (tallo cerebral, cerebelo,
cuerpo estriado, bulbos olfatorios, médula espinal, glandula pituitaria, hipotalamo) (Bookout et
al., 2006).

Particularmente, se ha observado que el ARNm del RA se expresa densamente en areas
cerebrales involucrados en el control hormonal de la conducta copulatoria tales como el APM, el
Nucleo Ventromedial del Hipotalamo (NVMH), en los Nucleos del Septum Lateral (NSL), en los
nucleos de la AMGm y AMGc, el Area Amigdalo-Hipocampal (AAH) y el NLET (Fernandez-
Guasti et al., 2010). En nucleos involucrados en procesos neuroendocrinos, tales como los
nucleos Anteroventral Periventricular (AVPV) y NArc, el ARNm del RA se expresa
moderadamente. Las células que expresan al ARNmM-RA fueron encontrados en regiones
olfatorias de la corteza y en los bulbos olfatorios (BO). También fue observado expresion del
ARNmM del RA en regiones involucradas en el relevo central de la informacion somatosensorial
como en los nucleos mesencefalicos del nervio trigémino, en los nucleos ventral-taldmico y en
los cuernos dorsal de la médula espinal. Asi como también el ARNm del RA se expresa en otras
regiones involucrados en el procesamiento sensorial y en motoreuronas somaticas del tallo
cerebral. Esto sugiere que el RA modula una amplia variedad de funciones neuronales (Simerly
et al., 1990).

Diversos estudios han demostrado que en diferentes areas cerebrales, los niveles de expresion del
RA dependen del andrégeno. Por ejemplo, en el NLET, en el APM, en el NSL, enel NVMH y la
AMGM de la rata y del ratén, los niveles de expresion del RA disminuyen 24 h después de la
castracion, pero se restablece con la administracion de T o 5a-DHT (Lu et al., 1998; Lynch y
Story, 2000).
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1.4.2. El receptor de estrogenos

El receptor de estrogenos (RE), al igual que el RA, pertenece a la familia de RN que funcionan
como factores de transcripcién. En la rata y otros mamiferos, se ha observado que existen dos
tipos de RE: el REa y el REB. En humanos, el REa tiene una longitud de 595 aa y un peso
molecular aproximado de 66 kDa. ElI REa esta codificado por el gen ESR1 localizado en el
cromosoma 6g24-q27. En cambio, el REB comprende una longitud de 530 aa con un peso
molecular de 54 kDa. El gen del REP estd codificado en el gen ESR2 localizado en el

cromosama 14921-922.

Los dos REs muestran un 97% de similitud en la secuencia de aa del DUA, un 56% de similitud
en la secuencia de aa del DUL, mientras que en el DNT sélo se observa una similitud del 24%.
La activacion transcripcional del REa esta mediado por dos funciones de activacion distintas: el
AF-1 (localizado en el DNT) y el AF-2 (localizado en el DCT). En el REp el AF-1 es més débil
que el del REa. Esto sugiere que la funcién de activacion transcripcional del REB depende mas
de la AF-2 que del AF-1. Los REs actian como dimeros para regular la activacion
transcripcional. Los REs se unen a elementos de respuesta a estrogenos (ERE;
GGTCANNnTGACC) consenso de sus genes blanco (revisado por Dahlman-Wright et al., 2006)
para modular la transcripcion de genes blancos de los REs.

Los REs se expresan en diferentes tejidos. Por ejemplo, el REa se expresa principalmente en el
ovario (células de la teca), en el Utero, en la prostata, en las celulas de Leydig de los testiculos,
en el epididimo, en los huesos, en las glandulas mamarias, en el higado, en el tejido adiposo
blanco y en varias regiones cerebrales (Dahlman-Wright et al., 2006). EI REB se expresa
principalmente en el colon, en el epitelio de la préstata, en los testiculos, en las células
granulosas de los ovarios, en la médula 6sea, en las glandulas salivares, en el endotelio vascular

y en ciertas regiones cerebrales (revisado por Dahlman-Wright et al., 2006).
En el SNC de la rata, las células que expresan a los REs se distribuyen ampliamente en el

cerebro con mayor densidad en las células del hipotalamo y regiones del telencéfalo que proveen
proyecciones al hipotalamo (Simerly et al., 1990). Por ejemplo, en los BO, corteza cerebral, NSL,
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APM, NLET, AMGm, Nucleo paraventricular del hipotalamo (NPVH), tdlamo (Th), area
tegmental ventral (ATV), substancia nigra (SN), rafe dorsal (RD), locus coeruleus (LC) y
cerebelo. EI REa se expresa predominantemente en el hipocampo, en el AP y en el hipotadlamo
(Mitra et al., 2003). Al igual que el ARNm del RA, el ARNm del REa también se expresa en
areas cerebrales que participan en la regulacion de la conducta sexual masculina como el NLET,
el APM, el NVMH y la AMGm (Fernandez-Guasti et al., 2010).

1.5. REGULACION HORMONAL DE LA CONDUCTA SEXUAL
MASCULINA

Estudios clasicos han mostrado que uno de los substratos bioldgicos de la conducta sexual es el
sistema endocrino. Por ejemplo, Berthold (1849) observd que en gallos, la remocion de los
testiculos elimina la conducta sexual. En cambio, si los testiculos s6lo se cambian de lugar
dentro de la misma cavidad abdominal, los gallos no pierden la conducta sexual. El analisis post-
morten revel6 que los testiculo se habian revascularizado sin evidencia de un restablecimiento de
las conexiones nerviosas. Esto sugirié que los testiculos secretan un factor que estimula la

conducta sexual y que se transmite por la sangre (revision en Agmo, 2007).

En mamiferos, la primera evidencia experimental sobre el papel de las hormonas gonadales en la
modulacién de la conducta sexual masculina, fue proporcionada por Steinach en el afio 1894.
Steinach observo que las ratas macho perdian la capacidad de copula (monta, intromision y
eyaculacion) algun tiempo después de la remocién de los testiculos. Afios mas tarde, Nissen
(1929) observd que en ratas macho castrados, la inhibicion sexual producida por la castracion se
revertia con la administracion del factor transmitido por la sangre sugerido por Berthol en 1849.
Poco tiempo después, en 1935, el factor producido por las células del testiculo y transmitido por
la sangre fue identificado y llamado testosterona (T). Estudios posteriores confirmaron que la T,
base o en forma de esteres de propionato, inducia conducta copulatoria en ratas macho
previamente castrados. La importancia de la T en la modulacion de la conducta copulatoria fue
confirmada en otras especies de mamiferos como en el jerbo, cobayo, ratones, hamsteres y otros

(revisién en Agmo, 2007).
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Aunado a la pérdida de la conducta copulatoria por la castracidn, también se ha observado que el
componente motivacional de la conducta sexual depende de las hormonas gonadales. Por
ejemplo, en ratas macho castrados, la preferencia de olores por una hembra en estro (Harding y
McGinnis, 2003), las conductas de marcado de territorio (Harding y Velotta, 2011; Matochik y
Barfield, 1991), las conductas de olfacion y blsqueda o las vocalizaciones ultrasénicas de 50
KHz se eliminan (Harding y McGinnis, 2003). Al igual que el componente comsumatorio de la
conducta sexual, el motivacional se restablece con la administracion de T (Matochik y Barfield,

1991) en machos castrados.

En la década de 1960 se descubrié que la T se metaboliza a 5a-dihidrotestosterona (5a.-DHT)
por la enzima 5a-reductasa o a E; por la enzima P450arom. Mas aun, ambas enzimas fueron
localizadas en distintas areas cerebrales involucradas en la modulacion de la conducta sexual
masculina (Lephart, 1993; Naftolin et al., 1975). Estos hallazgos sugirieron que la accién de la T
sobre la estimulacion de la conducta sexual puede ser a través de uno de estos dos metabolitos.
McDonald et al. (1970) observaron que en ratas macho castradas, la administracion sistémica de
125 ug/dia x 8 dias de 5a-DHT no revierte la inhibicion sexual producida por la castracion. En
cambio, Baum (1979) observod que la administracion de una dosis mas alta (1 mg/dia por 17 dias)
de 5a-DHT induce intromisiones y eyaculaciones en el 25% de los machos castrados. En el
mismo trabajo Baum (1979) observé que la administracion de metiltrienolona (R-1881: 1mg/dia
por 17 dias) un andrégeno no aromatizable y que no se metaboliza a androstanediol, estimula las
intromisiones en un nimero mayor de ratas macho castrados que la 5a-DHT, aunque el
porcentaje de machos que eyacularon fue similar entre ambos grupos. Estos resultados sugieren
que ni los andrégenos 5a-reducidos ni los 3a.- 0 33-androstanedioles participan en la activacion

de la conducta sexual de la rata macho.

Por otra parte, estudios clasicos han demostrado que el E; estimula la conducta sexual de la rata
macho. Por ejemplo, Davidson (1969) observo que en ratas macho castrados, la administracion
de 200 pg/dia de benzoato de estradiol (BE) restaura las intromisiones y eyaculaciones en el 67%
y 33% de los machos, respectivamente. Mas aun, dosis inferiores (10 pg/dia) de BE induce
montas e intromisiones como la T (Pfaff, 1970). De hecho, se ha observado que todas las ratas

macho castrados tratadas con 100 ug/dia por 24 dias de BE eyaculan al menos una vez
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(Sodersten, 1973). En ratas macho castrados sin experiencia sexual, la administracién de
aminoglutetimida (inhibidor de la enzima P450arom) previene el despliegue de la copula en
respuesta al tratamiento con T (Beyer et al., 1976; Morali et al., 1977). Estudios posteriores
confirmaron que en ratas macho C castrados, la administracion intracerebroventricular de
fadrozole (inhibidor de la enzima P450arom) previene la restauracion de la copula inducida por
el implante sc de cépsulas silasticas de T. Mas aun, se ha observado que en las ratas macho
castrados tratados con T, la inhibicion sexual inducida por el implante intracerebroventricular de
fadrozole se revierte con la administracion sc de E, (Vagell y McGinnis, 1997). Por su parte,
Roselli et al. (2003) observaron que en ratas macho intactos con capsulas de Silastic conteniendo
T, el tratamiento crénico con fadrozole reduce significativamente el numero de montas,
intromisiones y de eyaculaciones; mientras que, aumenta las latencias de monta, intromisién y
eyaculacion. De hecho, Roselli et al. (2003) observaron que en las ratas macho intactas tratadas
con T y fadrozole, el tratamiento subsecuente con E; restaura, al menos parcialmente, el numero
de montas e intromisiones, pero no el numero de eyaculaciones. Estos estudios sugieren que la

aromatizacion de la T a E; participa en la modulacion de la conducta sexual de la rata macho.

En ratones macho carentes de los exones 1y 2 del gen cypl9 (ArKO), se observé que el 58% de
los machos no monta a hembras sexualmente receptivas. El resto de los machos ArkKO mostraron
latencias de monta mayor y una frecuencia de monta menor que los machos silvestres o
heterocigotos (Honda et al., 1998). Mas aun, se observo que los macho ArKO no muestran
preferencia por el olor de una hembra en estro sobre el olor de un macho intacto (Bakker et al.,
2002). En los ratones macho ArKO, el tratamiento con BE induce conducta copulatoria, pero no
tiene efecto sobre la preferencia de pareja o por el olor de hembra en estro (Bakker et al., 2004).
Esto sugiere que la deficiencia conductual en los ratones macho ArKO se debe a la falta de un
efecto activacional del E,. En su conjunto, estos estudios demuestran que la aromatizacién de la
T a E; es importante para el despliegue de la conducta sexual masculina. Es decir, que en la rata

y el raton macho, la conducta sexual estd mediada, al menos parcialmente, por el E,.
En otros trabajos se ha observado que la inhibicion sexual producida por la castracidn se restaura

completamente con la administracion de ambos metabolitos de la T. Por ejemplo, Baum y

Vreeburg (1973) observaron que las ratas machos castrados tratados con 2 ug/dia de BE
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combinado con 200 pg de propionato de 5a-DHT sc eyacularon de forma similar a los machos
tratados con propionato de testosterona (PT). Larsson et al. (1973a; b) observaron que el
tratamiento combinado de E, (5 o 50 pg/dia) méds 5a-DHT (1 mg/dia) restablece las montas,
intromisiones y eyaculaciones en la mayoria de los machos prepuberalmente castrados. Estudios
mas recientes demostraron que en ratas macho castrados, el tratamiento crénico con E,, a dosis
fisioldgicas, aumenta el porcentaje de machos que montaron, pero no el de intromision ni el de
eyaculacion ni la preferencia por una hembra sexualmente receptiva en una prueba de
motivacion sexual incentiva. Mientras que, el tratamiento combinado de E; més 5a-DHT
restaura la conducta copulatoria y la preferencia de pareja como la que se observa en machos
intactos (Attila et al., 2010). Estos resultados apoyan la idea de que la expresion de la conducta

sexual masculina en las ratas, requiere de la accion conjuntade la Ty el E,.

1.5.1. Mecanismo de accién de la T y del E; sobre la modulacion de la conducta sexual

masculina

Numerosos estudios han demostrado que la T y el E; modulan la conducta sexual del macho a
través de su interaccion con sus propios receptores: el RA y el REa., respectivamente. Mas aun,
diferentes estudios han observado que el RA y el REa se expresan en neuronas de areas
cerebrales implicadas en la modulacion de la conducta sexual. Por ejemplo, McGinnis y Mirth
(1986) han mostrado que en ratas macho castrados, la restauracion de la conducta sexual
inducida por la administracion de T es inhibida con la administracion de hidroxiflutamida (OHF
0 Sch 16423), un antagonista del RA, y que los niveles altos del RA inducida por la T se
correlacionan con niveles altos de conducta sexual, apoyando un papel critico para la interaccion
de la T con el RA en la mediacién de la respuesta copulatoria. De hecho, en el APM, pero no en
el NSL de ratas macho castradas tratadas subcutaneamente con T, el implante de OHF previene
la restauracion de la conducta copulatoria (McGinnis et al., 2002). Por otro lado, en ratas macho
castrados tratados con T, la administracion de ICI-46474 o CI-628, antagonistas del RE,
producen un efecto depresor significativo, sobre la conducta de cépula (Beyer et al., 1976;
Luttge, 1975).
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Adicionalmente, los ratones macho carentes del gen que codifica al RA (KO-RA) o del REa
(KO-REa) no muestran conductas de monta, intromision o eyaculacion (Ogawa et al., 1997;
Sato et al., 2004; Wersinger et al., 1997). En ratas macho intactas, se observo que la infusion
bilateral en el APM, pero no en la AMGm del oligonucle6tido antisentido al ARN mensajero del
REa, redujo significativamente, la frecuencia de montas, intromisiones y eyaculaciones (Paisley
et al.,, 2012). En conjunto, estos estudios muestran que en la rata macho, la conducta sexual
depende de un RA y REa funcional y que la participacién de estos receptores sobre la

modulacion de la conducta sexual masculina depende del &rea cerebral donde se expresan.

1.6. REGULACION NEURAL DE LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

Los primeros estudios para entender la organizacion neuronal implicada en el control de la
conducta sexual en animales macho se hizo por lesiones grandes de areas cerebrales. Por ejemplo,
se ha observado que en ratas o0 gatos macho la remocion de la neocorteza suprime la conducta de
copula y la mayor deficiencia se observa con la remocion de la corteza frontal (Beach, 1940).
Las lesiones subcorticales, a menudo removiendo varias areas cerebrales, también producen
pérdida de la conducta sexual (Hull et al., 2006). Diferentes técnicas de lesiones cerebrales, en
conjunto con las técnicas electrofisioldgicas e inmunohistoquimicas han identificado y descrito
un grupo de estructuras cerebrales involucradas en la modulacion de la conducta sexual
masculina. Estas estructuras cerebrales forman un circuito neuronal conocido como sistema de
proyeccion vomeronasal (SPV) que incluye: al sistema olfatorio accesorio (SOA), al APM, al
NVMH, a la AMGm y al NLET, entre otras. En los parrafos siguientes se describe brevemente
las evidencias que demuestran la participacion de las principales estructuras del SPV en el

control de la conducta sexual masculina.

