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Resumen en espafiol

Capitulo 1
Antecedentes

La funcidn sexual masculina ha sido un tema de interés para la comunidad cientifica durante
las ultimas décadas. Se ha prestado especial atencion a las disfunciones como la eyaculacion
precoz (EP) y la eyaculacion retardada (ER), que afectan a una parte considerable (20-30%) de
la poblacion mundial masculina. Aungue estas condiciones no ponen en peligro la vida, pueden
afectar significativamente las relaciones de quienes las padecen tanto emocional como
interpersonalmente. En general, un factor importante para el diagnostico de estas disfunciones
es que generalmente conducen a la insatisfaccion sexual de la pareja y tienen un impacto muy
negativo en ella. Los origenes de las disfunciones sexuales son motivo de controversia, ya que
pueden ser el resultado de varios factores psicosociales, bioldgicos y genéticos que pueden
condicionar emocionalmente a una persona para que tenga niveles elevados de ansiedad antes
0 durante el encuentro sexual, lo que resulta en un desempefio sin éxito. Uno de los principales
efectos secundarios de los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS), que son
el tratamiento de primera linea para la depresion mayor, es un retraso en la eyaculacion. Por lo
tanto, los ISRS se usan como tratamiento para la eyaculacion precoz. Aunque estos
medicamentos pueden mejorar el rendimiento sexual de un cierto porcentaje (45-65%) de
hombres con EP, una gran cantidad de ellos recaen con el uso cronico y a largo plazo de estos
medicamentos para el tratamiento de la EP, y pueden afectar adversamente el comportamiento

sexual y la eyaculacion, causando una disfuncion sexual crénica por ISRS.

Por otro lado, la eyaculacion retardada (ER) es una disfuncién sexual que, aunque es menos
frecuente que la EP, afecta a un 15% de los individuos y, hasta ahora, su etiologia y mecanismos

no son bien conocidos. Al receptor 5-HT1a se le ha atribuido un papel importante en el



comportamiento sexual masculino, ya que la estimulacion de este receptor por varios agonistas
5-HT1a induce efectos pro sexuales en ratas. Los agonistas del receptor 5-HT1a como el 8-OH-
DPAT, entre otros, han demostrado disminuir la latencia de la primera eyaculacion y disminuir
el nimero de montas e intromisiones para eyacular en ratas. Estos agonistas del receptor 5-
HT1a no estan permitidos para uso humano, lo que significa que estamos en busca de un nuevo
agonista del receptor 5-HT1a para tratar la ER. El efecto pro sexual en el comportamiento sexual
causado por los agonistas del receptor 5-HT1a puede ser bloqueado por los antagonistas del
receptor 5-HT1a (por ejemplo, WAY100,635), que por si solos no tienen actividad intrinseca.
En condiciones basales, los receptores 5-HT1a pueden no desempefiar un papel crucial en el
comportamiento sexual, pero se vuelven relevantes cuando son activados por los agonistas del
receptor 5-HT1a 0 en condiciones de altos niveles de serotonina (5-HT) extracelular, por

ejemplo, los inducidos por los ISRS.

La falta de efectividad de los tratamientos disponibles actuales para los trastornos sexuales
indica que los modelos farmacol6gicos, psicosociales y etioldgicos disponibles en este

momento no son suficientes para comprender la disfuncion sexual.
Pregunta de investigacion

El objetivo general de esta tesis fue investigar los mecanismos implicados en la expresion de la
disfuncion sexual eyaculatoria. Especificamente: 1) se evaludé el papel de la corteza
somatosensorial en la expresion del comportamiento copulatorio. 2) se estudié el papel del
transportador de serotonina (SERT) en el desempefio sexual utilizando la rata noqueada del
SERT. Un modelo genético animal que se asemeja a una disfuncion sexual cronica en humanos
inducida por ISRS. 3) se estudio el efecto de la administracion aguda de tramadol (un agonista
del receptor de opioides py ISRS / IRN - inhibidor de la recaptura de norepinefrina, usado méas

comunmente como analgésico) en ratas de tipo salvaje (wild-type) de la cepa Wistar SERT**y



en ratas SERT*"y SERT. Por ltimo, 4) se evalué la funcién pre y post sinaptica de los

agonistas preferenciales del receptor 5-HT1a en la expresion de la funcion sexual.
Modelos animales de disfuncién sexual.

La eleccion de modelos animales se vuelve critica cuando se traduce el conocimiento cientifico
de la condicion humana. La mayor parte de la comprension actual sobre la funcion sexual y la
funcidn eyaculatoria es el resultado de numerosos estudios en modelos animales, en particular
en la especie de Rattus Norvegicus Albinus. La funcién sexual, mas particularmente la latencia
de la eyaculacién, ha sido ampliamente estudiada por grupos de investigacion que desarrollaron
un modelo conductual en la rata para estudiar la eyaculacidn precoz y tardia. Esta especie no
solo es la mejor entendida en cuanto a su fisiologia sexual y reproductiva, sino que las ratas
macho también muestran variabilidad en su rendimiento sexual una vez que se estabiliza
(después de 4 a 6 sesiones de entrenamiento), especialmente en diferentes fenotipos
copuladores, incluidas las variantes segun el nimero de eyaculaciones. EI modelo de rata de
eliminacion de transportador de serotonina (SERT™) se ha caracterizado previamente y se han
descrito las consecuencias funcionales en las perturbaciones del sistema serotoninérgico en
paradigmas de comportamiento. Los animales SERT" tienen una exposicion "natural” cronica
a niveles extremadamente altos de serotonina extracelular en el cerebro, lo que hace que estos
animales sean un buen candidato para un modelo que simule la administracién cronica de ISRS
en humanos. El modelo de rata SERT” también puede ser Gtil para probar nuevos farmacos
antidepresivos que poseen propiedades de ISRS y objetivos serotoninérgicos adicionales, para
comprender sus efectos y mecanismos de accion mas alla de las propiedades de ISRS en el

comportamiento sexual.



Capitulo 2

El primer conjunto de experimentos (capitulo 2) se dedicd a encontrar posibles nuevas
estructuras cerebrales relacionadas con la expresion de la funcion sexual. Demostramos que la
representacion anatémica y funcional de los 6rganos genitales externos en la corteza
somatosensorial primaria (S1) de la rata macho varian de acuerdo con la latencia de eyaculacion
en ratas macho. Los animales considerados eyaculadores normales y répidos tienen
representaciones corticales mas grandes de los genitales en S1, que aquellos considerados
eyaculadores lentos, no eyaculadores o no copuladores(eyaculadores lentos son aquellos
animales cuya latencia de eyaculacion es en promedio 1600s, no eyaculadores son aquellos
animales que despliegan todos los patrones motores de copula pero no eyaculan y los no
copuladores son aquellos machos que no despliegan ninguna conducta copulatoria durante las
series de entrenamientos). Estos resultados apoyan la idea de que las diferencias en la expresion
del comportamiento copulatorio también estan reguladas por diferencias morfo-funcionales en
las vias sensoriales. La expresion del comportamiento sexual no solo depende de las acciones
tradicionalmente estudiadas de las estructuras neuronales involucradas en la motivacion y la
implementacién del comportamiento sexual y reproductivo, sino que también depende de las
contribuciones de las estructuras neuronales responsables del procesamiento de la informacion
sensorial. Por lo tanto, es importante incorporar este concepto para comprender las diferencias

en la expresion de la funcion sexual.

Capitulo 3

Debido a que es de gran importancia contar con modelos animales adecuados para el estudio
del comportamiento sexual y los mecanismos relacionados con él, en el capitulo 3, recopilamos
todos los datos de comportamiento sexual basales producidos durante las sesiones de
entrenamiento de nuestro trabajo experimental para esta tesis. Probamos un gran numero de

ratas modificadas genéticamente al transportador de serotonina (SERT) y los comparamos con
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ratas de tipo silvestre. Aunque se ha reportado que los animales SERT™ tienen un rendimiento
sexual distinto (menor) al de SERT** 0 SERT", en este trabajo describimos con mayor detalle
las diferencias en el rendimiento sexual de los animales heterocigotos (SERT*") u homocigotos
(SERT”) carentes de SERT. Demostramos que la diferencia en la funcion sexual entre los
animales SERT** y los SERT™ es detectable a partir de la segunda semana (de entrenamiento
en comportamiento sexual), en ratas macho entrenadas sexualmente. Las ratas SERT”
mostraron un ndmero reducido de eyaculaciones en comparacion con las ratas SERT*" y
SERT**. Aunque anteriormente se demostré que, a nivel molecular y neuroquimico, estos
animales modificados genéticamente (tanto SERT*" como SERT™) son diferentes de las ratas
SERT*", todos nuestros resultados no muestran diferencias entre las ratas SERT *- (50% de
disponibilidad de los transportadores) y SERT** ratas. Esto sugiere que no existe una relacion
lineal entre la cantidad de SERT y el nivel de conducta sexual masculina, al parecer, el 50% de
los transportadores todavia es suficiente para realizar una conducta sexual de tipo salvaje. Por
lo tanto, utilizamos la rata SERT” como modelo animal para la mayoria de nuestros
experimentos farmacolégicos y los comparamos con animales de tipo salvaje que muestran una
funcién sexual basal normal. Ademas, buscamos nuevas terapias farmacologicas contra la
eyaculacion precoz y utilizamos animales con un transportador de serotonina modificado
genéticamente, para obtener una mayor comprension de los posibles mecanismos de accion de

estos farmacos.
Capitulo 4

Como se menciond anteriormente, los tratamientos mas exitosos para la EP son los ISRS que
bloguean el SERT, lo que influye en los niveles extracelulares de 5-HT que acttan sobre varios
receptores de serotonina. El tratamiento con ISRS para la EP requiere la administracion cronica
y se asocia con efectos secundarios no deseados como nausea, dolor de cabeza, insomnio, fatiga,
sensacion de boca seca, mareos, impotencia y aneyaculacion entre otros Ademas, a excepcion
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de la dapoxetina, los ISRS se prescriben sin ser medicamentos especificamente disefiados para
tratar la EP lo que en realidad es una situacion no deseada. Por lo tanto, la bldsqueda de
tratamientos agudos ha cobrado gran importancia. En el capitulo 4, probamos los efectos del
tramadol (un agonista del receptor de opioides i y ISRS / IRN- inhibidor de la recaptura de
norepinefrina, usado mas comunmente como analgésico) en animales wildtype, como un
tratamiento agudo a demanda de la eyaculacion precoz. Encontramos que, en altas dosis, el
tramadol puede inhibir de forma intensa y aguda el comportamiento sexual. Cuando lo
combinamos con naloxona (un antagonista del receptor opioide ), este tuvo algunos efectos
antagonistas menores pero significativos en el nimero de eyaculaciones e intromisiones y las
latencias de eyaculacion, monta e intromision sobre los efectos inhibidores de la dosis mas alta
de tramadol. Estos datos sugieren que el receptor opioide p podria jugar un papel en la
inhibicion de la conducta sexual causada por el tramadol, y que los efectos inhibitorios restantes
podrian deberse a efectos de ISRS mas fuertes en la dosis més alta (dosis: salina, 10, 20, 40 6
50 mg/kg). A pesar de que pudimos establecer que su mecanismo de accion prevalente para
corregir la disfuncion sexual se debe principalmente a las propiedades de los ISRS, los datos
recopilados en este estudio sugieren que el componente opioide p en tramadol podria estar
contribuyendo a su efecto inhibitorio sobre la conducta sexual. Por lo tanto, probar el tramadol
sobre el comportamiento sexual en ratas noqueadas a SERT nos ayudaria a determinar si la
actividad agonista opioide en tramadol ejerce efectos inhibitorios sexuales en ausencia de los

efectos inhibidores de SERT del tramadol.