1.6.1. Sistema olfatorio

El sistema olfatorio (SO) se encarga de la percepcion de los olores. Estos son percibidos por el
sistema olfatorio principal (SOP) y el accesorio (SOA). EI SOP comprende al epitelio olfatorio
principal (EO, localizado en la cavidad nasal) que envia eferencias sensoriales a las neuronas

mitrales y empenachadas del bulbo olfatorio principal (BOP). A su vez, las neuronas mitrales y
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empenachadas del BOP envian sus eferencias a la corteza piriforme, al tubérculo olfatorio, a la
AMGc (anterior, posterolateral) y a la transicion corticoamigdalina (figura 3). En cambio, el
SOA comprende al 6érgano vomeronasal (OVN, localizado bilateralmente en la parte ventral del
septum nasal) constituido por neuronas sensoriales. Las neuronas sensoriales de la parte apical
del OVN proyectan sus axones a las neuronas mitrales y empenachadas de la parte anterior del
BOA. Mientras que, las neuronas sensoriales de la parte basal del OVN envian eferencias a la
parte posterior del BOA (Liman, 1996; Xia et al., 2006). En conjunto, las neuronas mitrales y
empenachadas del BOA anterior y posterior, proyectan sus eferencias, exclusivamente, al NLET,
a los nucleos del tracto olfatorio accesorio (NAOT), a los ndcleos amigdaloides medial (AMGma
y AMGmp) y a los nucleos amigdaloides cortical posteromedial (PMCN). Las neuronas de estas
areas, a su vez, proyectan a nucleos hipotaldmicos tales como al APM, al NVMH y a ndcleos
supradpticos y premamilares, los cuales estan asociados con la conducta sexual, de agresion y
parentales (Dulac y Wagner, 2006; Martinez-Marcos, 2009) (figura 3).

Figura 3. Representacion esquematica de las rutas de proyeccion del sistema olfatorio accesorio (SOA) (del lado
izquierdo y en rojo) y del sistema olfatorio principal (SOP) (del lado derecho y en azul). AMGma o AMGmp:
amigdala medial anterior o posterior; PLCN o PMCN: nlcleo amigdaloide cortical posterolateral o posteromedial;
EO: epitelio olfatorio; TT: la tenia tecta; AON: nucleo olfatorio anterior; OT: tubérculo olfatorio; NLOT: nicleo del
tracto olfatorio lateral; PIR: corteza piriforme; ACN: nucleo cortical anterior; EC: corteza entorrinal. Tomado y
modificado de Dulac y Wagner (2006).
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Numerosos estudios han demostrado que en muchas especies de mamiferos como hurones,
hamsteres, ratas y otros, las sefiales olfatorias estan involucradas en la seleccion apropiada de la
pareja sexual (Curtis et al., 2001). Los machos pasan méas tiempo cerca de una hembra en estro
(Agmo, 2003) y las hembras pasan mas tiempo cerca de un macho sexualmente activo
(Dominguez-Salazar et al., 2002). Inclusive, los machos prefieren a una hembra receptiva aunque
ésta esté anestesiada o detras de una malla en donde los machos s6lo pueden olerla (Carr et al.,
1965).

Estudios realizados en ratones, ratas y campafioles macho, han demostrado que la remocion
quirargica del OVN disminuye marcadamente la conducta de apareamiento y agresiva intra-
especies, lo que sugiere que el SOA esta involucrado en la deteccion de olores sexualmente
relevantes (Clancy et al., 1984). Por ejemplo, en el hamster macho, el corte del nervio
vomeronasal, con una navaja, elimina la expresion de la conducta sexual en el 40% de los
machos. Mientras que, la destruccion de la mucosa olfatoria con sulfato de zinc no altera la
conducta copulatoria. En cambio, si las lesiones del OVN incluyen la mucosa olfatoria, la
conducta copulatoria se elimina en el 100% de los machos (Winans y Powers, 1977), similar a la
remocion bilateral de los BO (Murphy y Schneider, 1970). Esto sugiere una coparticipacion del

OVN vy la mucosa olfatoria en el reconocimiento de sefiales sexualmente relevantes.

Mas aun, se ha demostrado que la importancia del OVN en la modulacion de la conducta sexual
depende de la experiencia sexual. En el hdmster macho sin experiencia sexual, la remocién del
OVN elimina completamente la cépula, (Meredith, 1986). En ratas macho sexualmente expertos,
las lesiones del OVN no elimina la copula con hembras sexualmente receptivas (Kondo et al.,
2003). Estos hallazgos sugieren que el OVN es importante para la ejecucion de la cépula en el

primer encuentro sexual, pero no para los subsecuentes encuentros.
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1.6.2. Area preoptica medial

El AP es una region cerebral que se localiza en la parte anterior del hipotalamo. ElI AP consiste
de cuatro nucleos: mediana (MD), lateral (L), paraventricular (PV) y medial (M). EI AP participa
en la regulacién de diversas funciones, tales como la termorregulacion y en la homeostasis del
suefio (parte mediana y lateral) (Boden et al., 2000), en la liberacién de varias hormonas
hipofisiarias (Pi y Grattan, 1999), la conducta maternal (Stack et al., 2002) y la conducta sexual
masculina (Paredes y Baum, 1997) (parte medial). Las lesiones bilaterales o grandes
(extendiéndose al hipotadlamo anterior rostral) del APM deterioran severamente la conducta
copulatoria en diferentes especies tales como: ratas, hdAmsteres, ratones, cobayos, gerbos, perros,
gatos, cabras, monos rhesus, lagartos y peces macho (Hull et al., 2006). Si las lesiones son
pequefas o unilaterales se producen deficiencias poco severas en la conducta copulatoria; pero,
si son extensas la conducta se inhibe por completo y de forma permanente (Paredes, 2003) .
Debido a la severidad de los efectos de las lesiones del APM vy a la variedad de especies en las
que los efectos de estas lesiones han sido descritos, a esta region se le considera de gran
importancia en la regulacion neural de la conducta sexual masculina (Paredes, 2003). Por
ejemplo, en ratas macho con lesiones en el APM, se ha observado que ni la exposicion a
diferentes hembras sexualmente receptivas (Heimer y Larsson, 1967), ni el tratamiento cronico
con T o la administracion de choques eléctricos de baja intensidad a los flancos son capaces de
reactivar la conducta sexual (Meisel, 1983). También, se ha observado que las ratas macho
sexualmente expertas con lesiones en el APM modifica su preferencia olfatoria de tal manera que
pasan el mismo tiempo oliendo el aserrin de hembras en estro o en anestro (Hurtazo y Paredes,
2005). Esto sugiere que el APM es una estructura crucial para la integracion de los estimulos
sensoriales que determinan en un individuo la preferencia olfatoria por el sexo opuesto (Hurtazo
y Paredes, 2005). En la misma linea, se ha demostrado que la estimulacién eléctrica del APM de
ratas machos intactas acelera la cdpula hasta la eyaculacion reduciendo el nimero de montas,

intromisiones, la latencia de eyaculacion y el intervalo post- eyaculatorio (Malsbury, 1971).

Estudios inmunohistoquimicos han demostrado que las neuronas del APM se activan durante la
copula o por olores sexualmente relevantes. Por ejemplo, se ha observado que en el APM de
ratas macho C que intrometen o eyaculan, el numero de células inmunorreactivas (ir) a la

proteina Fos (marcador de actividad neuronal) es mayor que en los machos sin acceso a hembras
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sexualmente receptivas o aquellos machos mantenidos en una caja de cdpula con aserrin limpio.
De hecho, en el APM de ratas macho C, el nivel de expresion de Fos se correlacion6 con la
intensidad de la actividad sexual. Esto es, en el APM de ratas macho C que eyacularon hasta dos
veces mostraron mayor numero de células ir-Fos que los machos que intrometieron una sola vez
0 aquellos que intrometieron 5 veces (Baum y Everitt, 1992). Nosotros, hemos observado que en
el APM de ratas macho C, la exposicion a la cama de aserrin de hembras en estro, pero no a la
cama de aserrin limpia, aumento significativamente el namero de células ir-Fos (Portillo et al.,
2006b; Portillo y Paredes, 2004). Estos estudios sugieren que el APM de la rata macho esta

involucrada en la modulacion del componente motivacional y de ejecucion de la conducta sexual.

Los estudios con implantes hormonales intracerebrales han mostrado que la modulacion de la
conducta sexual del APM de la rata macho depende de hormonas. Esto es, estudios clasicos han
demostrado que en el APM de ratas macho C castrados, el implante bilateral de T o E; estimula
la conducta sexual (Christensen y Clemens, 1974; Johnston y Davidson, 1972; Lisk, 1967). Por
otro lado, se ha observado que en ratas macho C castrados tratados subcutaneamente con 5a.-
DHT, el implante de E; en el APM induce conducta eyaculatoria en el 60 % de estos machos en,
al menos, 40% de las pruebas post-implante (Davis y Barfield, 1979). En ratas macho
gonadalmente intactos, el implante bilateral sc de E, en el APM y de fadrozole mantiene la
conducta de monta y parcialmente las eyaculaciones, lo que sugiere una participacion importante
de las neuronas del APM que expresan al RE en la modulacion de la conducta sexual (Clancy et
al., 2000). En conjunto, estos resultados sugieren que la modulacion de la conducta sexual

masculina del APM depende de la activacidn androgénica y estrogénica.

1.6.3. Nucleo Ventromedial del Hipotalamo

En la rata, el NVMH es reconocido principalmente por su papel en el control de la conducta
sexual femenina (Mathews et al., 1983), pero también modula la conducta sexual masculina. Las
lesiones del NVMH a menudo estimulan aspectos de la actividad sexual masculina, lo que
sugiere que el NVMH inhibe tonicamente la conducta sexual masculina (Hull et al., 2006). Al
respecto, pequefias lesiones electroliticas en el NVMH de la rata macho castrada y tratadas con T

exogena, reduce la latencia a la expresion de la conducta copulatoria (Christensen et al., 1977).
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De manera similar al APM, el NVMH es rico en RA y RE (Simerly et al., 1990) y recibe
estimulos genitosensoriales a través de proyecciones del mesencéfalo, asi como estimulos

quimiosensoriales via proyecciones de la AMG (Canteras et al., 1995).

Estudios previos han demostrado que, al igual que en ratas machos castrados tratados sc con T,
en el NVHM de ratas macho castrados, el implante de propionato de T (PT) restaura la
preferencia de pareja, pero no la conducta de copula (Harding y McGinnis, 2003). Més aun, se ha
observado que la T ejerce su efecto a través del RA. Es decir, en el NVMH de ratas macho C
castrados, tratados sc con T, el implante de OHF inhibe la restauracion de la preferencia de
pareja y la preferencia de lugar condicionada (Harding y McGinnis, 2004). En ratones macho
castrados, el implante de T incrementa el marcaje con orina (Nyby et al., 1992). Lo anterior

sugiere que el NVMH contribuye a la motivacion sexual dependiente de T.

1.6.4. Amigdala medial

La amigdala (AMG) es una estructura cerebral en forma de almendra localizada en el 16bulo
temporal medial. Consiste de un conjunto de mas de 10 nucleos que se dividen en tres grupos. El
grupo profundo o basolateral de la AMG incluye a los nucleos laterales (AMGI), a los nucleos
basales (AMGDb) y nucleos accesorios basales (AMGab); el grupo superficial o tipo cortical
comprende a los nucleos corticales (AMGc) y ndcleos del tracto olfatorio lateral (NLOT); y el
grupo centromedial incluye a los ndcleos central (AMGce) y medial (AMGm) (Sah et al., 2003).
La AMG se ha relacionado con la regulacion del aprendizaje y la memoria, con las funciones
autonomicas y neuroendocrinas (nacleo central y division baso-lateral) y con varias conductas
sociales (division corticomedial) (Newman, 1999). Entre estos ultimos procesos se incluyen las

emociones, la agresion y la conducta sexual (Hull et al., 2006).

En los hamsteres o en las ratas macho las lesiones de la AMG basolateral no producen efecto
perjudicial sobre la copula; por el contrario, se ha sugerido que las ratas macho con lesiones en la
AMG basolateral copulan méas rapidamente que los machos control (Harris y Sachs, 1975). En
cambio, en ambas especies, lesiones en la AMG corticomedial producen deficiencias en la

conducta copulatoria (revisado en Hull et al., 2006).
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Al igual que en el APM, en la AMGm, la mayoria de las neuronas ir-Fos, también son ir a RHES
(Greco et al., 1998). Ademas, se ha descrito que esta region cerebral es sexualmente dimdrfica
(siendo mas grande en machos que en hembras) y que en la rata hembra adulta el implante de T
aumenta su tamafio (Cooke et al., 1999). Funcionalmente, en la AMGm de la rata macho
castrada, el implante bilateral de T retrasa la pérdida de la cdpula y de las erecciones sin contacto
(Bialy y Sachs, 2002). Igualmente, en la AMGm de la rata macho castrada, el implante de E;
estimula las montas (Rasia-Filho et al., 1991). Por otro lado, en la AMGm de ratas macho
castrados tratados sistémicamente con una dosis subumbral de E;, el implante unilateral de 5a-
DHT fue suficiente para estimular la conducta copulatoria (Baum et al., 1982). Por lo tanto, la
estimulacién de los RA y RE en la AMGm de la rata macho contribuyen a la activacion de la

conducta copulatoria.

1.6.5. Nucleo lecho de la estria terminal

La estria terminal es un sistema de fibras principales que conecta reciprocamente a la AMG con
otras estructuras limbicas (de Olmos, 1972). EI NLET, al igual que la AMG, es una region

cerebral heterogénea con subnucleos funcional y anatomicamente distintos (Alheid et al., 1995).

El NLET juega un papel modulador en el control de la conducta sexual. Particularmente, la
region posteromedial del NLET se ha relacionado con la modulacion de la conducta sexual
masculina (Emery y Sachs, 1976). En la rata macho, las lesiones del NLET inducen deficiencias
en el inicio de la cépula como un incremento en el nimero de intromisiones y falta de
eyaculacion en algunos machos (Emery y Sachs, 1976). Mas aun, se ha observado que las
lesiones del NLET de ratas macho, disminuye las erecciones sin contacto (Liu et al., 1997). En el
hamster macho, las lesiones electroliticas del NLET disminuye las investigaciones ano-genitales
(Powers et al., 1987). Adicionalmente, en nuestro laboratorio, hemos observado que en el NLET
de ratas macho C, la exposicion a cama de aserrin de hembra en estro, pero no la cama de aserrin
limpio aumenta el numero de células ir-Fos (Portillo et al., 2006b). Estos estudios sugieren que el

NLET participa en la modulacion del componente motivacional de la conducta sexual del macho.
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1.7. MACHOS COPULADORES LENTOS (CL)

La mayoria de las ratas macho eyaculan después de un promedio de 10 intromisiones en un
intervalo de 2-10 minutos (conocidos como machos sexualmente expertos; SE) (Hull et al.,
2006). Sin embargo, existen ratas machos que montan e intromiten pero que no eyaculan en
pruebas de 30 min o que toman mas tiempo en eyacular (Damassa et al., 1977; Kohlert y Bloch,
1996; Pattij et al., 2005; Portillo et al., 2006b). Mas aun, se ha descrito la presencia de machos
gue no montan ni intromiten ni eyaculan después de varias sesiones de pruebas de cépula con
una hembra sexualmente receptiva (Portillo y Paredes, 2004; Whalen et al., 1961). Los machos
que no eyaculan en pruebas de copula de 30 min se les conoce como copuladores lentos (CL),
mientras que los machos que no copulan se les conoce como no copuladores (NC). Este tipo de
variacion en el desempefio sexual también se ha descrito en otras especies de mamiferos como en
gerbos (Clark y Galef, 2000), cobayos (Harding y Feder, 1976), monos Rhesus (Phoenix y
Chambers, 1988) y carneros (Alexander et al., 1999).

Se ha descrito que en las ratas macho CL no muestran alteraciones en la atencién selectiva o en
la capacidad de aprender una tarea de evitacion activa (Kohlert y Bloch, 1996). Ademas, estos
machos CL no muestran deficiencias en la actividad general, en la actividad locomotora o en las
conductas de evitacion-aproximacion (Pattij et al., 2005). Estas evidencias sugieren que los

machos CL no tienen una deficiencia cognitiva que pudiera explicar la falta de eyaculacion.

En estudios previos, hemos demostrado que las ratas macho CL muestran una clara preferencia
por interactuar con una hembra sexualmente receptiva o por el olor de la cama de hembras en
estro en comparacion con el olor de una cama de hembras en anestro o limpia. Sin embargo, el
tiempo que pasan los machos CL investigando el olor de la cama de hembra en estro fue
significativamente menor que los machos SE. Esta diferencia conductual no se explica por
alteraciones en su sistema olfatorio o en el procesamiento de olores sexualmente relevantes: las
estructuras de la ruta de proyeccion vomeronasal se activan de igual forma en machos CL y SE
(Portillo et al., 2006b). Esto fue confirmado cuando observamos que los machos CL pueden
discriminar entre olores no sexuales y olores sexualmente relevantes usando una prueba de

habituacidén-desahbituacion. En el mismo estudio, demostramos que las hembras sexualmente
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receptivas pasan el mismo tiempo en la zona incentiva de los machos CL y de los machos SE,
sugiriendo que para la hembra, los machos CL son igual de atractivos que los machos SE (De
Gasperin-Estrada et al., 2008).

La deficiencia en la conducta eyaculatoria tampoco se asocia con alteraciones en la
concentracion plasmatica de T o E,. Por ejemplo, Damassa et al. (1977) observaron que entre las
ratas macho que no intromiten y las que intromiten, en varias pruebas de cépula con una hembra
sexualmente receptiva, la concentracion plasmatica de T fue similar. Ademas, nosotros
observamos que entre los macho que eyaculan en 3 pruebas de copula con una hembra
sexualmente receptiva y aquellos machos que no lo hacen, la concentracion plasmatica de T y de
E, fue similar (Portillo et al., 2006b).

Estudios previos que evaltan el efecto de las hormonas sobre el desempefio sexual de las ratas
macho no diferencian claramente entre machos no copuladores, aquellos machos que no
muestran monta, intromisién o eyaculacion en varias pruebas con una hembra sexualmente
receptiva, de los machos CL. Por ejemplo, Damassa et al. (1977) clasificaron como NC a
aquellos machos que no intromitieron en ninguna de 7 pruebas de copula, pero no especificaron
si estos machos no montaron. De igual forma, Craig et al. (1954) clasificaron a ratas macho
como no reproductores o CL si después de ser expuestos a diferentes hembras en varios periodos
de estro las hembras no quedaban prefiadas. Aunque estos machos no prefiaran a las hembras esta

claro que pudieron mostrar montas, intromisiones e inclusive eyacular.

1.8. MACHOS NO COPULADORES (NC)

Los machos no copuladores, como se mencion0 arriba, son aquellos machos que no muestran
conducta copulatoria a pesar de ser probados varias veces con hembras sexualmente receptivas.
Al igual que en los machos CL, los machos NC han sido descrito en diferentes especies como en
ratas, jerbos, cobayos y ratones (Canseco-Alba y Rodriguez-Manzo, 2013; Portillo et al., 2013).

Aun se desconocen las causas de esta deficiencia conductual. Por ejemplo, se ha mostrado que en
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la rata macho NC, la concentracion plasmatica de T o E; es similar a lo observado en machos C
(Portillo et al., 2007; Stefanick y Davidson, 1987; Whalen et al., 1961).

En ratas macho C castrados, el tratamiento con PT restaura la conducta sexual, pero este
tratamiento no induce la conducta sexual en ratas macho NC castradas o NC intactos (Portillo y
Paredes, 2003; Whalen et al., 1961). Ademas, las ratas macho NC, permanecen sin mostrar
conducta copulatoria después de un tratamiento con PT inclusive después de 5 minutos de estar
presionando la cola con una pinza, un procedimiento que facilita la conducta sexual en machos C
(Larsson, 1979). Aunque, en machos C castrados el PT restaura la preferencia de pareja y
olfatoria a hembras receptivas, en machos NC castrados éste tratamiento no induce una
preferencia por las hembras receptivas o por su olor (Portillo y Paredes, 2003; Whalen et al.,

1961). Estos resultados sugieren, que la falta de copula no se debe a una alteracion androgénica.

Pottier y Baran (1973) observaron que las ratas macho NC mostraron menos actividades
generales como la exploracién de la cadmara, inmovilidad, conductas dirigidas hacia las hembras
y auto-acicalamiento que los machos C. Es decir, las ratas macho NC son menos activos y
responden menos a estimulos nuevos. Aun mas, si los machos NC responden a la novedad, la
habituacion es lenta comparada con los machos C. Adicionalmente, Pottier y Baran (1973)
observaron que los machos NC muestran indices de emocionalidad o estados de salud similar a
los machos C. Los datos obtenidos por Pottier y Baran (1973) indican que la rata macho NC
muestra un sindrome conductual general que la distingue del macho C. Este sindrome no
copulador esta caracterizado por una inactividad relativa que parece reflejar una refractariedad a

estimulos nuevos.

Otros estudios han mostrado que la falta de copula en estos animales, no se explica por una
disfuncion peneana; es decir, el nimero de reflejos peneanos y la emision seminal espontanea es
similar a los machos C (Stefanick y Davidson, 1987). Nosotros, hemos demostrado que los
machos NC no estan feminizados. Es decir, en las ratas macho NC previamente castrados, el
tratamiento con E, mas progesterona (P4) induce un coeficiente e intensidad de lordosis similar a
lo observado en los machos C, pero significativamente menor que las hembras ovariectomizadas

con el mismo tratamiento hormonal (Portillo y Paredes, 2003).
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En nuestro laboratorio hemos demostrado que los machos NC no muestran preferencia por una
hembra sexualmente receptiva en pruebas donde ellos pueden escuchar, ver y oler a una hembra
en estro o un macho sexualmente activo, pero donde el contacto fisico no es posible ya que los
animales estan separados por una malla de alambre. También, demostramos que los machos NC
muestran una preferencia significativamente reducida a olores de una hembra en estro en
comparacion a los machos C (Portillo y Paredes, 2004). Estas observaciones sugieren que la falta
de copula en estos animales se debe a una alteracion en el componente motivacional de la
conducta sexual. Con la finalidad de determinar si la baja motivacion sexual mostrada por los
machos NC es debida a una deficiencia en el procesamiento de claves olfatorias sexualmente
relevantes evaluamos la activacion de las estructuras cerebrales que integran el SOA ante
estimulos sexualmente relevantes o estimulos no sexuales. Encontramos que, en la capa de
células mitrales del BOA de las ratas macho NC expuestas al aserrin de hembra en estro, pero no
en otras estructuras cerebrales del SOA, el numero de células ir-Fos fue mayor que en el grupo
control expuestos a aserrin limpio. En cambio, en todas las estructuras del SOA de los machos C
expuestos a aserrin de hembra en estro el nimero de células ir-Fos fue mayor que en el grupo
control expuestos a aserrin limpio. Estos resultados sugieren que el sistema olfatorio de la rata
macho NC es funcional y que la deficiencia sexual esta relacionado a alteraciones en la actividad
neuronal de otras areas cerebrales (Portillo y Paredes, 2004). Por ejemplo, en el APM y en la
AMGmM de los machos NC hemos observado una expresion diferencial del RA y del REa. Es
decir, encontramos que en el APM y en la AMGm, pero no en las capas celulares mitral o
granular del BOA o en el NLET de los machos NC el numero de células ir-RA fue mayor que en
los machos C. En cambio, el nimero de células ir-REa fue menor en el APM de los machos NC
que en los machos C; mientras que, en la AMGm el nimero de células ir-REa fue mayor que en
los machos C (Portillo et al., 2006a). Mas adn, en un estudio posterior, observamos que en el
APM, pero no en otras estructuras cerebrales de los machos NC existe una menor actividad de la
enzima aromatasa que en los machos C (Portillo et al., 2007). En su conjunto, estos estudios
sugieren que en el APM de los machos NC existe una alteracion funcional asociada a la falta de

copula.
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2. JUSTIFICACION

Existen ratas macho saludables que montan, intromiten pero no eyaculan (CL) en pruebas de
copula de 30 min o mas con hembras sexualmente receptivas. Mas aun se ha observado que
existen ratas macho que no copulan (NC) a pesar de ser probados repetidamente con hembras
sexualmente receptivas. La deficiencia copulatoria en estos machos no se explica por
alteraciones en la concentracion plasmatica de T o E,. De hecho, la administracion sistémica de
T no induce la eyaculacion en los machos CL o la copula en los machos NC sugiriendo que la
deficiencia conductual no se debe a una alteracion androgénica. En cambio, nosotros hemos
observado que en el APM de los machos NC existe una menor actividad de la enzima P450arom
comparado con los machos C, un nimero mayor de células ir-RA y un namero menor de células
ir-REa. Por lo tanto, si en los machos CL la falta de eyaculacién se debe a una deficiencia en la
actividad de la enzima aromatasa similar a los machos NC, la administracion sistémica de E;
inducira la conducta eyaculatoria como en los machos C. Con base en las evidencias ya
mencionadas, en un segundo objetivo evaluamos el efecto del implante de E; 0 T en el APM de

ratas macho NC sobre la conducta de cépula.
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3. HIPOTESIS

3.1. En las ratas macho copuladores lentos, la administracion sistémica de E, inducird la

conducta eyaculatoria.

3.2. En las ratas macho no copuladores, el implante de E; en el APM inducira la conducta de

copula.
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4. OBJETIVOS
4.1. GENERAL

4.1.1. Determinar el efecto de la administracion de testosterona o de estradiol sobre la conducta

de copula en las ratas macho copuladores lentos y no copuladores.

4.2. PARTICULARES
4.2.1. Evaluar el efecto de la administracion sistémica de E, o T sobre la conducta eyaculatoria

de ratas macho copuladores lentos.

4.2.2. Evaluar el efecto del implante de E; 0 T en el APM o en el NVMH o en la AMGm de ratas

macho copuladores castrados sobre la conducta de copula.

4.2.3. Determinar si el implante de E; o T en el APM de ratas macho no copuladores induce

conducta sexual.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. GENERALES

5.1.1. Sujetos

Los sujetos fueron ratas macho adultos de la cepa Wistar con peso corporal promedio de 380-400
g. Los animales fueron colocados en cajas de acrilico (4 animales por caja) a 21 + 1 °C bajo un
ciclo de 12 h luz-12 h obscuridad invertido. Las luces se encendian a las 10:00 h y se apagaban a
las 22:00 h. Los animales tuvieron libre acceso a comida y agua. Los estimulos sexuales fueron
ratas hembra adultas de la misma especie ovariectomizadas (OVX) al menos 2 semanas antes de
ser utilizadas. La receptividad de las hembras fue inducida con BE (25 ug/rata sc 48h antes de la

prueba copulatoria) y P4 (1 gm/rata sc 4h antes de la prueba copulatoria).

5.1.2. Pruebas de copula

Una sesion de copula consistié en colocar a una rata macho dentro de una caja de acrilico (40 x
60 x 40 cm). Después de un periodo de cinco minutos de adaptacién se introdujo a una hembra
sexualmente receptiva. En cada sesion de cépula se registrd la latencia de monta (LM), la
latencia de intromision (LI), la latencia de eyaculacion (LE) y el nUmero de montas (NM) y de
intromisiones (NI) previos a la eyaculacién. Los animales fueron observados por 30 min o hasta

la primera intromision después de la eyaculacion.

5.2. EXPERIMENTO 1: RATAS MACHO CL

5.2.1. Pruebas de seleccién

Todas las ratas macho sin experiencia sexual fueron sometidos a 5 sesiones de coOpula, a
intervalos de 48 h entre sesion. Los machos con una latencia de eyaculacion menor de 15 min en,

al menos, las ultimas tres de las cinco sesiones fueron considerados como sexualmente expertos
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(SE). Los machos que montaron, intromitieron pero que no eyacularon en 4 de las 5 sesiones
fueron considerados como copuladores lentos (CL).

5.2.2. Tratamiento hormonal

Una semana después de la ultima sesion de cdpula de seleccion, los macho CL recibieron
implantes subcutaneos de capsulas de Silastic (2 cm de largo; 1.98 mm de didmetro interno; 3.18

mm de didmetro externo) con E; (n=10) o T (n=9) o vacias (n=9).

5.2.3. Pruebas de conducta sexual post-implante hormonal

Comenzando una semana después del implante hormonal, los macho CL fueron sometidos a 7
pruebas de copula, una por semana, con una hembra sexualmente receptiva. Al final del
experimento, los machos CL fueron pesados y sacrificados con una sobredosis (32 mg/rata) de
pentobarbital sédico. Posteriormente los testiculos, la prostata, el epididimo, las vesiculas
seminales fueron disecados y se determind el peso de cada uno de estos tejidos.

5.2.4. Andlisis estadistico

El porcentaje de ratas macho CL que montd, intromitié o eyaculo con los diferentes tratamientos
hormonales fueron comparados con la prueba estadistica Chi cuadrada y las diferencias entre
grupos fue determinada con la prueba estadistica de Fisher. Los parametros de la cépula no se
distribuyeron de manera homogénea; por lo tanto, fueron comparados con el analisis de varianza
de rangos de Kruskal-Wallis seguido por la prueba de Dunn. En cambio, el peso corporal,
testicular, de la prostata, del epididimo y de las vesiculas seminales de las ratas macho CL se
distribuyeron homogéneamente y fueron comparados por medio de un analisis de varianza de
una via seguido por la prueba de Tukey. Todas las pruebas estadisticas empleadas fueron
Ilevadas a cabo con el paquete estadistico SigmaPlot para Windows versién 11.0 (Build 11.2.0.5
Systat Software, San Jose, CA).
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5.2.5. Resultados

5.2.5.1. Efecto de la T 0 E;, sobre la conducta de copula de las ratas macho CL

Las ratas macho CL fueron observados en un total de 12 pruebas de copula: 5 pruebas de cpula

de seleccidn y 7 pruebas semanales de cdpula después del implante sc de T o Eo.

Previo al implante hormonal, los machos CL desplegaron montas e intromisiones de forma
inconsistente y eyacularon sélo en una de cinco sesiones. Posterior al implante hormonal, los
machos CL tratados con T y los controles mostraron un patrén de montas e intromisiones mas
consistentes. EI 60% de los machos CL control eyaculo después de la cirugia. El tratamiento
cronico con T o E; no modificd el porcentaje de ratas macho CL que montan o intromiten. En
cambio, el porcentaje de ratas macho CL tratados con E; que eyaculd fue menor en las pruebas 8
(vs control), 9 (vs T), 12y 13 (vs T y control) (ver figura 4).
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5.2.5.2. Efecto de la T o el E; sobre los pardmetros copulatorios de las ratas macho CL

El NM fue significativamente diferente entre los grupos en las pruebas semanales de copula 11
(KW H:13,473; p=0.001), 12 (KW H:11,790; p=0.003) y 13 (KW H:10,407; p=0.005). Los
machos CL tratados con E; mostraron mayor NM en las pruebas semanales de copula 11, 12y 13
que los machos del grupo control y en la prueba 12 con respecto a los machos CL tratados con T
(tabla 1). Las ratas macho CL no mostraron diferencias consistentes en las LM o LI. Excepto que,
los machos CL tratados con T mostraron una menor LM en la prueba semanal de cépula 8 con
respecto al grupo control. Mientras que, los machos CL tratados con E, mostraron una L1 mayor

en la prueba semanal de copula 13 con respecto al grupo tratado con T o control (tabla 2).

Tabla 1. Pardmetros de la copula en ratas macho CL en las diferentes sesiones.

Sesion de NuUmero de montas NuUmero de intromisiones

Copula | capv n T n E, n| Capv n T n E, n

1 6.0+26 4 133.0+122 7 |26.2%6.9 6 [120+4.0 2 |44+15 5 ]118+26 5
215+26 8 |254+6.2 7 1228+6.4 10 ]105+23 8 (13.0+x28 5 |8.0+1.7 10
156+28 6 (37.2+139 6 [29.8+4.8 9 [116+38 5 |100+25 6 |16.2+48 9

263+33 8 |264+84 8 |131.5+43 7 1209+28 7 |17.2+51 6 |144+34 7

g B~ W DN

90+32 9 [230+7.6 9 [280+6.1% 10[157+44 3 [94+20 8 [89+22 8
6. Inicio del tratamiento hormonal
7 124+26 9 [179+54 9 [239+50 10 [133+20 9 [131+14 9 |115+21 10
8 11.9+30 9 [243+85 9 [363+97 10[93+21 9 [91+13 8 |121+24 9
9 120+55 9 [233+58 9 [23.7+65 10 [107+16 9 [127+27 9 |11.9+28 8
10 |144+39 8 |152+26 9 19437 10[126+42 8 [152+34 5 [218:38 8
11 |s9+11 8 |116+27 9 [232%42+ 1011315 7 [141+22 9 [120£21 10
12 |103+32 9 [91+19 9 [25.7+36¢ 10(98+13 9 [11.6+17 9 |[180+30 10

13 6.9+19 9 110.6+23 9 [193+3.1* 10|11.3+14 8 |111+16 9 (10617 10

Numero promedio + error estdndar de montas e intromisiones de ratas macho CL antes y después del

tratamiento hormonal. * Diferente de CapV: p<0.05; ¢ Diferente de los grupos CapV y T: p<0.05.
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Tabla 2. Latencias de monta, intromision y de eyaculacién en ratas macho CL en las diferentes sesiones.