Capitulo 5

En el capitulo 5, realizamos un conjunto de experimentos en ratas noqueadas del SERT que
confirmaron que el efecto principal agudo del tramadol sobre la funcion sexual esta relacionado
con sus propiedades como ISRS y muy poco 0 nada con su agonista receptor de opioides 1 0
incluso con sus propiedades antagonicas al transportador de norepinefrina. Este experimento
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fue disefiado para ayudarnos a determinar si la actividad agonista de los opioides en el tramadol
ejerce efectos inhibidores sexuales en ausencia de SERT, una caracteristica que aporta el
modelo de la rata SERT"". Probamos este farmaco en ratas SERT**, SERT*"y SERT™". Al igual
que en el capitulo 4, encontramos que las altas dosis de tramadol tienen un efecto inhibitorio
agudo sobre el comportamiento sexual. Sin embargo, la disminucion de la funcién sexual estuvo
presente en los tres genotipos. Administramos naloxona (como en el capitulo 4) y WAY 100,635
(un antagonista del receptor 5-HT1a) para antagonizar la propiedad antagonista del receptor
opioide pu del compuesto y para bloquear la actividad del receptor 5-HT1a, respectivamente.
Cuando se administro una dosis intermedia de tramadol junto con WAY100,625, se inhibio la
funcidon sexual (como se esperaba cuando se vincula un ISRS y un antagonista del receptor 5-
HT1a). Cuando se combind con naloxona, no fue posible contrarrestar completamente los
efectos inhibidores del tramadol en todos los genotipos. El hecho de que, incluso usando
animales sin SERT, tramadol puede inducir su efecto inhibitorio sobre el comportamiento
sexual y que la naloxona no sea capaz de antagonizarlo completamente, sugiere que la
sensibilidad del sistema p-opioide en el cerebro de las ratas SERT” no es diferente debido a la
ausencia de SERT y que existen otras propiedades del tramadol que tienen una contribucion
mas importante a sus efectos inhibidores sobre las actividades sexuales masculinas que el

sistema opioide.
Capitulo 6

Durante nuestros estudios, el papel de los receptores 5-HT1a en la regulacion de la conducta
sexual masculina ha sido un tema de interes, ya que su estimulacion al administrar sus agonistas,
posee efectos pro sexuales en ratas. En el capitulo 6, investigamos el papel de los receptores 5-
HT1a mediante el uso de dos agonistas preferenciales de dichos receptores, en los animales
SERT**y SERT (un agonista preferencial se refiere a la capacidad de un receptor para activar
diferencialmente las vias de sefializacion dependiendo de la union de un agonista preferencial

12



o “sesgado” en comparacion con un agonista "equilibrado™, es un paradigma bien establecido
para la sefializacion del receptor acoplado a proteinas G (GPCR)). La estimulacion del receptor
5-HT:1a mejora la actividad sexual, y en este capitulo, nos enfocamos en los animales que
durante sus sesiones de entrenamiento realizaron un nivel sexual relativamente bajo, de modo
que pudiéramos evaluar si los farmacos de seleccion tenian un efecto pro-sexual.
Posteriormente utilizamos dos agonistas preferenciales del receptor 5-HT1a, F13714: agonista
del receptor 5-HT1a selectivo del autorreceptor y F15599: agonista del receptor 5-HTia
selectivo del hetero-receptor, y los probamos en ratas SERT** y SERT”". Ambos compuestos
indujeron actividad pro sexual en ratas SERT** y SERT™, pero para F13714 la curva de
respuesta a la dosis para el efecto pro sexual en ratas SERT se desplaz6 hacia la derecha en
comparacion con SERT** ratas, lo que significa que el autorreceptor 5-HT1a es menos sensible
en las ratas SERT”". Hasta el momento, no hay estudios que evalien las contribuciones
selectivas de los autorreceptores o heterorreceptores 5-HT1a. Un tercer compuesto evaluado fue
S15535, un agonista del receptor 5-HT1a selectivo del autorreceptor y antagonista del receptor
5-HT:a selectivo del heterorreceptor, que no tuvo ningun efecto sobre el comportamiento
sexual masculino de las ratas SERT** y SERT™", concluyendo que este compuesto en particular
se comporta principalmente como un ligando del receptor 5-HTia 'silencioso’ en el
comportamiento sexual de ratas macho. Desafortunadamente, estos estudios no han aportado
nueva evidencia de mecanismos pre- o postsinapticos en los efectos pro sexuales de los

agonistas del receptor 5-HTa.
Conclusiones

Finalmente, en el capitulo 7, todos nuestros hallazgos (del capitulo 2 al 6) se resumen y discuten
con mayor detalle, reconociendo la importancia de los tratamientos farmacologicos para

mejorar el control de la eyaculacion.
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En conclusidn, encontramos que hay una representacion anatomica y funcional de los 6rganos
genitales externos en la corteza somatosensorial primaria (S1) de la rata macho. El area activada
en el S1 por estimulacion de los genitales externos se correlaciona con la latencia de la
eyaculacion. Por lo tanto, las ratas con latencias eyaculatorias cortas o intermedias tienen una
presentacion genital mas grande en S1 en comparacion con las ratas que tienen una latencia de
eyaculacion larga. Esta es una informacion valiosa para incorporar en la comprension de las
diferencias en la expresion del comportamiento sexual y la posible participacion en el desarrollo
o la aparicion de disfunciones sexuales. Especialmente para ser tenidos en cuenta y usados en
posibles desarrollos de nuevas terapias conductuales que involucren informacién sensorial para

tratar la eyaculacién precoz y tardia.

El modelo animal propuesto y estudiado para examinar los efectos cronicos de la exposicion a
los ISRS en el comportamiento sexual ha sido validado una vez mas. Las ratas SERT” macho
tienen un patrén sexual muy bien definido y estable que nos permite estudiar los efectos de la

exposicion de 5-HT en el cerebro durante toda la vida.

A partir de los diferentes farmacos estudiados, debemos concluir que es necesario realizar mas
estudios para desarrollar un farmaco que pueda prescribirse como un tratamiento agudo y a
demanda para la eyaculacion precoz. Aunque el tramadol puede tener el potencial de ser un
farmaco para tratar de manera aguda y a demanda la PE, la dosis necesaria puede ser demasiado
alta o sus efectos secundarios (adiccion) pueden llegar a ser demasiado molestos. Algunos
agonistas con sesgo a los receptores 5-HT1a podrian ser Utiles para el tratamiento a demanda
de laER y para mejorar la capacidad de un hombre para tener un mejor desempefio sexual, pero

los mecanismos subyacentes a tales efectos necesitan investigaciones adicionales.
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English Summary

Chapter 1
Background

Male sexual function has been a topic of interest for the scientific community for the last
decades. Special attention has been focused on dysfunctions like premature (PE) and delayed
ejaculation (DE) in men, which affect a considerable portion of the male world population (20-
30%). Although these conditions are not life threatening, they significantly may affect
emotionally and interpersonally the relationships of inflicted men. In general, an important
factor for the diagnosis of these dysfunctions is that they generally lead to sexual dissatisfaction
of the partner and have a very negative impact on the couple. The origins of sexual dysfunctions
are motive of controversy as they can be a result of several psychosocial, biological and genetic
factors that may emotionally condition a person to have elevated anxiety levels before or during
the sexual encounter, resulting in unsuccessful performance. One of the main side effects of
selective serotonin transporter inhibitors (SSRIs), which are the first-line treatment for major
depression, is a delay in ejaculation. SSRIs are therefore used as treatment for a sexual
dysfunction like premature ejaculation. Although these drugs can improve the sexual
performance of a certain percentage (45-65%) of men with PE, a large number of them relapses
as chronic use of these drugs for PE treatment in the long run may adversely affect ejaculatory
and sexual behavior (15%), causing chronic SSRI sexual dysfunction.