Sesion de Latencia de monta Latencia de intromision Latencia de eyaculacion

Copula CapV T E, CapV T E, CapV T n E,
1 1083+27.1 |152.1+91.4 [127.5+41.8 [376.0+107.0 |656.4+305.7 [202.0+ 66.5
2 1238+411 (833£285  |439.3+1805 [267.6+64.6 |339.4+200.5 |516.0+175.5
3 186.3+104.1 (320.9+1843 |742+219 [1648+643  |472.0+2335 [273.8+101.4 1203.0 + 394.7
4 3229+1765 |1989+138.4 (101.8+265 [212.7+1288 |250.7+1523 (337.4+186.6  |[1318.4+1689 5 |[770.0+140.0 2 |1037.0 +243.9
S 109.8+481 |1335+60.8 [146.1+581 [113.3+26.2 [373.1+1625 [180.7+52.7 616.0 1 111252235 2 |1093.0 +282.0

6. Inicio del tratamiento hormonal

7 171.0+688 |[58.0+254  [657+19.2 [263.0+1530 |[162.1+857 [209.6+1138  [|652.0+98.0 6 [721.6+106.6 7 |953.0+110.7
8 177.7+69.1 [253+11.1% [740+19.0 |[546.3+194.1 [108.6+355  |198.8+66.3 781.0+1284 6 [529.0+2313 4 |1546.0
9 739+279 [207+82 926+443 [196.4+885 [39.9+150 2710+ 1158t [480.5+87.4 6 [868.3+149.2 9 932.0+126.0
10 63.9+237 |217.3+140.4 |136.6+659 [260.6+165.1 [228.2+148.8 [1435+67.0 737.7+1743 6 [7144+1107 7 [853.0+1703
11 260.6+159.9 |77.4+66.2  [260+81  [|109.0+57.6 |101.3+852  |147.0+475 7708+1036 6 [725.1+1245 8 [1124.8+2196
12 476+204 [57.7+482  [440+157 |100.4+341  |60.7+47.8 84.9+22.7 7718+106.6 8 [500.0 +88.0 9 |[14380
13 1132+725 |528+351  [69.9+18.0 [46.8+218 103.1+324  [381.7+127.6¢ [697.0+139.6 7 [667.5+ 1517 6 [1484.0

Latencia promedio (+ error estandar) de monta o de intromision o de eyaculacion de ratas macho CL antes y después del tratamiento hormonal.* Diferente de CapV:

p<0.05; ¢ Diferente de los grupos CapV y T: p<0.05.
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5.2.5.3. Efecto de la T o E, sobre la masa corporal y de los 6rganos sexuales accesorios de las ratas macho CL

Al final del periodo de evaluacién, observamos que las ratas macho CL tratados con E, mostraron significativamente menor peso
corporal y de los 6rganos sexuales accesorios que las ratas macho CL control (CL CapV) o tratados con T (CL T). En los machos CL

tratados con T, el tamafio de los testiculos fue significativamente menor que el grupo control (figura 5).

Machos CL Efecto de la T o del E, sobre los O.S.A
600 - 0.8
[ CL CapV (n=9)
< T = 53 CL T (n=9)
500 - - * CL E, (n=10)
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Figura 5. Masa corporal y de 6rganos sexuales accesorios (O. S. A.) de las ratas macho CL al final del periodo de observacion. * diferente del grupo CapV:

P<0.05. ¢ diferente de los grupos CV y T: P<0.05.

38



5.2.6. Discusién

Los resultados del presente estudio demuestran que las ratas machos CL montan e
intrometen pero sélo una pequefia proporcion eyacula previo al tratamiento hormonal. En
estudios previos, observamos que estos machos eyaculan infrecuentemente o no eyaculan
inclusive después de pruebas repetidas por mas de 9 semanas (Portillo et al., 2006b). En el
presente experimento expandimos esas observaciones a doce pruebas copulatorias (5
pruebas de seleccion y 7 pruebas con el correspondiente implante) y observamos que
alrededor del 67% los machos CL muestran el patron motor de eyaculacion, de los cuales
so6lo dos machos eyacularon en todas las pruebas (33%). También observamos que el
tratamiento cronico con T no afecta el desempefio sexual de los machos CL, mientras que el
E, disminuye el porcentaje de machos CL que eyaculan. Ademas, observamos que los
machos CL tratados con E, mostraron un menor peso corporal y de los drganos sexuales

secundarios que los otros grupos.

Estudios previos han demostrado que en machos CL, la administracion sistémica de dosis
altas de T no mejora el desempefio sexual. Por ejemplo, en ratas macho que mostraron nula
conducta copulatoria en pruebas preliminares de copula, la administracion de PT indujo
conducta copulatoria pero en menor frecuencia que lo normal (Stone, 1938). En ratas
macho que no mostraron intromisiones en pruebas preliminares de cépula y que
posteriormente fueron castrados para eliminar la fuente de T, el implante sc de capsulas de
Silastic con T, los cuales producian 5.18 ng/mL de T plasmatica, indujo conducta
eyaculatoria en 2 de 6 animales. Los machos CL que eyacularon mostraron eyaculacion en
todas las pruebas subsecuentes. Sin embargo, en los experimentos de Damassa et al. (1977)
no fue posible distinguir los efectos de la prueba sexual repetida de aquellos inducidos por
la exposicion constante de T. Resultados similares han sido observados en otras especies de
mamiferos. En los macacos Rhesus macho (Macaca mulatta) que s6lo eyacularon en el 50%
de las pruebas sexuales preliminares, la administracion diaria de 1 mg/kg por 35 dias de T
no aumento el desempefio sexual (Phoenix y Chambers, 1988). En su conjunto estos
resultados sugieren que la falta de eyaculacién de los machos CL no se debe a una

alteracion androgénica.
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Este trabajo es el primero en evaluar el efecto del E; sobre la conducta eyaculatoria de las
ratas macho CL. Como se menciono en parrafos anteriores, el implante sc de E, en capsulas
de Silastic, reduce el porcentaje de ratas macho CL que eyaculan. Resultados similares
fueron observados en ratas macho SE gonadalmente intactos tratados con 200 ug de BE por
diez dias (Davidson, 1969). En contraste, otros estudios muestran que el tratamiento con
200 ng/kg de BE por tres semanas a ratas macho gonadalmente intactos no induce cambios
significativos en la conducta sexual (Sodersten, 1973). Esta discrepancia probablemente se
deba a diferencias en las dosis de BE administradas a los sujetos.

Ademas, los datos del presente trabajo mostraron que en los machos CL el tratamiento
crénico con E;, la masa corporal y la masa de los 6rganos sexuales accesorios fue menor
que en los machos CL tratados con T o control. Resultados similares fueron obtenidos por
Davidson (1969) y Sodersten (1973). Estos sugiere que el efecto inhibitorio del E;, en el
presente trabajo, sobre la respuesta eyaculatoria de los machos CL podria estar asociado,
como ha sido puntualizado por Davidson (1969), a una disminucién en la sintesis de T por
los testiculos, como consecuencia de un efecto inhibitorio del E; sobre el eje hipotalamo-
hipofisis-testiculos (Gans, 1959). Como hemos mencionado en la introduccion, el
despliegue de la conducta sexual masculina requiere de la accion de la T y del E; en las
areas cerebrales involucradas en la modulacion de esta conducta y/o en los tejidos
dependientes de androgenos como los 6rganos sexuales accesorios. En el presente trabajo
observamos que los machos CL tratados con E, el peso de los drganos sexuales
secundarios fue menor que en los machos con capsulas vacias 0 machos con capsulas con T.
Sin embargo, el hecho de que una alta proporcion, mas del 80%, de machos CL tratados
con E, desplegaran montas e intromisiones sugiere que el E, es capaz de mantener la

conducta sexual, pero no es capaz de reducir el umbral de eyaculacion.

Es probable que la falta de eyaculacién, caracteristica de los machos CL, se deba a una
alteracion, durante el desarrollo, de los circuitos neuronales que controlan la eyaculacion.
Por ejemplo, las ratas macho que fueron tratados con un antiandrégeno en la etapa prenatal,
muestran disminucién en la conducta coital cuando son adultos (Clemens et al., 1978;

Dominguez-Salazar et al., 2002). Por otro lado, ratas macho adultos tratados perinatalmente
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con ATD (inhibidor de la enzima P450arom) muestran una clara preferencia por machos
estimulo en lugar de hembras receptivas (Dominguez-Salazar et al., 2002). Ademas, estos
machos muestran conductas de montas e intromisiones similar a los machos control, pero
su capacidad para eyacular esta reducida (Brand et al., 1991). Resultados similares han sido
descritos en los ratones que carecen del gen cypl9 que codifica para la enzima P450arom.
En la edad adulta, estos machos no eyaculan y muestran montas e intromisiones reducidas
en pruebas de copula con hembras sexualmente receptivas (Honda et al., 1998; Toda et al.,
2001).

También, es probable que la falta de eyaculacion, caracteristica de los machos CL, se deba
a que la conducta sexual no sea placentera para estos machos o bien que el procesamiento
de informacion sensorial proveniente del pene este alterado. Ambas posibilidades deberan

evaluarse en futuros estudios.
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5.3. EXPERIMENTO 2. RATAS MACHO NC

5.3.1. Pruebas de seleccion

Todas las ratas macho sin experiencia sexual fueron sometidos a 5 sesiones de copula, a
intervalos de 48 h entre sesion. Los animales fueron observados por 30 min o hasta la
primera intromision después de la eyaculacion. Los machos con una LE menor a 15 min en,
al menos, las Gltimas tres de las cinco sesiones fueron considerados como machos C o SE.
Los machos que no mostraron conducta copulatoria en ninguna de las 5 sesiones fueron

considerados como NC.

5.3.2. Cirugia y tratamiento hormonal

Las ratas macho C fueron castrados y una semana mas tarde fueron sometidos a 3 sesiones
semanales de copula. Posteriormente, estos machos recibieron implantes bilaterales de
canulas guias de calibre 22 (C232G-1.0 Cann guide DBL, Plastics One, Inc., Roanoke, VA).
En algunos grupos las canulas quedaron vacias y en otros contenian T o E,. Todos los
grupos se implantaron de acuerdo a las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (2005)
en alguna de las siguientes estructuras: APM (0.5 mm posterior a Bregma; + 0.5 mm lateral
a la linea media; -7.6 sobre la duramadre) o en el NVMH (2.56 posterior a Bregma; + 0.5
lateral a la linea media; -8.8 mm sobre la duramadre) o en la AMGm (2.56 mm posterior a
Bregma; + 3.3 mm lateral a la linea media; -8.2 mm sobre la duramadre) (figura 6). Las
ratas macho NC recibieron implantes bilaterales de céanulas con T o E; o cénulas vacias en
el APM (figura 6). La T o el E;se introdujeron en el lumen de las canulas guias siguiendo
el método de Davis y Barfield (1979) con pequefias variaciones. El extremo de la canula sin
cubierta de plastico (pedestal), fue presionado por 1 segundo por 30 veces sobre una capa
de T o E; en cristal. La cantidad de T o E; en el lumen de las canulas guias se determiné
por diferencia de peso de las canulas guias antes y después de las 30 presiones. La
castracion en los machos C y el implante intracerebral en los machos C y NC se llevé a

cabo bajo anestesia profunda con una mezcla de Ketamina (95 mg/kg) y Xilazina (12
mg/kg).
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5.3.3. Disefio experimental

Los machos C y los machos NC fueron divididos en grupos de acuerdo al tratamiento y al
area cerebral del implante de las canulas bilaterales como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Grupos experimentales de ratas macho C castrados y ratas macho NC. Cada

sujeto recibié un solo tratamiento hormonal en una sola area cerebral.

APM NVMH AMGmM
Machos T|E|CV | T|E|CV | T|E]|CV
C 9 9 7 7 4 2 5 4 2
NC 5 6 3 NP | NP | NP | NP | NP | NP

NP: No probado.

5.3.4. Pruebas de conducta sexual post-implante hormonal

Iniciando una semana después del implante intracerebral de las canulas bilaterales, los
macho C y NC fueron sometidos a pruebas semanales de coOpula con una hembra
sexualmente receptiva por un periodo de 5 meses (figura 6). Al final del experimento los
machos C castrados y los NC fueron anestesiados con pentobarbital sodico y perfundidos
intracardiacamente con solucion salina y para-formaldehido al 4% en PBS 0.1M.
Posteriormente, los cerebros fueron removidos del craneo y almacenados en solucion de
sacarosa al 30% por una semana. Finalmente, se obtuvieron rebanadas cerebrales de 30 um

para determinar el sitio de implante de las canulas bilaterales.

5.3.5. Andlisis estadistico

El porcentaje de ratas macho C y NC que montd, intromitié y eyacul6 en los diferentes
tratamientos hormonales fueron comparados con la prueba estadistica Chi cuadrada y las
diferencias entre grupos fue determinada con la prueba estadistica de Fisher. Todas las
pruebas estadisticas empleadas fueron llevadas a cabo con el paquete estadistico SigmaPlot
para Windows version 11.0 (Build 11.2.0.5 Systat Software, San Jose, CA).
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5.4.6. Resultados

5.4.6.1. Efecto del implante intracerebral de T 0 E; a ratas macho C castrados o NC

Se emplearon un total de 73 ratas macho C y 14 ratas macho NC. Un grupo de 8 machos C
permanecid gonadalmente intacto con canulas vacias dirigidas al APM. El resto de las ratas
macho fueron castrados y tratados hormonalmente como se indica en la tabla 4. EI nimero
de ratas macho con la canula localizada dentro o fuera del sitio de interés se muestran en las
tablas 5y 6, respectivamente. La localizacién cerebral de las canulas se muestra en la figura
7. Los machos C castrados con canulas vacias dirigidas al APM o al NVMH o a la AMGm
formaron un solo grupo (Cas CV). Este grupo, se repite en las figuras 8 a 11 con la

finalidad de compararlo con los otros grupos y esta compuesto como se indica en la tabla 5.

Tabla 4. Numero de ratas macho C castrados o NC empleados en cada grupo experimental.

APM NVMH AMGm
Machos T Ex Cv T E, | CV T E> CVv
C 15 12 7 10 4 2 7 6 2
NC 5 6 3 NP | NP | NP NP NP NP

NP: no probado

Tabla 5. Nimero de ratas macho C castrados o NC con la canula en el area cerebral de interés.

APM NVMH AMGm
Machos T E> CVv T E. | CV T E> CcVv
C 9 9 7 7 4 2 S) 4 2
NC 5 6 3 NP | NP | NP NP NP NP

NP: no probado

Tabla 6. Nimero de ratas macho C castrados o NC con la canula fuera del area cerebral de interés.

APM NVMH AMGm
Machos Ex T Ex T Ez
C 3 3 0 2 2
NC 0 NP NP NP NP

NP: no probado
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5.4.6.2. Efecto del implante de T o E; en el APM de ratas macho C

En el APM de las ratas macho C castrados se observo que 3 0 4 semanas después del
implante de T o E,, respectivamente, el porcentaje de machos que montan o intrometen fue
significativamente mayor que en el grupo control. Mientras que, en el APM de machos C
castrados, 5 semanas después del implante de T, pero no el de E; el porcentaje de machos
que eyaculé fue significativamente mayor que el grupo control. En el APM de los machos
C castrados, el implante de E; aumentd el porcentaje de machos que eyaculan, pero no se
observaron diferencias significativas. El porcentaje de ratas macho C castrados con
implantes de T o E; en el APM gue montaron, intromitieron o eyacularon disminuyé cinco
meses después del implante. No observamos cambios significativos en el porcentaje de
ratas macho C intactos con implantes bilaterales de canulas vacias que montaron,

intromitieron y eyacularon durante el periodo de observacion (figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de ratas macho C castrados que montan, intromiten o eyaculan antes y después del
implante hormonal. Implante bilateral de E, (Cas E,/JAPM) o T (Cas T/APM) en el APM de ratas macho C
castrados. Implante bilateral de canulas vacias en el APM o en el NVMH o en la AMGm de ratas macho C
castrados (Cas CV). Implante bilateral de canula en el APM de ratas macho C no castrados (Int CV/APM).
Cas: castracion. Imp: implante. * diferente de Cas CV: p<0.05; ¢ diferente de todos: p<0.05.