On the other hand, delayed ejaculation (DE) is a sexual dysfunction that although is less
prevalent than PE, still affects a good number of individuals and so far, its etiology and
mechanisms are not well known. The 5-HTa receptor has been attributed an important role in
male sexual behavior as stimulation of this receptor by various 5-HT1a-receptor agonists induce
pro-sexual effects in rats. 5-HT1a-receptor agonists like 8-OH-DPAT, but also others, have

shown to decrease the latency to the first ejaculation and decrease the number of mounts and
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intromissions to reach ejaculation in rats. These 5-HT1a receptor agonists already known are
not allowed for human usage, meaning we are in search for new 5-HT1a receptor agonist to
treat DE. The pro-sexual effect on sexual behavior caused by 5-HT1a receptor-agonists can be
blocked by 5-HT1a-receptor antagonists (e.g. WAY100,635), which on its own have no intrinsic
activity. Under basal conditions 5-HT1a receptors may not play a crucial role in sexual behavior,
but they become relevant when they are either activated by 5-HT1a-receptor agonists or under
conditions of high extracellular 5-HT levels, e.g. induced by SSRIs.

The lack of effectiveness of the current available treatments for sexual disorders indicates that
pharmacological and psychosocial-etiological models available at the moment are not sufficient
to understand sexual (dys)function.

Research question

The overall aim of this thesis was to investigate further mechanisms involved in the expression
of ejaculatory sexual dysfunction. Specifically, we 1) evaluated the role of the somatosensory
cortex in the expression of copulatory behavior. 2) studied the role of the SERT in sexual
performance by using the SERT knockout rat. A genetic animal model that resembles chronic
SSRI induced sexual dysfunction in humans. 3) studied the on-demand effect of tramadol in
wildtype Wistar and in SERT**, SERT* and SERT" rats. And lastly 4) evaluated the role of

pre- and post-synaptic 5-HT1a receptor biased agonists in the expression of sexual function.
Animal models of sexual dysfunction

The choice of animal models becomes critical when translating scientific knowledge of the
human condition. Most of the current understanding about sexual function and ejaculatory
function is the result of numerous studies in animal models, particularly the Rattus Norvegicus
Albinus species. Sexual function, more particularly ejaculation latency, has been widely studied
by previous research groups that developed behavioral rat model to study premature and
delayed ejaculation. Not only is this animal species the best understood regarding its sexual and
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reproductive physiology, but male rats also show variability in their sexual performance once
it becomes stable (after 4 to 6 training sessions), notably in different copulatory phenotypes
including variants based on the number of ejaculations. The serotonin transporter knockout rat
model (SERT”) has been previously characterized and the functional consequences in the
serotonergic system disturbances on behavioral paradigms have been described. SERT”
animals have a chronic “natural” exposure to extremely high levels of extracellular serotonin
in the brain, which makes these animals a good candidate of a model that resembles chronic
administration of SSRIs in humans. The SERT” rat model can also be of value to test new
antidepressant drugs that possess SSRI properties and additional serotonergic targets, to
understand their effects and mechanism of action beyond the SSRI properties in sexual

behavior.

Chapter 2

The first set of experiments (chapter 2) was dedicated to find possible new brain structures
that are related to the expression of sexual function. We showed that the anatomical and
functional representation of the external genital organs in the primary somatosensory cortex
(S1) of the male rat varied according to the latency of ejaculation of male rats. Animals
considered normal and rapid ejaculators have larger cortical representations of the genitals in
S1, and those considered slow ejaculators, non-ejaculators or non-copulators have a smaller
representation of the genitals in S1. These results support the idea that differences in the
expression of copulatory behavior are also regulated by morpho-functional differences in
sensory pathways. The expression of sexual behavior does not only depend on traditionally
studied actions of neural structures involved in motivation and implementation of sexual and
reproductive behavior, but also depends on contributions from the neural structures
responsible for processing sensory information. Therefore, it is important to incorporate this

concept for understanding the differences in the expression of sexual function.
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Chapter 3

Because it is of high importance to have proper animal models to study sexual behavior and the
mechanisms related to it, in chapter 3, we collected all basal sexual behavioral data produced
during the training sessions of our experimental work for this thesis. We tested a large number
of rats with genetically modified serotonin transporters (SERTs) and compared them to
wildtype rats. Even though it has been previously reported that SERT”-animals have a different
sexual level than SERT*"* or SERT*", we described in further detail the differences in sexual
performance of animals partially (SERT*") or fully (SERT”) lacking SERT. We showed that
the difference in sexual function between animals with full availability (100%) of the
transporter and those without it (0%) are already detected in the second week (of sexual
behavior training), in male rats sexually trained. SERT™ rats displayed reduced number of
ejaculations compared with SERT*- and SERT*" rats. Although it was previously shown that
at the molecular and neurochemical level, these genetically modified animals are different from
SERT*" rats, all our results in all experiments show no difference between SERT*" rats (50%
availability of the transporters) and SERT** rats. This suggests that there is no linear
relationship between the number of SERT and the level of male sexual behavior, apparently
50% transporters still suffices to perform wildtype-like sexual behavior. We therefore used the
SERT rat as animal model for most of our pharmacological experiments and compared them
with wildtype animals which display normal or high basal sexual function. Moreover, we
searched for new pharmacological therapies against premature ejaculation and used animals
with a genetically modified serotonin transporter, to gain further understanding of possible

mechanisms of action of these drugs.
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Chapter 4

As previously mentioned, the most successful treatments for PE are SSRIs which block the
SERT thereby influencing extracellular 5-HT levels which act on various serotonin receptors.
SSRI treatment for PE is cumbersome. It needs chronic treatment and is associated with (daily)
unwanted side effects. Moreover, except for dapoxetine, SSRIs are prescribed off-label for PE,
which actually is an unwanted situation. Therefore, the search of on-demand treatments has
become of high importance. In chapter 4, we tested the effects of tramadol (a p-opioid receptor
agonist and SSRI/NRI, used more commonly as painkiller) on wildtype animals, as an acute on
demand treatment of premature ejaculation. We found that in high doses, tramadol can strongly
and acutely inhibit sexual behavior. When we combined it with naloxone (a p-opioid receptor
antagonist), it had some minor but significant antagonizing effects on the inhibitory effects the
highest dose of tramadol. These data suggested that the p-opioid receptor may play a minor role
in the inhibition of sexual behavior caused by tramadol, and that the remaining inhibitory effects
might be due to stronger SSRI effects at the highest dose. Even though we were able to establish
that its prevalent mechanism of action in correcting sexual dysfunction is due mainly to its
SSRIs properties, the data collected in this study suggested that the p-opioid component in
tramadol might be contributing to its inhibitory effect over sexual behavior, so therefore testing
tramadol on sexual behavior in SERT-knockout rats would help us determine whether the
opioid agonistic activity in tramadol exerts sexual inhibitory effects in the absence of the SERT-
inhibiting effects of tramadol.

Chapter 5

In chapter 5, we performed a set of experiments on SERT knockout rats that confirmed that
tramadol’s acute main effect on sexual function is related to its SSRI properties and very little
or not at all to its p-opioid receptor agonistic or even to its norepinephrine transporter

antagonistic properties. This experiment was designed to help us determine whether the opioid
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agonistic activity in tramadol exerts sexual inhibitory effects in the absence of the SERT, a
characteristic that the SERT™ rat model brings along. We tested this drug in SERT**, SERT*"
and SERT” rats. Like in chapter 4, we found that the high doses of tramadol have an acute
inhibitory effect on sexual behavior. However, the decrease of sexual function was present in
all 3 genotypes. We administered naloxone (as in chapter 4) and WAY100,635 (a 5-HT1a
receptor antagonist) to antagonize the p-opioid receptor antagonist property of the compound
and to block the 5-HT1a receptor activity, respectively. When an intermediate dose of tramadol
was administered along with WAY 100,625 the sexual function was inhibited (as expected when
you link an SSRI and a 5-HT1a receptor antagonist). When combined with naloxone, it was not
possible to fully antagonize tramadol’s inhibitory effects, in all the genotypes. The fact that
even using animals without SERT, tramadol can induce its inhibitory effect on sexual behavior
and that naloxone cannot fully antagonize tramadol, suggests that the sensitivity of the p-opioid
system in the brain of SERT™" rats is not different due to the absence of SERT and that there
are other properties of tramadol that have a more important contribution to its inhibitory effects
on male sexual activities than the opioid system.

Chapter 6

During our studies, the role of 5-HT1a receptors in the regulation of male sexual behavior has
been a topic of interest, because their stimulation by 5-HTa-receptor agonists possess pro-
sexual effects in rats. In chapter 6 we investigated and tried to gain more understanding about
the role of 5-HT1a receptors by using two different biased 5-HT1a receptor agonists in SERT**
and SERT animals. Stimulation of the 5-HT1a receptor enhances sexual activity, and in this
chapter, we focused on animals that during their training sessions performed a relatively low
sexual level, so that we could evaluate if the drugs of selection had a pro-sexual effect. We then
used two biased 5-HT1a receptor agonists, the autoreceptor-selective 5-HT1a receptor agonist

F13714 and the heteroreceptor-selective 5-HT1a receptor agonist F15599, and tested them in
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both SERT** and SERT” rats. Somewhat surprising, both compounds induced pro-sexual
activity in SERT** and SERT " rats, but for F13714 the dose response curve for the pro-sexual
effect in SERT”" rats was shifted to the right compared to SERT** rats, meaning that the 5-
HT1a auto-receptor is less sensitive in SERT " rats. So far, there are no studies that evaluate the
selective contributions of 5-HT1a auto-receptors or heteroreceptors (or both). A third compound
evaluated was S15535, an autoreceptor selective 5-HT1a receptor agonist and heteroreceptor-
selective 5-HT1a receptor antagonist, which did not have any effects on male sexual behavior
of SERT** and SERT™ rats, concluding that this particular compound mainly behaves as a
‘silent’ 5-HT1a receptor ligand in male rat sexual behavior. Unfortunately, these studies have
not brought new evidence for pre- or postsynaptic mechanisms in the pro-sexual effects of 5-
HT1a receptor agonists.

Conclusions

Lastly, in chapter 7 all our findings (from chapter 2 to 6) are summarized and discussed in
further detail, acknowledging the importance of pharmacological treatments to improve control

on ejaculation.

In conclusion, we found that there is an anatomical and functional representation of the
external genital organs in the primary somatosensory cortex (S1) of the male rat. The area
activated in the S1 by stimulation of the external genitals is correlated to the latency of
ejaculation. Thus, rats with short or intermediate ejaculatory latencies have a larger genital
presentation in S1 compared with rats that have a long ejaculation latency. This is valuable
information to incorporate in the understanding of the differences in expression of sexual
behavior and the possible involvement in the development or appearance of sexual
dysfunctions. Especially to be taken into account and used in possible new development of
behavioral therapies that involve sensory information to treat premature and delayed
ejaculation.
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The animal model proposed and studied to examine chronic SSRIs exposure effects on sexual
behavior has been further validated. SERT~ male rats have a very well defined and stable sexual
pattern that enables us to study the effects of lifelong high brain extracellular 5-HT level

exposure on sexual behavior.

From the different drugs studied, we have to conclude that we still need to perform more studies
to develop a drug that can be prescribed as an on-demand treatment for premature ejaculation.
Even tough tramadol might have the potential as an on-demand PE drug, the dose needed might
be too high or its side effects (addiction) are too troublesome. Some 5-HT1a biased agonists
might be of use for on demand treatment to improve a male’s ability to better perform sexually,

but mechanisms underlying such effects need further investigations.
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Nederlandse samenvatting