48



5.4.6.3. Efecto del implante de T o E; en el NVMH de ratas macho C

En el NVMH de ratas macho C castrados, el implante de T, pero no el de E; induce la
copula. Es decir, el porcentaje de ratas macho C castrados con T en el NVMH que montan,
intromiten, pero no los que eyaculan fue significativamente mayor que el grupo control 3
semanas después del implante. De todas las ratas macho C castrados con T en el NVMH
montd, el 70% intromitio y el 14% eyacul6 4 semanas después del implante. El porcentaje
de ratas macho C castrados con T en el NVMH que mont6 o intromitié disminuy6 una
semana mas tarde. A los 5 meses después del implante de T en el NVMH de los machos C
castrados, menos del 40% montd, menos del 20% intromitié y ninguno eyaculd. Dos
machos C castrados con E; en el NVMH mostraron montas y uno mostré intromisiones en
las pruebas semanales de copula 18 (2 meses post-implante), 22 (3 meses post-implante) y

26 (4 meses post-implante) (figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de ratas macho C castrados que montan, intromiten o eyaculan antes y después del
implante hormonal. Implante bilateral de E, (Cas E/NVMH) o T (Cas T/NVMH) en el NVMH de ratas
macho C castrados. Implante bilateral de canula vacia en el APM o en el NVMH o en la AMGm de ratas
macho C castrados (Cas CV). Cas: castracion. Imp: implante. * diferente de Cas CV: p<0.05; ¢ diferente de
todos: p<0.05.
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5.4.6.4. Efecto del implante de T o E; en la AMGm de ratas macho C

En la AMGm de ratas macho C castrados, el implante de T induce montas, intromisiones y
eyaculacion; mientras que, el implante de E, induce montas e intromisiones, pero no la
eyaculacion. Estos es, el porcentaje de ratas macho C castrados con T en la AMGm que
montd, intromitio y eyaculd fue significativamente mayor que el control en la prueba
semanal de cépula nimero 15. El porcentaje de ratas macho C castrados con T en la
AMGmM que monto, intromitié o eyaculo disminuy6 una semana mas tarde. Menos del 20%
de los machos mont6 y ninguno intromitié o eyacul6 al final del periodo de observacion.
En cambio, el porcentaje de machos C castrados con E; en la AMGm que monto fue
significativamente mayor que el control en la mayoria de las pruebas conductuales post-
implante. Mientras que, el porcentaje de machos C castrados con E; en la AMGm que
intrometio fue significativamente mayor que el control en las pruebas semanales de copula
17, 20 y 24. Mas del 70% y 50% de los machos C castrados con E; en la AMGm mont6 o
intromitid al final del periodo de observacion (figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de ratas macho C castrados que montan, intromiten o eyaculan antes y después del
implante hormonal. Implante bilateral de E, (Cas E,JAMGM) o T (Cas T/AMGm) en el AMGm de ratas
macho C castrados. Implante bilateral de canula vacia en el APM o en el NVMH o en la AMGm de ratas
macho C castrados (Cas CV). Cas: castracion. Imp: implante. * diferente de Cas CV: p<0.05; ¢ diferente de
todos: p<0.05.
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5.4.6.5. Efecto del implante de T o E; fuera del APM o del NVMH o de la AMGm de ratas
macho C castrados

Los implantes de T o E, fuera del APM o del NVMH o de la AMGm de ratas macho C
castrados induce montas e intromisiones, pero no la eyaculacion. Por ejemplo, el porcentaje
de ratas macho C castrados tratados con E, pero no con T que montd fue
significativamente mayor que el grupo control en las pruebas semanales de copula 23 al 30.
En cambio, el porcentaje de ratas macho C castrados con implantes de T, pero no de E, que
monto fue significativamente mayor que el grupo control en la prueba semanal de copula
15, 17 y 18. El porcentaje de machos C castrados con T o E, que intromitié fue
significativamente mayor que el control en las pruebas semanal de cépula 22 y 26,
respectivamente. S6lo 2 machos con T y 1 con E, fuera del APM o del NVMH o de la
AMGmM mostraron eyaculaciones de forma inconsistente a lo largo del periodo de

observacion (figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de ratas macho C castrados que montan, intromiten o eyaculan antes y después del
implante hormonal. Implante bilateral de E, (Cas E,/fuera) o T (Cas T/fuera) fuera del APM o del NVMH o
de la AMGm de ratas macho C castrados. Implante bilateral de canula vacia en el AMP o en el NVMH o en la
AMGM de ratas macho C castrados (Cas CV). Cas: castracion. Imp: implante. * diferente de Cas CV: p<0.05;
¢ diferente de todos: p<0.05.
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Los datos arriba descritos demuestran claramente que el implante de T o E; en el APM es el
sitio mas eficiente para inducir conducta sexual en ratas macho C castrados. Por ejemplo,
en el APM de las ratas macho C castrados, el porcentaje de machos que eyacularon fue
significativamente mayor en un tiempo mas prolongado que el implante de T en la AMGm.
Con base en estos resultados, se decidio que en el APM de los machos NC se implantaria

bilateralmente una canula guia con T o0 E; 0 vacia.

5.4.6.6. Efecto del implante de T o E; en el APM de ratas macho NC

Con la finalidad de mantener las mismas condiciones experimentales que en los machos C
castrados, un primer grupo de 4 ratas macho NC fueron castrados y posteriormente
recibieron en el APM, implantes bilaterales de canulas con E,. Observamos que uno de los
macho NC castrados mont6 e intromitié en la prueba semanal de copula 1 al 15 y eyacul6
en la prueba 2. El segundo macho NC castrado con E; en el APM desplegé montas e
intromisiones, pero no eyaculd en las pruebas semanales de copula 1, 2 y 4 después del
implante. El tercer macho NC castrado con E, en el APM, sélo desplegd montas en la
semana 3 después del implante. El cuarto macho NC castrado y tratado con E; no despleg6
conducta sexual a lo largo de 15 semanas de observacion. Estos resultados sugieren que en
el APM de las ratas macho NC castrados, el implante de E, fue menos eficaz en la
induccion de la conducta de copula que en los machos C castrados. Con base en estos
resultados, decidimos implantar T o E; en el APM de los macho NC gonadalmente intactos.

Los resultados se muestran a continuacion.

La figura 12 muestra el sitio de implante de las canulas dirigidas al APM de las ratas
machos NC.

Los datos del presente estudio muestran que en el APM de las ratas macho NC, el implante
de T o E; induce conducta sexual. Observamos que el porcentaje de ratas macho NC con T
0 E; en el APM que montd e intromiti6 aumentd una semana después del implante.
Mientras que, el porcentaje de ratas macho NC con T o E; en el APM que eyaculé aumentd

dos semanas después del implante. Todos los machos NC con T o E; en el APM eyacularon
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tres o cuatro meses después del implante, respectivamente (figura 13). Mas aun,
observamos que todas las ratas macho NC con T o E, en el APM desplegaron conducta
eyaculatoria cinco meses después del implante hormonal. Con base en estos resultados, 4
ratas macho NC con E; y 2 con T en el APM continuaron las pruebas de conducta sexual
mas halla de los cinco meses después del implante hormonal. El porcentaje de ratas macho
NC con E; en el APM disminuye 7 meses después del implante hormonal. Mientras que, las
dos ratas macho NC con T en el APM, mostraron conducta eyaculatoria, al menos, 7 meses
después del implante hormonal.

26 mm

-0.30 mm

-0.40 mm

-0.80 mm

" 92 mm

Figura 12. Localizacion de las canulas con T (circulos azules) o E, (circulos rojos) dirigidas al APM de ratas
machos NC. Los circulos llenos fueron considerados como dentro del APM y los circulos vacios como fuera
del APM.
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Figura 13. Porcentaje de ratas macho NC que montan, intromiten o eyaculan antes y después del implante
bilateral de E, (NC E,JAPM) o T (NC T/APM) en el APM de ratas macho NC. Implante bilateral de canula
vacia en el APM de ratas macho NC (NC CV/APM). Imp: implante. = diferente del NC CV/APM: p<0.05.
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Dos ratas macho NC que desplegaron conducta eyaculatoria con el implante de T o E; en el
APM fueron apareados con dos hembras que mostraron ciclos estrales naturales. La
receptividad sexual de las hembras fue determinada con un macho SE. Los machos NC
fueron capaces de prefiar a las hembras ciclantes. Cada hembra prefiada parié camadas de
12 y 14 crias, respectivamente. En la edad adulta, las ratas macho de la generacion F1, F2 'y
F5 de las ratas macho NC mostraron conducta copulatoria con hembras GDX sexualmente

receptivas. Los parametros de la copula se muestran en el apéndice A.
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5.4.7. Discusién

5.4.7.1. Ratas macho copuladores

El objetivo de este estudio fue determinar la efectividad del implante de T o E; en el APM
o en el NVMH o en la AMGm de ratas macho C castrados sobre la conducta de cépula. Los
datos del presente estudio muestran que en el APM de ratas macho C castrados, el implante
bilateral de T o E, induce montas, intromisiones y eyaculaciones. Esto es, el porcentaje de
ratas macho con T o E; en el APM que montan e intromiten fue significativamente mayor
gue los machos C castrados con canulas vacias (control). En cambio, el porcentaje de ratas
macho C castrados con T, pero no con E, en el APM que eyacul6 fue significativamente
mayor que los machos control. En el NVMH de ratas macho C castrados, el implante de T
induce montas e intromisiones, pero no la eyaculacion. Mientras que el implante de E;
induce montas en dos machos e intromisiones en uno. Ninguno de los machos C castrados
con el implante de E; eyaculd. En la AMGm de ratas macho C castrados, el implante de T
induce montas, intromisiones y eyaculacion. Mientras que el implante de E, induce montas
e intromisiones, pero no la eyaculacion. Estos resultados sugieren que la T y el E; modulan

la conducta sexual masculina dependiendo del area cerebral.

Los resultados del presente estudio concuerdan con estudios clasicos en los que se ha
observado que el APM de ratas macho esta involucrado en la regulacion hormonal de la
conducta sexual (Christensen y Clemens, 1974; Johnston y Davidson, 1972; Lisk, 1967). Es
decir, observamos que en el APM de ratas macho C castrados, el implante bilateral de T
induce montas, intromisiones y eyaculaciones de manera significativa. Distinto a
Christensen y Clemens (1974), observamos que en el APM de ratas macho C castrados, el
implante bilateral de E, induce montas e intromisiones, pero no la eyaculacion. Es probable
que las diferencias entre el estudio de Christensen y Clemens (1974) y los resultados del
presente estudio se deban a la disponibilidad de E, implantado en el APM de los machos C
castrados. En el estudio de Christensen y Clemens (1974) cada rata macho C castrado
recibié 15 + 1 ug de E; en cada canula en los dias 0, 3, 6, 9 y 12 después del implante de la

canula (140-180 ug totales de hormona), lo que sugiere una mayor disponibilidad de E;
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local en comparacion con el método de implante del presente trabajo (implante Gnico de
300 + 50 pg de la hormona). Por otro lado, se ha observado que en el APM de ratas macho
C castrados tratados subcutdneamente con 5a-DHT, el implante de E;, induce conducta
eyaculatoria en 25 de 42 de estos machos en, al menos, 40% de las pruebas post-implante
(Davis y Barfield, 1979). Estos resultados sugieren que la modulacion de la conducta

sexual masculina del APM depende de la accion androgénica y estrogénica.

En el presente estudio observamos que en el NVMH de las ratas macho C castrados, el
implante de T, pero no de E, induce conductas de montas e intromisiones, pero no de
eyaculaciones. Estudios previos han mostrado que, al igual que aquellos machos tratados sc
con T, el implante de PT restaura la preferencia de pareja, pero no la conducta de cépula
(Harding y McGinnis, 2003). Mé&s aun, se ha observado que la T ejerce su efecto a través
del RA. Es decir, en el NVMH de ratas macho C castrados, tratados sc con T, el implante
de OHF inhibe la restauracion de la preferencia de pareja y la preferencia de lugar
condicionada (Harding y McGinnis, 2004). Es probable que las diferencias entre el presente
estudio y el de Harding y McGinnis (2003) se deban al periodo de observacion. Nosotros
observamos que el porcentaje de ratas macho C castrados que montan e intromiten aumenta
una semana despues del implante de T en el NVMH y resulta estadisticamente significativo
3 semanas después del implante. En todo caso, estos resultados sugieren que en el NVMH,
la modulacién del componente motivacional de la conducta sexual masculina depende de

andrdgenos.

También observamos que en la AMGm de ratas macho, la expresién de la conducta sexual
depende de las hormonas androgénicas y estrogénicas. Es decir, observamos que en la
AMGM de las ratas macho C castrados, el implante de T aument6, al menos parcial y
temporalmente, el porcentaje de machos que montaron, intromitieron y eyacularon. En
cambio, el implante de E; aumento significativamente el porcentaje de machos que montan
e intromiten, pero no el de eyaculacion. Estos resultados concuerdan con estudios previos.
Por ejemplo, en la AMGm de ratas macho C castrados, el implante bilateral de T 0 5a-

DHT mantiene la conducta copulatoria y las erecciones sin contacto (Bialy y Sachs, 2002).
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Ademas, en la AMGm de machos C castrados, tratados sistémicamente con E,, el implante

de 5a-DHT induce conducta copulatoria (Baum et al., 1982).

En general, los resultados del presente estudio y de estudios clasicos sugieren que el APM,
modula los aspectos motivacionales y de ejecucion de la conducta sexual dependiente de T

y Es.

5.4.7.2. Ratas macho no copuladores

Los resultados del presente trabajo muestra que en el APM de las ratas macho NC, el
implante de T o E; estimula la conducta de cépula. En resumen, observamos que en el
APM de los machos NC una semana después del implante de T o E; el 20 y 16%,
respectivamente, de estos machos montan e intromiten, pero no eyaculan. Mientras que, 3 0
4 meses después del implante de T o E; en el APM, respectivamente, todos los machos NC
montan, intromiten y eyaculan. Mas aln, observamos que cinco meses después del
implante de T o E,, todos los machos NC continuaron desplegando montas, intromisiones y
eyaculaciones. Esto quiere decir, que el implante de T o0 E; en el APM de los machos NC
estimula la cépula de forma gradual. Ademas, observamos que la T es mas eficaz que el E;
en estimular la copula. Estos resultados sugieren que en el APM de los machos NC existe
una alteracion de accion hormonal sobre los circuitos neuronales asociado a la falta de

copula.

Es probable que la alteracion asociada a la falta de copula, caracteristica de las ratas
machos NC, involucre deficiencias en la interaccién hormona-receptor o en el metabolismo
de las hormonas. La primera posibilidad supone que en el APM de las ratas macho NC el
RA y/o el REa presenten una alteracion estructural o conformacional que lleve a una
regulacién de la expresion de genes alterada que incluya, pero no se limite a, una sobre-
expresion del RA y una sub-expresion del REo como hemos demostrado en un estudio
previo (Portillo et al., 2006a). La segunda posibilidad sugiere que en el APM de las ratas
macho NC los niveles hormonales locales estén alterados. Previamente, hemos demostrado

que en el APM de las ratas macho NC la actividad de la enzima P450arom es menor en
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comparacion con lo observado en los macho C (Portillo et al., 2007) que en consecuencia
conlleva a niveles bajos de E; local. El implante de E, en el APM de las ratas macho NC
aumenta los niveles locales de E, suficiente y necesario para estimular la cépula. Pero,
estos resultados no explican por qué el implante de T en el APM de las ratas macho NC
también induce conducta sexual. De hecho, la T fue més efectiva que el E, para inducir
conducta de cépula en estos machos. Una posible explicacion es que el implante de T en el
APM de las ratas macho NC aumente la actividad de la enzima aromatasa. Ha sido descrito
gue en el APM de ratas macho castrados, la administracion de T aumenta la actividad de la
enzima P450arom 133% mas que los niveles previos a la cirugia (Roselli y Resko, 1984;
1993). Seria interesante determinar si en el APM de los macho NC la actividad de la

enzima 5a-reductasa esta alterada.