Hoofdstuk 1

Achtergrond

Mannelijke seksuele disfunctie wordt al een aantal decennia onderzocht. Bijzondere aandacht
gaat uit naar problemen met ejaculatie zoals vroegtijdige ejaculatie (premature ejaculatie,
afgekort als PE) en vertraagde ejaculatie (delayed ejaculatie afgekort als DE).
Ejaculatiestoornissen komen veel voor en kunnen verschillende oorzaken hebben (20-30%).
Hoewel er in het algemeen geen sprake is van levensbedreigende situaties, kunnen zulke
stoornissen het nodige teweegbrengen bij mannen en hun partners op emotioneel en relationeel
vlak. Over de oorzaak van seksuele stoornissen bestaat nog veel onduidelijkheid. Een “niet-
succesvolle” ejaculatie kan veroorzaakt worden door een reeks psychosociale, biologische en
genetische factoren die tot verhoogde angstgevoelens kunnen leiden voor of tijdens een
seksuele activiteit. Eén van de voornaamste bijwerkingen van selectieve serotonine opname
remmers (selective serotonin reuptake inhibitors-SSRI1’s), geneesmiddelen die met voorkeur
worden gebruikt bij depressieve stoornissen, is vertraging van de ejaculatie. SSRI’s zijn
daardoor uiterst behulpzaam bij het behandelen van PE. Alhoewel een groot deel van de
mannen met PE beter seksueel presteert na het gebruik van SSRI’s (45-65%), zal een aantal van
hen na verloop van tijd stoppen omdat bij langdurig chronisch gebruik (15%), SSRI’s de
ejaculatie en het seksuele gedrag negatief beinvloeden.

Vertraagde ejaculatie (DE) komt minder vaak voor dan PE, maar treft desondanks een groot
aantal individuen. De etiologie van en het mechanisme achter PE zijn nog grotendeels
onbekend. Een belangrijke rol in mannelijk seksueel gedrag wordt toegeschreven aan een van
de serotonine (5-HT) receptoren, de 5-HT1a-receptor. Stimulatie van deze receptor door een 5-
HT1a-receptor agonist kan seksueel stimulerende, oftewel pro-seksuele effecten bij ratten
induceren. 5-HT1a receptor agonisten zoals 8-OH-DPAT verminderen de tijd tot de eerste
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ejaculatie. Tevens neemt het aantal mounts en intromissies af om een ejaculatie te bereiken. De
gebruikte 5-HT1a-receptor agonisten in ratten zijn helaas niet geschikt voor humaan gebruik.
Het vinden en onderzoeken van nieuwe en effectieve 5-HT1a receptor agonisten die wel
geschikt zijn om DE in mensen te behandelen is daarom van essentieel belang. De pro-seksuele
effecten veroorzaakt door 5-HTia-receptor agonisten kunnen worden geblokkeerd door 5-
HT1a-receptor antagonisten (bijvoorbeeld WAY100,635), stoffen die op zichzelf geen
intrinsieke activiteit hebben. Onder basale omstandigheden spelen 5-HT1a-receptoren mogelijk
geen cruciale rol in seksueel gedrag, maar ze worden relevant wanneer ze ofwel worden
geactiveerd door 5-HT1a-receptor agonisten of wanneer er hoge extracellulaire 5-HT-niveaus
aanwezig zijn, b.v. door het gebruik van SSRI's.

Het gebrek aan effectieve beschikbare behandelingen voor seksuele stoornissen geeft aan dat
de farmacologische en psychosociaal-etiologische modellen die momenteel beschikbaar zijn op
dit moment, niet afdoende zijn om seksueel (dis)functioneren te begrijpen.

Onderzoeksvraag

Het algemene doel van dit proefschrift is om verdere mechanismen te onderzoeken die
betrokken zijn bij de totstandkoming van seksuele stoornissen gerelateerd aan de ejaculatie.
Concreet hebben we 1) onderzocht of de grootte van het gebied dat in de somatosensorische
cortex geactiveerd wordt gecorreleerd kan worden aan het copulatiegedrag. 2) de rol van de
serotonine transporter (SERT) in seksueel gedrag onderzocht met behulp van de SERT knock-
out rat (een genetisch gemodificeerd dier dat model staat voor SSRI-geinduceerde seksuele
disfunctie bij mensen) 3) het on-demand effect van tramadol in wildtype Wistar-ratten en in
SERT**, SERT*" en SERT" ratten onderzocht, en tot slot hebben we 4) de rol van pre- en
postsynaptische 5-HTia-receptor agonisten (zgn. ‘biased’ agonisten) in seksueel gedrag
onderzocht.

Diermodel voor seksuele stoornissen
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De keuze van een diermodel is cruciaal voor de translatie van wetenschappelijke kennis naar
de mens. Het grootste deel van onze kennis over het seksueel functioneren en
ejaculatiestoornissen, is verkregen door onderzoek dat gebruik maakt van diermodellen. Het
dier dat in het bijzonder wordt gebruikt is de rat (Rattus Norvegicus Albinus). Het seksueel
functioneren en in het bijzonder de latentietijd tot ejaculatie, zijn uitgebreid eerder bestudeerd
met behulp van een rattenmodel voor vroegtijdige en vertraagde ejaculaties. De rat is het best
begrepen diermodel met betrekking tot de seksuele en reproductie fysiologie. Bovendien tonen
mannelijke ratten een stabiel seksueel fenotype nadat ze een aantal (4-6) trainingssessies achter
de rug hebben. Ratten kunnen in verschillende fenotypes voor copulatiegedrag ingedeeld
worden, inclusief fenotypes gebaseerd op het aantal ejaculaties per gedragstest.

De functionele consequenties van een verstoord serotonine systeem op seksueel gedrag zijn in
kaart gebracht voor de serotonin transporter knockout rat (SERT”). SERT”" dieren worden
vanaf de vroege ontwikkeling chronisch blootgesteld aan extreem hoge extracellulaire
serotonine niveaus in het brein, waardoor ze een grote gelijkenis vertonen met ratten en mensen
die chronisch behandeld zijn met SSRIs. De SERT”" rat is tevens van belang voor het testen
van nieuw ontwikkelde antidepressiva met een SSRI-profiel en additionele serotonerge of
andere eigenschappen. Zodoende kan men het effect van de additionele eigenschappen
onderzoeken, zonder interferentie van het effect van SSRI’s (deze werkt immers niet bij de
SERTrat), om zo het seksuele gedrag beter te begrijpen.