Una tercera posibilidad es que en el APM de las ratas macho NC los sistemas de
neurotransmision estén alterados. Por ejemplo, se ha observado que en la rata macho NC la
administracion de 400 mg/kg/dia de para-clorofenilalanina (pCPA, inhibidor de la sintesis
de serotonina) induce conducta copulatoria en casi todos los machos. Aunque, tres semanas
después de la administracion de pCPA el porcentaje de ratas macho NC que copularon
disminuyd (Ginton, 1976). En un estudio mas reciente se observé que en ratas macho NC,
la administracién ip de 0.3 mg/kg de anandamida (agonista de los receptores a canabinoides)
induce conducta sexual en 50% de estos machos. Ademas, las ratas macho NC que
copularon con el tratamiento de anandamida muestran conducta copulatoria 14 dias después
del tratamiento (Canseco-Alba y Rodriguez-Manzo, 2013). En nuestro laboratorio,
observamos que en ratones macho NC, la administracion ip de 1 mg/kg o 5 mg/kg de
SKF38393 (agonista selectivo de los receptores D; de dopamina) induce conducta de
montas e intromisiones, pero no eyaculaciones en el 20% de los machos (Portillo et al.,
2013). En todos los casos, la estimulacién de la conducta copulatoria en machos NC con
agonistas a neurotransmisores fue parcial o temporal. Es probable que en el presente
estudio, en el APM de las ratas macho NC, el implante de T o E, induce cambios plasticos
que promueven la copula. Por ejemplo, se ha descrito ampliamente que en el SNC de
mamiferos la T o el E; inducen cambios plasticos tales como en la sintesis y secrecién de

neurotransmisores 0 neuropéptidos, cambios en el numero o funcién de receptores,
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modulacion del volumen nuclear, morfologia dendritica, patrén de inervacion y numero de
entradas sinapticas (revisado por Garcia-Segura et al., 1994). Por ejemplo, en el nucleo
sexualmente dimorfico del APM de la rata macho adulto, el tamafio de los somas
neuronales disminuye 28 dias después de la castracion (Dugger et al., 2008). En la AMGm
de la rata macho adulto, el volumen regional y el tamafio del soma neuronal depende de
androgenos circulantes. Es decir, el volumen regional y el tamafio del soma neuronal
disminuye después de la castracion, pero el tratamiento con 5a-DHT o E; previenen este
efecto (Cooke et al., 2003). Més aun, la conducta sexual y las vocalizaciones ultrasonicas,
pero no la preferencia sexual o el marcaje con orina fue inhibido por implantes de
anisomicina (inhibidor de la sintesis de proteinas) en el APM de ratas macho castrados
tratados sistémicamente con T (McGinnis y Kahn, 1997). Estos hallazgos sugieren que en
la rata macho, la expresion de la conducta sexual requiere de la sintesis de proteinas que a

su vez es necesaria para procesos fisiologicos como la formacion de conexiones sinapticas.

La nocion de que la T o el E; en el APM de los machos NC inducen cambios plésticos es
apoyada por estudios previos de nuestro laboratorio. En estos, hemos demostrado que el
“kindling” (estimulacion eléctrica breve y repetida) en el APM, pero no en la AMGm de los
machos NC indujo conducta copulatoria en 7 de 9 machos (Paredes et al., 1990). De hecho,
observamos que la conducta copulatoria desplegada por los macho NC con kindling fue
similar a la conducta sexual desplegada por las ratas macho C sexualmente expertos
(Paredes et al., 1990). En un estudio posterior demostramos que la induccion de la copula
en los machos NC con kindling intermedio (estimulacion eléctrica hasta la aparicion de
clonus faciales mas cabeceo) o completo (hasta la aparicion de caidas) en el APM
contintan copulando 8 meses después de la estimulacion eléctrica (Portillo et al., 2003).
Estos resultados sugieren que el mantenimiento de la copula en los machos NC se debe a
cambios pléasticos permanentes inducidos por el kindling en el APM. Aunque estos estudios
no determinan si los cambios plésticos se deben a modificaciones en la potenciacion a largo
plazo (Sutula y Steward, 1986); cambios estructurales asociado a un aumento en la
sensibilidad sinaptica como el crecimiento de ramificaciones dendriticas o axonales;
formacion de nuevas conexiones sindpticas; aumento en la neurogénesis o bien un conjunto
de estas posibilidades (Li et al., 2002; Parent et al., 1998; Woldbye et al., 1996).
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Nuestros resultados demuestran que el implante de T o E; en el APM de los machos NC
estimula la conducta de copula en todos los machos. Esto contrasta con lo que se observa al
administrar sistémicamente altas dosis de T en machos NC. Whalen y colaboradores (1961)
observaron que la administracion sistémica de T a ratas macho NC castrados indujo montas
e intromisiones, pero no la eyaculacion solamente en 1 de 6 machos. Beach (1940) observo
que en algunos machos NC intactos, la administracion de grandes cantidades de T no
induce conducta copulatoria. Es probable que las diferencias entre los estudios previos y el
presente se deba al sujeto de estudio. En el presente trabajo consideramos que un macho
NC es aquel que después de varias pruebas de cépula con una hembra sexualmente
receptiva no monta, no intromite y tampoco eyacula. En cambio, Whalen et al. (1961) y
Damassa et al. (1977) consideraron que las ratas macho NC son aquellos que no intromiten
en pruebas preliminares de cépula con una hembra sexualmente receptiva, pero es probable
gue montaran. Nosotros y otros grupos de trabajo, hemos observado una proporcion
pequeria de ratas macho que montan, intromiten, pero que no eyaculan en varias pruebas de
copula con una hembra receptiva. Estos machos, conocidos como copuladores lentos (CL),
se caracterizan por un inicio tardio de la copula. Los machos CL toman mas tiempo en
iniciar la copula, similar a los machos de Whalen et al. (1961). En el primer experimento
del presente trabajo observamos que en los machos CL, el tratamiento con T no incrementa
el porcentaje de machos que eyaculan, mientras que el tratamiento con E, lo disminuye
(Antonio-Cabrera y Paredes, 2012), probablemente como resultado de un efecto inhibitorio
sobre el eje hipotalamo-hipofisis-testiculos que disminuye la sintesis de T. En todo caso, ni
la T ni el E; son capaces de inducir cambios plasticos que promuevan la conducta de

eyaculacion en los machos CL.

Por otro lado, el hecho de que las ratas macho NC fueron capaces de prefiar a hembras que
muestran un ciclo estral normal sugiere que las ratas macho NC son fértiles. Ademas,
observamos que las crias macho NC mostraron conducta de copula con hembras
sexualmente receptivas. Esto sugiere que la falta de copula en los machos NC no esta

determinada genéticamente.
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En conclusién, los resultados del presente trabajo sugieren que en el APM de las ratas
machos NC existe una alteracién hormonal asociado a la falta de cépula. Es probable que
esta alteracion involucre deficiencias, al menos parcialmente, en la interaccion hormona-
receptor que a su vez provoca una expresion diferencial de genes involucrados en la
modulacion de la conducta sexual. Otra posibilidad es que los machos NC tengan una

deficiencia en el metabolismo de las hormonas que conlleva a una disfuncion sinaptica.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo observamos que en la rata macho CL, la administracion sistémica de
T no aumenta el porcentaje de machos CL que eyaculan; mientras que, la administracién de
E> lo reduce. En cambio, en el APM de las ratas macho NC, el implante de T o E; induce la
conducta de cdpula. Estos resultados sugieren, que la falta de eyaculacién, caracteristica de
los machos CL, no se debe a una alteracién androgénica o estrogénica; mientras que, en el
APM de los machos NC existe una alteracion hormonal asociado a la falta de copula. Es
decir, las deficiencias conductuales entre los machos CL y NC se deben a factores
bioldgicos distintos.

Los resultados del presente estudio y de estudios previos en nuestro laboratorio sugieren
que la falta de eyaculacion en los machos CL involucra deficiencias en el componente de
ejecucion de la conducta sexual. Alternativamente, es probable que la deficiencia
eyaculatoria en los machos CL se deba a alteraciones en los circuitos de recompensa. En
cambio, en los machos NC es probable que la deficiencia copulatoria involucre alteraciones
en los circuitos cerebrales implicados en la modulacion del componente motivacional de la
conducta sexual. Por ejemplo, en estudios previos, hemos demostrado que las ratas macho
CL muestran una clara preferencia por interactuar con hembras sexualmente receptivas o
por el olor de la cama de hembras en estro en comparacion con el olor de una cama de
hembras en anestro o limpia (Portillo et al., 2006b). En cambio, los machos NC no
muestran preferencia por una hembra sexualmente receptiva en pruebas donde ellos pueden
escuchar, ver y oler a una hembra en estro o un macho sexualmente activo, pero donde el
contacto fisico no es posible ya que los animales estan separados por una malla de alambre.
También, demostramos que los machos NC muestran una preferencia significativamente
reducida a olores de una hembra en estro en comparacion a los machos C (Portillo y
Paredes, 2004).

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que la conducta sexual

masculina estda modulada por otros factores bioldgicos ademas del sistema de hormonas
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esteroides sexuales. Aun falta por descubrir cuales son estos factores biol6gicos que estan

alterados en los machos CL y NC.
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/. PERSPECTIVAS

Determinar en los machos CL si la falta de eyaculacion esta asociada a una deficiencia en el

procesamiento de estimulos sensoriales 0 a una alteracién en los sistemas de recompensa.

Determinar en el APM de las ratas macho NC, si la deficiencia de la actividad P450arom

estd asociada a niveles bajos de la enzima P450arom.

Analizar en el APM de los machos NC la actividad de la enzima 5a-reductasa.

Analizar en los machos NC el tamafio de los ndcleos sexualmente dimérficos.
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9. APENDICE

Parametros copulatorios de ratas macho obtenidos por la cruza de ratas macho NC con ratas

hembras que mostraron ciclos estrales naturales.

Tabla Al. Parametros copulatorios de las ratas macho F1.

F1 LM (s) LI (s) LE (s) NM NI

Macho |[P1  [P2 [Pt |P2 |P1 [P2 |P1 |P2 |P1 |P2
1] 53] 18] 56| 23] 529] 385 5| 5] 12| 11
2| 82| 7] 82| 7| 492] 411 7] 8] 9] 10
3| 41| 36| 41| 36| s518] 402] 11| 6] 11] 9
4] N 211] N 211] N 526 N 2| N 15
5/ N 54| N 54| N 406| N 3] N 13
6| 1745| 29| 1778] 29| N | 1435] 1| 17| 2| 22
7] 42| 59| 42| 59| N 551 24| 5| 20/ 20
8] 13| NP 13| NP | 437] NP 3] NP | 12| NP
9] 22| NP 39| NP | 848] NP 6/ NP | 15| NP
10| 34| NP 34| NP | 591] NP 6| NP | 13| NP
11] 29| NP 92| NP | 751] NP 14] NP | 16| NP
12| 180/ NP | 339] NP | 528 NP 15| NP 5| NP

N: no mostré la conducta. NP: no probado. P: nimero de la prueba copulatoria. LM: latencia de monta.
LI: latencia de intromision. LE: latencia de eyaculacion. NM: nimero de montas. NI: nimero de

intromisiones. (S): segundos.
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Tabla A2. Parametros copulatorios de las ratas macho F2.

F2 LM (s) LI (s) LE(s) NM NI

Macho [P1 [P2 [P3 |P4 |P1 [P2 [P3 [P4 [P1 |P2 [P3 [P4 |P1 |P2 [P3 [P4 |P1 |P2 |P3 |P4
1| 19|/NP [NP [NP | 38|NP |[NP [NP | 466|/NP |[NP |NP 5/NP NP [NP | 12|/NP |[NP |NP
2| 271| 37| 31| N | 272] N | 106] N | 346] N | 831] N 2| 11] 30/ N | 7] N | 12] N
3] 21| 3| 1] 18] 21| 51| 12| 18] 554| 603| 354| 297| 4| 6| 4| 8] 11| 12| 16| 12
4| 106] 24| 24| o] 334] 24| 46| ol 516] 681 e64| 322| 7| 7| 12| 4] 11] 13] 12] 14
5| N | 97] 23] 43| N | 162] 23| 96| N | 848 416] 282| N | 16| 11| 4| N 8| 8| 8
6] 67| 7| 43| 2| 67| 22| 43| 30| 854| 1073| 767| 450| 7| 28| 16| 3| 16| 20| 13| 18
7] 65| 1| 1] 1] 65| 1| 1| 1| 745] s21| 787] 222] 6| 8| 12| 6| 15| 16] 21| 9
8| 37| 17| 2| 5| 37/ 912] 2| 13| N | N | 490| 223| 24| 13| 3| 2| 15| 1| 14| 9
9| 98| 43| 48] 23| 150] 43| 48| 51| 976 795 431] N | 19] 28| 14| 8] 11] 9| 5] 12

N: no mostro la conducta. NP: no probado. P: nimero de la prueba copulatoria. LM: latencia de monta. LI: latencia de intromision. LE: latencia de

eyaculacion. NM: nimero de montas. NI: nimero de intromisiones. (s): segundos.
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Tabla A3. Parametros copulatorios de las ratas macho F5.

F5 LM (S) LI (s) LE (s) NM NI
Macho [P1 [P2 |P3 |P4 [P1 |P2 [P3 |P4 |[P1 [P2 [P3 |P4 |P1 |P2 [P3 |P4 [P1 |P2 |P3 |P4
1| N | 37/225] 12| N 37| 252| 12| N | 599| 789 228] N | 1| 8| 1| N[ 10| 19] 9
2| 1409| 67| 49| 6] 1409 230] 52| 6| N [1335] 948| 487| 1| 3| 4] 9| 9| 9] 18] 10
3] 73| 13| 98| 20| 136| 58| 221| 20| o910| 204| 873| 331| 3| 5| 7| 3| 10] 12| 10] 7
4| 40| 55| 45] 8| 66| 63| 51| 42| 793] 312 620] 319 11| 2| 2| 2| 8] 10] 6] 9
5| 883] 275| 202] 9] 1207| 1125] 202] 9| N | 322 723| 339] 5| 4| 9| 4] 3| 4] 9] =6
6/ 44| 10| 23| 18| 119] 10| 36| 40| 626 783| 395| 313| 6| 3| 5| 5| 13| 15| 17| 11
7| 341] 150| 412] 123 708| 270| 412]|123| 1031] 1545| 763| 437] 9| 7| 1| 5| 10| 11] 9] 8
8| 78| 43| 50| 21| 113] 43[ 160| 21| 800| 933 971| 456| 4| 1| 4| 3| 15| 12| 13| 9
9] 49| s0] 6/NP| 49| 50| 21| NP| 481] 417] 1043] NP 4] 1] 18] NP| 10| 10] 16| NP
10/ 38| 38| 38| NP| 38| 38| 115/ NP| 428| 222| 576| NP 2| 1| 5| NP| 10| 5] 10| NP
11| 70| 47| 51| NP | 70| 47| 84| NP| 317| 162| 326| NP 1] 1] 3|NP| 7] 6] 11| NP
12| 22| 9] s5|NP| 22 9/ 5| NP| 1147 1170| 791| NP 9] 6| 9|NP| 12| 12] 15| NP
13| 308| 44| 72| NP | 308| 282 72| NP| 527]|1093| 414| NP | 14| 21| 5/ NP| 6] 9| 9|NP
14| 35| 17| 24| NP | 48] 30| 49| NP| 236| 230] 134| NP 3] 3] 2[Np| 7] 7] 6|NP
15| 72| 30| 10/NP| 81| 30| 10/ NP| 403| 416| 252| NP 4| 4] 4|Nep| 6] 6] 7|NP
16/ 88| 10| 10/ NP | 88| 10| 10/ NP| 797| 700| 195| NP 5/ 3] 1/ NP| 11| 16] 8| NP
17| 97| 60| 22| NP | 97| 60[ 22| NP| 1022] 1004] 938 NP | 16| 1| 9| NP| 15| 16| 10| NP
18| 167| 30| 9| NP | 167| 30| 9| NP| 452| 507| 249| NP 3] 1| 10| NP| 11| 16| 11| NP
19| 50| 14| 13| NP| 50| 14| 13| NP| 395| 320| 287| NP 8] 1| 1| NP| 10] 9] 10| NP
20| 16| 138] 33| NP | 40| 138] 33| NP| 495| 271 259| NP 3] 1] 3| NP| 13] 6] 9|NP

N: no mostr6 la conducta. NP: no probado. P: nimero de la prueba copulatoria

eyaculacion. NM: nimero de montas. NI: nimero de intromisiones. (S): segundos. ContinGa en la siguiente pagina...

. LM: latencia de monta. LI: latencia de intromision. LE: latencia de

88




...viene de la pagina anterior. Tabla A3. Pardmetros copulatorios de las ratas macho F5.