Hoofdstuk 2

De eerste reeks experimenten (hoofdstuk 2) waren gericht op het vinden van mogelijk nieuwe
hersenstructuren die gerelateerd kunnen worden aan seksuele prestaties. We hebben laten zien
dat de anatomische en functionele representatie van de uitwendige geslachtsorganen in de
primaire somatosensorische cortex (S1) van mannelijke ratten verschilden al naar gelang de

latentietijd tot de ejaculatie. Dieren die normaal en snel ejaculeren hebben een grotere corticale
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representatie van de geslachtsorganen in S1. Ratten die niet of langzaam ejaculeren, of helemaal
geen copulatie gedrag laten zien, hebben een kleinere representatie van de geslachtsorganen in
S1. Deze resultaten ondersteunen het idee dat verschillen in de expressie van copulatiegedrag
ook gereguleerd worden door morfo-functionele verschillen in sensorische routes. Seksuele
prestaties hangen dus niet alleen af van de traditioneel bestudeerde acties van neurale structuren
die betrokken zijn bij motivatie en implementatie van seksueel en reproductief gedrag, maar
hangen ook af van de neurale structuren verantwoordelijk voor het verwerken van sensorische
informatie. Het is daarom belangrijk om dit concept mee te nemen om de verschillen in het
seksueel functioneren te begrijpen.

Hoofdstuk 3

Omdat het van groot belang is om goede diermodellen te hebben om seksueel gedrag en de
eraan verbonden mechanismen te bestuderen, hebben we in hoofdstuk 3 alle basale seksuele
gedragsgegevens verzameld die tijdens de trainingssessies van ons experimentele werk voor dit
proefschrift zijn geproduceerd. We testten een groot aantal ratten met genetisch gemodificeerde
serotonine transporters (SERT's) en hebben deze vergeleken met wildtype ratten. Hoewel
eerder is aangetoond dat SERT dieren een ander seksueel gedragspatroon laten zien dan
SERT** of SERT*" dieren, hebben we de verschillen in het seksuele gedrag van dieren met
gedeeltelijke (SERT*") of volledig ontbrekende (SERT"") SERT nader onderzocht. We laten in
hoofdstuk 3 zien dat het verschil in het aantal ejaculaties tussen dieren met volledige
beschikbaarheid (100%) van de transporter en diegenen zonder (0%) al zichtbaar is vanaf de
tweede week van seksuele gedragstraining. SERT” ratten vertoonden een significant
verminderd aantal ejaculaties in vergelijking met SERT*- en SERT** ratten. Hoewel eerder
werd aangetoond dat deze genetisch gemodificeerde dieren op moleculair en neurochemisch
niveau verschillen van SERT** ratten, laten al onze resultaten bij alle experimenten geen

verschil zien tussen SERT*" ratten (50% beschikbaarheid van de transporters) en SERT**
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ratten. Dit suggereert dat er geen lineair verband is tussen het aantal SERTS en het niveau van
mannelijk seksueel gedrag, blijkbaar is het hebben van 50% van de transporters nog steeds
voldoende om wildtype-achtig seksueel gedrag uit te voeren. Daarom gebruikten we de SERT"
" rat als diermodel voor de meeste van onze farmacologische experimenten en vergeleken ze
met wildtype dieren die normale of hoge basale seksuele functie vertonen. Bovendien hebben
we gezocht naar nieuwe farmacologische therapieén tegen vroegtijdige ejaculatie. Daarbij
gebruikten we dieren met een genetisch gemodificeerde serotoninetransporter om meer inzicht
te krijgen in mogelijke werkingsmechanismen van deze geneesmiddelen.

Hoofdstuk 4

Zoals eerdergenoemd, zijn SSRI's het meest succesvol in de behandeling van PE. SSRI's
blokkeren de SERT en verhogen daarmee de extracellulaire niveaus van 5-HT. Verhoogde 5-
HT niveaus beinvloeden vervolgens de activiteit van verschillende serotoninereceptoren. SSRI-
behandeling voor PE is omslachtig omdat chronische behandeling nodig is wat vaak gepaard
gaat met (dagelijkse) ongewenste bijwerkingen. Bovendien worden SSRI's off-label
voorgeschreven voor PE, met uitzondering van dapoxetine, hetgeen een ongewenste situatie is.
Daarom is het vinden van on-demand-behandelingen van groot belang. In hoofdstuk 4 hebben
we de effecten van tramadol (een p-opioide receptoragonist en SSRI/NRI, vaak gebruikt als
pijnstiller) als een acute on-demand behandeling van voortijdige ejaculatie getest op wildtype
dieren. We hebben vastgesteld dat tramadol in hoge doseringen sterk en acuut het seksueel
gedrag kan remmen. Wanneer we tramadol combineerden met naloxon (een p-opioide
receptorantagonist), zagen we een minimaal, maar significant, antagonistisch effect op de
remmende effecten van de hoogste dosering tramadol. Deze gegevens suggereren dat de pi-
opioide receptor mogelijk een kleine rol speelt in de remmende werking van tramadol op het
seksuele gedrag. De resterende remmende effecten zijn waarschijnlijk te wijten aan de SSRI-

effecten die sterker lijken bij de hoogste dosering dan die van naloxon. Hoewel we in staat
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waren om vast te stellen dat het werkingsmechanisme van SSRIs waarschijnlijk het meest
belangrijk is bij het corrigeren van seksuele stoornis, suggereren de in dit onderzoek verzamelde
gegevens dat de p-opioide component in tramadol mogelijk bijdraagt aan het remmende effect
ervan op seksueel gedrag. Daarom zou het testen van tramadol op seksueel gedrag in SERT-
knock-out ratten ons kunnen helpen te bepalen of de opioide agonistische activiteit in tramadol
de seksuele remmende effecten van tramadol bewerkstelligt.

Hoofdstuk 5

In hoofdstuk 5 hebben we een reeks experimenten uitgevoerd met SERT knock-out ratten. De
uitslagen van deze experimenten bevestigen dat het acute hoofdeffect van tramadol op de
seksuele functie gerelateerd is aan de SSRI-eigenschappen en zeer minimaal, tot helemaal niet,
aan de agonistische p-opioide receptor activiteit of antagonistische noradrenaline-transporter
activiteit. Dit experiment was opgezet om te ontrafelen of de opioide agonistische activiteit in
tramadol seksuele remmende effecten uitoefent in afwezigheid van de SERT, waarvoor we het
SERT ratmodel gebruikten. We testten tramadol in SERT** SERT*"en SERT” ratten. Zoals
in hoofdstuk 4 al was geconstateerd, vonden we wederom dat tramadol in hoge dosering een
acuut remmend effect heeft op seksueel gedrag, maar bleek ook dat de afname van de seksuele
activiteit in alle drie genotypen aanwezig was. We hebben naloxon (zoals in hoofdstuk 4) en
WAY100,635 (een 5-HT1a-receptorantagonist) toegediend om de p- opioide receptor en de 5-
HT1a-receptoractiviteit respectievelijk te antagoniseren. Wanneer een intermediaire dosis
tramadol werd toegediend samen met WAY 100,625, werd de seksuele functie geremd (zoals
verwacht wanneer men een SSRI en een 5-HT:a-receptorantagonist koppelt). Wanneer
tramadol in combinatie met naloxon gegeven werd, was het niet mogelijk om in alle genotypen
de remmende effecten van tramadol volledig te blokkeren. Het feit dat tramadol in dieren
zonder SERT het remmende effect op seksueel gedrag kan induceren en dat naloxon tramadol

niet volledig kan antagoniseren, suggereert dat de gevoeligheid van het p-opioidensysteem in
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de hersenen van SERT”" ratten niet veranderd is als gevolg van de afwezigheid van SERT en
dat er andere eigenschappen van tramadol zijn die een belangrijkere bijdrage leveren aan de
remmende effecten op mannelijke seksuele prestaties dan het opioide systeem.