F5 LM (S) LI (S) LE (s) NM
Macho | P1 | P2 | P3 [P4a| P1 [ P2 | P3 |Pa| P1 | P2 | P3 |Pa|P1|P2|P3|P4|PL]|P2]|P3]P4
21 4 | 5 6 INP|] 4| 5| 6 |[NP| 762|882 | 243 [NP| 23| 6 | 2 [NP|11 13| 7 |[NP
22 | 93 | 40 | 159 [NP| 93 | 40 | 162 [NP| 635 | 660 | 779 [NP| 3 | 5 | 7 [NP| 14| 9 | 8 [NP
23 |117 |14 | 11 [NP|117 | 42 | 25 |[NP| 161 | 87 | 40 [NP| 2 |1 | 2 [NP| 5 | 4 | 3 |NP
24 | 2120 | NP [NP| 21 |277] NP |[NP| 243 | 526 | NP [NP| 1 | 18 NP| 6 | 5 [NP|NP
25 126 1 | NP [NP|126] 1 | NP [NP| 131 | 112 | NP [NP| 1 | 2 NP| 3 [ 5 [NP|NP
26 | N |216| 5 |NP| N |411] 5 |[NP| N | 819 | 512 [NP|[ N |3 |5 [NP| N [13] 9 [NP
27 | 89| 13| 14 [NP| 89 | 13 | 14 |[NP[1217 ]| 627 | 619 [NP| 5 [ 10| 5 [NP| 13| 8 | 9 [NP
28 |53 17| 1 |[NP|160| 20 | 6 |NP| 814 | 463 | 693 [NP| 6 | 5 |17 [NP| 10| 7 | 9 [NP
29 |50 15| 4 [NP| 50| 15| 30 |[NP|1278| 772 | 478 [NP| 3 | 6 | 6 [NP| 12|13 ] 9 |NP
30 | 71|13 26 [NP| 71| 13| 26 |NP| 614 | 472 | 218 [NP| 3 | 2 | 5 [NP| 7 | 9 | 9 [NP
31 5 | 8] 4 NP 5] 8] 4 [NP| 190 ] 147 | 183 [NP| 3 | 3 | 8 [NP| 7 | 5 [10]NP
32 |46 | 8 | 10 [NP| 46| 8 | 10 |NP| 468 | 353 | 150 [NP| 3 | 1 | N|[NP| 6 | 7 | 4 [NP
33 | N | N |[1110 [NP| N | N | 1110 [NP| N N | 164 [NP| N[ N[N |NP|N|N|4]|NP
34 |259] 20 | 506 |[NP| 282 ] 20 | 560 |NP| 783 | 868 | 1079 [NP| 2 |11 | 11 [NP| 10 | 19 | 10 [ NP
35 | 71115 | 5 |[NP| 71| 19 | 12 |NP| 437 | 930 | 361 [NP| 5 | 4| 1 [NP| 9 |16 ] 8 |[NP
36 | 14| 7 | 35 [Np] 14 ] 13] 35 |[NP| 61 | 105 | 166 [NP| 1 | 4| 1 [NP|] 2 | 3 ] 4 |NP
37 |89 | 4| 7 [Np| 89 | 64| 7 |NP|[ 215 | 386 | 53 [NP| 2 | 2| 1 [NP| 8] 9 ]5]NP
38 1 |41 ] 29 [NP| 1 [ 4] 70 |NP| 890 | 1108 | 498 |[NP| 5 | 6 | 5 |[NP| 13|15 | 9 [NP
39 |476|179| 37 [NP| 476 [304| 40 |NP| 904 | 746 | 286 [NP| 2 | 5 | 1 [NP| 16| 10| 5 |NP
40 | N |576 | NP [NP| N |[576 ] NP [NP| N [1236] NP [NP| N | 7 [NP|NP| N [ 17 [NP[NP

N: no mostr6 la conducta. NP: no probado. P: nimero de la prueba copulatoria. LM: latencia de monta. LI: latencia de intromisién. LE: latencia de

eyaculacion. NM: nimero de montas. NI: nimero de intromisiones. (s): segundos. Continua en la siguiente pagina...
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...viene de la pagina anterior. Tabla A3. Pardmetros copulatorios de las ratas macho F5.

F5 LM (s) LI (s) LE (s) NM NI

Macho| P1 [ P2 [ P3| Pa|PL|[P2|P3|Pa| PL | P2 | P3| P4 |PL|P2[P3|Ps|PL]|P2]|P3]P4
41 765|508 NP [ NP | N [508 | NP NP | N | 904 | NP [ NP [ 20| 6 [ NP | NP | N |10 | NP | NP
42 |173] 38 [NP|NP[651] 38 [NP|[ NP | N [352 | NP [NP| 4 | 3[NP|NP| 1224 | NP | NP
43 | 29 | 48 [NP|NP| 29 [137| NP | NP | 569 | 454 | NP | NP [ 11 | 7 [ NP [ NP | 9 | 14 | NP | NP
44 |245] 20 [NP | NP [245] 20 [NP | NP | 1213 | 558 | NP [ NP [ 211 | 7 [ NP [ NP | 16 | 17 | NP | NP
45 [101] 12 [NP|NP[135] 12 [NP|[ NP | 341 | 183 | NP [ NP | 4 | 2 [NP | NP | 9 | 8 | NP [ NP
46 |603| 72 | 2 | NP [844]106| 2 | NP | 476 | 592 | 317 [NP| 6 | 3| 3 |[NP| 7 |12 ]| 7 [ NP
47 22989 | 2 [NP[229]159] 2 [ NP | 671 | 643 [ 349 [NP| 3 | 6] 2 [ NP |11 [13] 8 [ NP
48 438 41| 20 [ NP [520] 71 [ 20 [ NP | 1140 | 612 | 883 | NP | 9 | 9 | 13 | NP | 20 | 14 | 19 | NP
49 | 67|26 8 [NP| 67|26 8 [ NP | 447 | 261|158 [NP| 2 |2 [ N NP |10 9 | 8 [ NP
50 [147]277] 55 [ NP [147[643] 55 | NP | 490 | 477 | 421 [ NP | 7 |15] 8 [NP| 8 [ 6 | 7 | NP
51 [253] 28 [ 31 [NP[253] 28 [ 31 [ NP | 432 [ 430|201 [NP| 4 | 4] 3 [NP| 8 ]10] 9 | NP
52 [310] 58] 9 [NP[310[58 ] 9 [ NP | 302 715|501 [NP| 2 [ 3] 2 [NP| 7 [11] 13 | NP
53 [203] 24 | 22 [NP [203| 24 | 22 | NP [ 1109 | 873 | 870 [ NP | 9 | 6 | 3 [ NP |14 [ 15| 14 | NP
54 [469] 59 | 20 [ NP [469] 59 | 20 | NP | 306 | 406 | 254 [ NP | 1 [ 1| 5 [NP| 9 [ 16| 5 | NP
55 | 73 [ 84|16 [NP| 73| 95|16 | NP | 793 | 549 | 267 | NP | 13 15| 2 [ NP |13 [ 12| 10 | NP
56 | 36| 8| 8 |[NP[36] 8] 8 |NP| 283376242 NP| 1| 4a] 6 [NP|] 7 ]12] 6 |NP

N: no mostro la conducta. NP: no probado. P: nimero de la prueba copulatoria. LM: latencia de monta. LI: latencia de intromision. LE: latencia de

eyaculacion. NM: ndmero de montas. NI: nimero de intromisiones. (s): segundos.
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Sexually sluggish (SS) male rats represent a small proportion of animals that take a long time to ejaculate, or
sometimes they do not ejaculate, when tested on repeated occasions with sexually receptive females. The cur-
rent study was done in order to evaluate whether chronic estradiol (E;) or testosterone (T) treatment could in-
duce consistent ejaculatory behavior in these male rats. Those males that displayed sexual behavior but did not
ejaculate in at least four of five tests were classified as SS and included in the present experiment. They were
implanted subcutaneously with Silastic capsules that were empty or filled with E, or T. Starting one week

Keywords: ; ; > . 4

Sexually sluggish after the implant, subjects were tested weekly with sexually receptive females for seven consecutive weeks. At
Testosterone the end of the experiment all subjects were weighed and sacrificed to weigh the accessory sex glands. The results
Estradiol showed that SS males implanted with an empty or T-filled capsule remained as such; they displayed mounts and

Silastic capsules intromissions but not a consistent pattern of ejaculation despite the twelve weeks of testing (5 screening tests
and 7 with the corresponding implant). In contrast, the percentage of SS males implanted with an E, capsule
that displayed the ejaculatory pattern was significantly reduced. Subjects treated with E; also displayed a higher
number of mounts than the empty capsule group during several weeks of testing. At the end of the experiment
the weights of the body, testicles, epididymis, seminal vesicles, and prostate of the SS male rats chronically trea-
ted with E; were lower than those of the empty or T capsule groups. In addition, male rats with a T implant
showed lower testicular weight than the empty capsule group. These results suggest that the lack of ejaculation

patter in SS male rats is not due to estrogenic or androgenic alteration.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

It is well established that execution of sexual behavior improves
with copulatory experience. For example, sexually experienced (SE)
male rats copulate with shorter latencies to mount, intromit, and ejacu-
late and with fewer mounts and intromissions preceding ejaculation
(Dewsbury, 1969; Larsson, 1959). Precontact ultrasonic vocalizations
increase with sexual experience as well (Bialy et al.,, 2000). The SE
males usually ejaculate after about 10 intromissions within 10 to
15 min of being placed with a sexually receptive female (Hull and
Wood, 2006). But there are some males that take a long time to ejacu-
late or fail to reach ejaculation in tests of 30 min or even 1 h (Damassa
etal.,, 1977; Kohlert and Bloch, 1996; Portillo et al., 2006). These animals
are called sexually sluggish (SS) and have been described in several spe-
cies such as rams (Alexander et al., 1999), rhesus monkey (Phoenix and
Chambers, 1988) and rats (De Gasperin-Estrada et al., 2008; Portillo
et al,, 2006). Kohlert and Bloch (1996) reported that SS male rats do
not show alterations in selective attention or in the ability to learn an

* Corresponding author at: Instituto de Neurobiologia, Apartado Postal 1-1141,
Querétaro, Qro. 76001, México. Fax: + 52 442 234 0344.
E-mail address: rparedes@servidor.unam.mx (R.G. Paredes).

0091-3057/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.pbb.2012.01.021

active avoidance task. Furthermore, no deficits in general activity, loco-
motor activity, or approach-avoidance behavior as measured in the ele-
vated plus maze are observed in SS male rats in comparison to normal
ejaculators (Pattij et al., 2005). This evidence suggests that SS male
rats have no cognitive deficits that could explain their inability to ejac-
ulate. We have previously shown that SS male rats have a clear prefer-
ence to interact with a sexually receptive female and show a clear
preference for estrous female bedding as opposed to anestrous or
clean bedding. However, time spent investigating estrous bedding was
significantly shorter in SS when compared to SE male rats (Portillo et
al., 2006). When exposed to odors from estrous female bedding, the
structures of the vomeronasal projection pathway were equally activat-
ed in SE and SS male rats (Portillo et al., 2006), demonstrating that SS
male rats do not have alterations in their olfactory system or deficits
in processing sexually relevant, olfactory cues. This was confirmed in a
follow up study in which we demonstrated that SS males can discrimi-
nate between sexually relevant and non sexual odors using a habitua-
tion dehabituation test (De Gasperin-Estrada et al., 2008). In the same
study we demonstrated that sexually receptive females spent the
same time in the incentive zone of SS and SE males, suggesting that SS
and SE males are equally attractive to females.

The deficits observed in ejaculatory behavior in SS male rats are
not associated with alterations in plasma concentration of T or Es.
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For example, Damassa et al. (1977) found no difference in plasma
T concentration between male rats which intromit in 30 min mating
tests and those that did not intromit in several mating tests (Damassa
et al,, 1977). Similarly, we previously found no differences in T or E,
plasma concentration between male rats that ejaculated in three mat-
ing tests and those which displayed sexual behavior but did not reach
ejaculation in any of the mating tests (Portillo et al., 2006). The early
studies that evaluated the effects of hormones upon animals with differ-
ent abilities to display sexual behavior did not clearly differentiate be-
tween non-copulating males (NC), those that do not display mounts,
intromissions, or ejaculations in several tests with receptive females,
from SS males. For example, in his classical study, Damassa et al.
(1977) classified as NC those males that had not intromited on any of
seven tests, but it is clear that they could have displayed mounts. Simi-
larly, Craig et al. (1954, and references therein) classified male rats as
non-breeders or SS if they were exposed to different females for several
estrous periods and the females were not pregnant. Although they did
not impregnate females, these males clearly could have displayed
mounts, intromissions, and even ejaculation.

It has long been established that sexual behavior in male mammals is
regulated by testosterone (T) and estradiol (E,). For example, in the
male rat, castration results in the loss of sexual behavior that is restored
after replacement therapy with T or E; (Damassa et al.,, 1977; Harding
and Velotta, 2011; Larsson, 1979; McGinnis and Dreifuss, 1989). In the
same way, restoration of copulatory behavior in castrated male rats
given T filled silastic capsules is prevented by the concurrent adminis-
tration of the androgen receptor (AR) antagonist Sch 16423 (McGinnis
and Mirth, 1986) or by aromatase inhibitors (Morali et al,, 1977) sug-
gesting that both androgen and estrogens, formed via neural aromatiza-
tion of circulating T, are required for the full display of male sexual
behavior (review in Baum, 2003). Early studies in gonadally intact rats
receiving daily injections of estradiol benzoate (EB) have yield contra-
dictory results. While some studies have found an inhibition of sexual
behavior (Davidson, 1969) others have found no effects. Moreover, in
an early study it was demonstrated that daily administration of EB stim-
ulated precocious appearance of mounts, intromissions and to a lesser
extent ejaculation in prepubertal male rats (Baum, 1972). The aim of
the present study was to evaluate whether high chronic E; would induce
ejaculatory behavior and to carefully reevaluate whether chronic T
treatment would induce ejaculatory behavior in SS male rats.

2. Methods
2.1. Subjects

Sexually naive adult male Wistar rats (380-400 g) obtained from
the breeding colony at the Instituto de Neurobiologia of the Universidad
Nacional Auténoma de México were housed in groups of four. Standard
laboratory rat chow and water were available ad libitum throughout the
experiment. Subjects were maintained in a room with controlled tem-
perature (25+1 °C) and under a reverse light-dark cycle (12 h-12 h).
Stimulus females of the same strain (200-300 g) were brought into es-
trous by hormone treatment. They were gonadectomized (GDX) and
subcutaneously injected with 25 pg/rat of EB 48 h before and with
1 mg/rat of progesterone (P) 4 h before the mating tests. All experi-
ments were approved by the local animal care committee and were car-
ried out in accordance with the “Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion para la Salud” of the Mexican Health Minis-
try that follows NIH guidelines.

2.2. Male sexual behavior screening tests

All males were given five mating training tests of 30 min, separated
by at least 24 h. All the observations were done 2 h after the onset of
darkness and under dim red light. Males were transferred to mating
cages (40 x 60 x40 cm). After a 5 min adaptation period, one receptive

female was placed with each male. The following parameters were
recorded: mount and intromission latencies (time from introduction
of the male into the test cage until the first mount with pelvic thrusting
and the first intromissive behavior pattern, respectively), ejaculation la-
tency (time from the first intromissive behavior pattern until the first
ejaculation behavior pattern), number of mounts and number of intro-
missions. Sexually sluggish (SS) males, those that displayed sexual be-
havior but did not display the ejaculatory pattern in at least four of
five tests, were included in the experiment.

2.3. Hormonal treatment and sexual behavior tests

One week after the last screening test the SS male rats received sub-
cutaneous implants of a Silastic capsule (2.0 cm length; 1.98 mm i.d.;
3.18 mm o.d.; Dow Corning Corp) either empty (N=9) or filled with
T (N=9) or E; (N=10), under deep anaesthesia using ketamine
(95 mg/kg) and xylazine (12 mg/kg). Early studies showed that these Si-
lastic capsules release T or E; at a rate of ~30 pg/day/cm (Stratton et al.,
1973) and 2.4 pg/day/cm (Robaire et al., 1979), respectively. Indeed, a
Silastic capsule of 2.0 cmyields 1.52 4- 0.22 ng/mL of T ten days after im-
plantation to castrated male rats (Moger, 1976), while a dose of 30 mgin
the 2.0 cm Silastic capsule yields 0.143 £ 0.0239 ng/mL of E; (Rajkumar
et al., 2001). Starting one week after surgery, all animals were tested
weekly for seven weeks for sexual behavior with sexually receptive fe-
males. The percentage of SS male rats that displayed mounts, intromis-
sions and ejaculations was registered. The number of mounts and
intromissions patterns, as well, latencies of mounts, intromissions, and
ejaculation were also registered in each mating test. At the end of the ex-
periment all animals were weighed and sacrificed. Testicles, epididymis,
prostate, and seminal vesicles were removed and weighed.

2.4. Statistical analysis

The percentage of SS male rats that displayed mounts, intromissions,
and ejaculations in each test was analyzed using a Chi-square test fol-
lowed by a Fisher's exact test. Number of mounts and intromissions as
well as mount, intromission and ejaculation latency data did not pass
the normality test; therefore, they were analyzed using the Kruskal
Wallis test followed by a post hoc Dunn's test. The data for body, testicle,
epididymis, seminal vesicle, and prostate weight passed the normality
test and therefore, were analyzed using a one-way analysis of variance
followed by a post-hoc Tukey test.

3. Results
3.1. Percentage of SS male rats that displayed copulation

Subjects were observed in a total of 12 tests, 5 screening tests fol-
lowed by 7 tests with their corresponding implant. The males classified
as SS were selected because they failed to ejaculate in at least 4 out of 5
screening mating tests. The results show that they continued to show SS
behavior throughout testing. In the seven weeks of testing following the
implant the subjects that had been implanted with an empty or T cap-
sule showed a more consistent pattern of mounts and intromissions
(see Fig. 1A and B) but only 60% of the animals ejaculated in the seven
weeks with the empty implant (see Fig. 1C). The chronic T or E; treat-
ment did not modify the percentage of SS male rats that displayed
mounts or intromissions. In contrast, the percentage of SS male rats
that ejaculated was lower in subjects treated with E; than in those trea-
ted with T or in the group implanted with an empty capsule. As shown
in Fig. 1C, chronic E, treatment significantly reduced the percentage of
male rats that ejaculated in the seventh (vs empty), eighth (vs T), elev-
enth, and twelfth (vs empty and T) week of testing.



338 E. Antonio-Cabrera, R.G. Paredes / Pharmacology, Biochemistry and Behavior 101 (2012) 336-341

A) Mount
100 |
80 !
|
® |
2 60 |
— |
2 |
T 40 |
a |
| —o— Empty
20 1 1 T
| —V E;
y
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Screening mating tests Weekly mating tests

B) Intromission

100 -
80
60
40 1
201

4 5 6 7 8 9 10 11 12
Weekly mating tests

Per centage

!

1 2 3
Screening mating tests

C) Ejaculation
120 4

|

i

100 A }
|

80 - |
|

|

60 |
|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

Percentage

404
20 A
04

12
Screening mating tests

3 4 5 6 7 8 9 1011 12
Weekly mating tests

Fig. 1. Percentage of SS male rats displaying mounts (A), intromissions (B) and ejacu-
lation (C) in the mating screening tests and after they were subcutaneously implanted
with either an empty (N=9) or a T (N=9) or an E, (N=10) silastic capsule. The
arrow indicates the beginning of chronic treatment. *Different from empty group:
p<0.05; **p<0.01. T Different from T group: p<0.05; {7 p<0.01; {fi p<0.001.

3.2. Copulatory parameters of SS male rats that displayed copulation

The number of mounts was significantly different between groups
in weeks 10 (Kruskal-Wallis H=13,473; p=0.001), 11 (Kruskal-
Wallis H=11,790; p=0.003) and 12 (Kruskal-Wallis H=10,407;
p=20.005). The number of mounts was higher in the SS male rats
with chronic E, treatment when tested on weeks 10, 11, and 12
(see Table 1) compared to the control group and to the group
implanted with T on week 11. With respect to mount and intromis-
sion latency, no consistent differences were found, except that the
mount latency on week seven was shorter in the group treated with
T than in the empty capsule group. On week 12 the intromission la-
tency of the animals implanted with E; was higher than the other 2
groups (see Table 2).

3.3. Body weight and weight of the accessory sex glands of the SS male
rats

At the end of the evaluation period, we observed that SS male rats
implanted with E, had a lower body weight than the other 2 groups
(see Fig. 2A). Subjects implanted with E, also showed a reduced
weight in testicles, epididymis, seminal vesicles, and prostate than
the other two groups. Testicle weight was lower in subjects
implanted with T than in males implanted with an empty capsule
(see Fig. 2B).

4. Discussion

The SS male rats displayed mounts and intromissions but only a
small proportion ejaculated in the mating screening tests. Moreover,
as we have previously shown these animals ejaculate infrequently
or do not ejaculate even after repeated testing for up to 9 weeks
(Portillo et al., 2006). The present experiment expanded these obser-
vations to 12 copulatory tests (5 screening tests and 7 with the corre-
sponding implant) and as can be seen only about 60 percent of the
animals displayed the ejaculatory pattern and only two of the sub-
jects of this group ejaculated in all the tests. We also observed that
chronic treatment with E,, but not T, decreases the percentage of SS
male rats that ejaculate.

The results observed with the chronic EB treatment are in agree-
ment with previous observations in gonadally intact male rats,
where the injection of 200 g of EB for ten days inhibited sexual be-
havior (Davidson, 1969). In contrast, Sodersten (1973) observed
that injection of 200 g of EB for three weeks in gonadally intact
male rats did not produce significant changes in sexual behavior.
Some of the discrepancies might be due to differences in sexual expe-
rience of the subjects. For example, castrated sexually experienced
males treated with EB show a copulatory behavior indistinguishable
from that of males treated with T (e.g. Sodersten, 1973). However,
in castrated sexually inexperienced males, E; stimulated mount and
intromission but ejaculation was rare (Beach, 1942; Pfaff, 1970). Sim-
ilar observations have been described with respect to sexual ap-
proach behaviors. Atilla and colleagues (2010) evaluated sexual
incentive motivation in castrated male rats after different hormonal
treatments. In subjects implanted with a Silastic capsule containing
E,, 80% mounted, 60% intromitted and 30% ejaculated. In addition,
E, was unable to restore sexual incentive motivation; that is,
implanted males showed no preference for a receptive female over
a male (Attila et al., 2010). The inhibitory effect of E, in the ejaculato-
ry response of SS male rats could be associated, as indicated by
Davidson (1969), with an inhibition of T synthesis caused by an in-
hibitory action of E, on gonadotropin release (Gans, 1959). However,
the fact that a high proportion (more than 80%) of the SS males
implanted with E, displayed mounts and intromissions suggest that
E, is able to induce and maintain sexual behavior, but is not able to
reduce the ejaculation threshold in SS males.

As expected, we also observed that at the end of the chronic E,
treatment, males had lower body weight, and the weights of their tes-
ticles, epididymis, seminal vesicles, and prostate were lower than the
T treated or control groups. These results are in agreement with pre-
vious studies showing that in intact male rats a chronic treatment
with 200 pg/mL of circulating E; induces a regression of seminal ves-
icles and decrease of ventral prostate weight (Brewster et al., 1997)
and that a higher dose (200 pg/Kg) of EB administered to gonadally
intact male rats produces involution of the interstitial Leydig cells
(Davidson, 1969) or testicular atrophy (Sodersten, 1973). The lower
body weight is explained by the well known hypophagic effect of E,
(Ganesan, 1994). In the present study chronic T treatment in SS
male rats induced a size reduction only of the testicles (see Fig. 2)
which is similar to the reduction observed in adult male rats treated
with testosterone cypionate for 12 weeks (Clark et al., 1997).
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Table 1

Number of mounts (MN) and intromissions (IN) in SS male rats in the mating screening tests and after they were subcutaneously implanted with either an empty or a T or an E,

capsule (Mean + standard error).

Mating test Number of mounts Number of intromissions

Empty N T N E, N Empty N T N E, N
1 6.04+26 4 33.04+12.2 7 26.2+6.9 12.0+4.0 2 44+15 5 11.84+26 5
2 215426 8 254+6.2 7 22.8+64 10 10.5+23 8 13.0+28 5 8.0+1.7 10
3 156428 6 3724139 6 29.8+4.8 11.6+3.8 5 10.04+2.5 6 162448 9
4 263433 8 264484 8 31.5+43 209+28 7 17.245.1 6 144434 7
5 9.04+3.2 9 23.0+7.6 9 28.0+6.1% 10 157+ 44 3 94420 8 89422 8
Beginning of the hormonal treatment
6 124+£26 9 179454 9 23945.0 10 13.3£20 9 131+£14 9 11.5+£2.1 10
7 11.94+3.0 9 243+85 9 363+9.7 10 93+2.1 9 9.1+13 8 121424 9
8 120455 9 233+5.8 9 23.7+£65 10 10.7+1.6 9 127427 9 119428 8
9 144+£39 8 152426 9 19.443.7 10 12.6 4.2 8 152434 5 21.8+3.8 8
10 59+1.1 8 11.6+2.7 9 232442 10 11.3+£15 7 141+£22 9 12.0+£2.1 10
11 103432 9 9.1+19 9 25.7 £3.6"TT 10 98+13 9 11.6+1.7 9 18.0+3.0 10
12 69+19 9 106423 9 19.343.1* 10 113+14 8 11.14+1.6 9 106417 10

*Significantly different from empty capsule group: p<0.05; **p<0.01.
fiSignificantly different from testosterone capsule group: p<0.01.

Early studies attempted to stimulate sexual behavior in SS male rats
by administering high doses of T (Beach, 1940; Stone, 1938; Whalen
etal., 1961). For example, Stone (1938) found that male rats whose cop-
ulatory behavior was deficient in preliminary tests did not improve cop-
ulation after systemic administration of testosterone propionate.
Damassa et al. (1977) observed that subcutaneous implant with T Silas-
tic capsules, which yield 5.18 ng/mL of plasmatic T together with re-
peated testing, induced ejaculation behavior in ten of twelve animals
which did not intromit in previous mating screening tests. Moreover,
male rats that ejaculated showed the full normal mating pattern in al-
most all subsequent tests. However, as mentioned by Damassa et al.
(1977) their experiment did not distinguish the effects of repeated
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Fig. 2. (A) Body and (B) accessory sex glands (ASG) weight at the end of the experiment in
SS male rats subcutaneously implanted with either an empty (N=9),aT (N=9) oranE,,
(N=10) silastic capsule (Mean + standard error). **Different from empty and T groups:
p<0.01. fDifferent from empty group: p<0.05.

testing from those of exposure to constant androgen levels. The ineffec-
tiveness of T treatment for improving sexual behavior performance in
SS male rats has been observed in other species of mammals (Phoenix
and Chambers, 1988; Riss and Young, 1954). Phoenix and Chambers
(1988) reported that daily T administration (1 mg/Kg) for 35 days failed
to enhance sexual performance in young Rhesus males (Macaca
mulatta) that ejaculated in less than 50% of sexual behavior tests. In
the present experiment males chronically treated with T failed to dis-
play consistent ejaculatory behavior.

In male mammals it is well established that both androgens and es-
trogens, formed via neural aromatization of circulating T, are required
for the full display of male sexual behavior and the establishment of part-
ner preference (review in Baum, 2003). Male rats with prenatal andro-
gen blockade show a decrease in coital behavior, when tested as adults
(Clemens et al., 1978; Dominguez-Salazar et al., 2002). On the other
hand, male rats treated prenatally and shortly after birth with the aroma-
tase inhibitor ATD showed a clear preference for a stimulus male instead
of an estrous female. Moreover, these males showed normal mounting
and intromissive behavior but their ability to ejaculate was reduced
(Brand et al., 1991). Similar results have been described in mice with
null mutations of the Cyp19 aromatase gene. As adults, these males
showed reduced mounts, intromissions, and ejaculations when tested
with estrous females (Honda et al., 1998; Toda et al., 2001). Similar re-
sults were observed if they were castrated and given testosterone propi-
onate (Bakker et al., 2002). They also sire fewer litters than wild type
controls (Toda et al., 2001). One possible explanation for the results of
the present experiment is that the essential role of neural aromatization
of circulating T in controlling male-typical sexual differentiation of brain
and behavior is affected during development in SS male rats.

Other studies have evaluated the effects of neurotransmitters upon
sexual behavior in SS males. For example, it was observed that in male
rats that failed to ejaculate in five screening tests the intramuscular in-
jection of the opioid antagonist naloxone (4 mg/Kg) induced ejacula-
tory behavior in 74% of the treated animals. The percentage of
animals injected with naloxone that ejaculated returned to the low
baseline level when tested one week later after saline injection
(Gessa et al., 1979). Similar results were observed in SS male rats trea-
ted with the serotonin 1A receptor agonist (+)-8-hydroxy-2-(di-n-
protyl-amino) tetralin hydrobromide (8-OH-DPAT). In that study a
clear induction of male sexual behavior was observed in SS male rats
treated with 8-OH-DPAT. However, when the animals were tested
one week later under drug free conditions they displayed low levels
of sexual behavior, similar to those seen before the treatment. More-
over, the facilitation of ejaculation induced by 8-OH-DPAT was not as-
sociated with an induction of conditioned place preference (Camacho
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Table 2

E. Antonio-Cabrera, R.G. Paredes / Pharmacology, Biochemistry and Behavior 101 (2012) 336-341

Mount (ML), intromission (IL), and ejaculation latencies (EL) in SS male rats in the mating screening tests and after they were implanted with either an empty or a T or an E;, capsule

(Mean =+ standard error, data in seconds).

Mating test Mount latency (ML) Intromission latency (IL) Ejaculation latency (EL)

Empty T Es Empty T Ex Empty N T N E; N
1 1083+27.1 15214914 12754418 376.04+107.0 656.4+305.7 202.0+66.5 - - -
2 123.84+41.1 8334285 439341805 267.64+64.6 339.442005 516.04+175.5 - - -
3 186.34+104.1 320941843 7424219 16484643 472042335 273841014 - - 1203.04394.7 3
4 322941765 198941384 101.8426.5 212.74128.8 250.74152.3 337.44186.6 1318441689 5 770.04+140.0 2 1037.04+£2439 3
5 109.84+48.1 13354608 146.1+58.1 11334262 373.1+162.5 180.7+52.7 616.0 1 1112542235 2 1093.04+£282.0 2
Beginning of the hormonal treatment

17104688 58.0+254 65.7+19.2 263.0+153.0 162.1+857 209.6+113.8 652.0 +98.0 6 7216+£1066 7 953.0+1107 5
7 177.7+£69.1  253+11.1%  74.0419.0 5463+1941 108.6+355 198.8+66.3 781.0+£1284 6 529.04+2313 4 1546.0 1
8 73.9+279 20.74+8.2 92.64+44.3 19644885 39.94+15.0 271.0+115.87 480.5+87.4 6 8683+1492 9 9320+1260 3
9 63.9+23.7 217.3+1404 136.6+659 260.6+165.1 2282+148.8 143.5+67.0 737.7+£1743 6 7144+1107 7 853.0+£1703 4
10 260.6+159.9 77.44+66.2 26.0+8.1 109.0+57.6 10134852 147.0+475 7708+103.6 6 725141245 8 1124842196 5
11 47.6+204 57.7+48.2 4404157 10044341 60.74+47.8 849+227 771.8+106.6 8 500.04+88.0 9 1438.0 1
12 11324725 52.8+35.1 69.9+18.0 46.8+21.8 103.14+324  381.74+127.6"F 697.04+1396 7 6675+151.7 6 1484.0 1

*Different from empty group: p<0.05.
TDifferent from T group: p<0.05.

et al., 2007) that is normally seen after mating in males (Agmo
and Berenfeld, 1990; Martinez and Paredes, 2001) indicating that de-
spite the fact that the male rats ejaculated with fewer intromissions after
8-OH-DPAT treatment, sexual behavior was not rewarding (Camacho
et al, 2007). It appears then, that the facilitation of sexual behavior
in animals with low sexual activity induced by different drugs could
be associated with factors not directly related to sexual behavior, such
as increased general arousal or increased locomotor activity. Such
an argument has also been proposed for the facilitation of sexual be-
havior induced in males by caffeine (Agmo and Villalpando, 1995)
and dopaminergic compounds (Paredes and Agmo, 2004).

Our results indicate that SS male rats remained unchanged despite
the fact that they were repeatedly tested for 12 weeks with receptive fe-
males. They also demonstrate that chronic treatment with E; or T does
not induce sexual behavior to levels similar to sexually experienced
male rats. These results suggest that failure to ejaculate in SS male rats
might be due to alterations in the essential role of neural aromatization
of circulating T in controlling male-typical differentiation in brain and
sexual behavior in male rats.
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