Hoofdstuk 6

Tijdens ons onderzoek is de rol van 5-HT1a-receptoren in de regulatie van mannelijk seksueel
gedrag een aandachtspunt geweest, aangezien hun stimulatie door 5-HT1a-receptoragonisten
pro-seksuele effecten heeft bij ratten. In hoofdstuk 6 hebben we onderzocht en geprobeerd
meer inzicht te krijgen in de rol van 5-HT1a-receptoren door twee verschillende biased 5-HT1a
receptor agonisten te gebruiken in SERT** en SERT” dieren. Stimulatie van de 5-HTia-
receptor verhoogt de seksuele activiteit en in dit hoofdstuk hebben we ons gericht op dieren die
tijdens hun trainingssessies een relatief laag seksueel niveau hebben laten zien, zodat we konden
evalueren of de geselecteerde drugs een pro-seksueel effect hebben. Vervolgens gebruikten we
twee biased 5-HTia-receptoragonisten, de autoreceptor-selectieve 5-HTia-receptoragonist
F13714 en de heteroreceptor-selectieve 5-HT1a receptoragonist F15599 en testten we deze in
zowel SERT** als SERT ratten. Tegen onze verwachting in induceerden beide agonisten pro-
seksuele activiteit in SERT** en SERT ratten. De dosis-responscurve voor het pro-seksuele
effect van F13714 in SERT" ratten was naar rechts verschoven in vergelijking met SERT**
ratten, hetgeen betekent dat de 5-HT1a auto-receptor minder gevoelig is in SERT ratten. Tot
nu toe bestaan er geen studies die de selectieve bijdragen van 5-HTia-auto-receptoren of
heteroreceptoren (of beide) in seksueel gedrag evalueren. Naast F13714 en F15599 hebben we
een derde 5-HT1a receptor agonist onderzocht. S15535 is een autoreceptor-selectieve 5-HT1a-
receptor agonist en een antagonist voor de heteroreceptor-selectieve 5-HT1a-receptor. S155355
had geen effect op de seksuele prestaties van de SERT** en SERT ratten. We concluderen dat
deze specifieke stof zich voornamelijk als een 'stille’ 5-HTa-receptorligand gedraagt in

seksueel gedrag van mannelijke ratten. Helaas hebben deze onderzoeken geen nieuw
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bewijsmateriaal opgeleverd voor de rol van pre- of postsynaptische mechanismen in de pro-
seksuele effecten van 5-HT1a-receptoragonisten.

Conclusies

Ten slotte worden in hoofdstuk 7 al onze bevindingen (van hoofdstuk 2 tot 6) in detail
samengevat en bediscussieerd en het belang van farmacologische behandelingen om de controle
op de ejaculatie te verbeteren wordt weergegeven. Concluderend vonden we dat er een
anatomische en functionele weergave is van de uitwendige geslachtsorganen in de primaire
somatosensorische cortex (S1) van de mannelijke rat. Het functionele activeringsgebied van de
uitwendige geslachtsdelen van S1 varieerde volgens de latentietijd tot de ejaculatie. Deze is
hoger bij ratten met korte of middellange latenties vergeleken met ratten met een lange
latentietijd.

Dit is waardevolle informatie bij het begrijpen van de verschillen in seksuele prestaties en de
mogelijke betrokkenheid bij de ontwikkeling of het optreden van seksuele stoornissen. Deze
kennis dient vooral in acht te worden genomen bij mogelijk nieuwe ontwikkelingen van
gedragstherapieén waarbij sensorische informatie wordt gebruikt om voortijdige en vertraagde
gjaculatie te behandelen. Het diermodel dat is voorgesteld en onderzocht om chronische
blootstellingseffecten van SSRI's op seksueel gedrag te onderzoeken, is verder gevalideerd.
SERT”" mannelijke ratten hebben een zeer goed gedefinieerd en stabiel seksueel patroon dat
ons in staat stelt de effecten van levenslange blootstelling aan extracellulair 5-HT-niveau van
de hersenen op seksueel gedrag te bestuderen. Uit de verschillende bestudeerde geneesmiddelen
moeten we concluderen dat we nog steeds meer onderzoek moeten uitvoeren om een medicijn
te ontwikkelen dat kan worden gebruikt als on-demand behandeling voor premature ejaculatie.
Hoewel tramadol de potentie heeft om als on-demand PE-medicijn te dienen, kan de benodigde
dosis te hoog zijn of de bijwerkingen (verslaving) ongewenst. Sommige 5-HTi1a biased

agonisten kunnen van nut zijn voor on-demand behandelingen om het vermogen van een man
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om seksueel beter te presteren te verbeteren, maar de mechanismen die aan dergelijke effecten

ten grondslag liggen, moeten verder worden onderzocht.
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Capitulo 1

Introduccion
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1. Introduccién

El Manual estadistico y de diagnostico (DSM-V) define las disfunciones sexuales como "un
grupo heterogéneo de trastornos que normalmente se caracterizan por una alteracion
clinicamente significativa en la capacidad de una persona para responder sexualmente o para
experimentar placer sexual” (American Psychiatric Association, 2014). Estas disfunciones
vienen en un rango muy amplio que incluye trastornos de la eyaculacion (tardia o prematura),
disfuncion eréctil, trastorno orgasmico femenino y masculino, trastorno de deseo
sexual/excitacion sexual femenina, vaginismo, dispareunia, trastorno de deseo sexual
hipoactivo masculino, disfuncion sexual inducida por sustancias/farmacos, otra disfuncion
sexual especificada y disfunciones sexuales no especificadas (American Psychiatric

Association, 2014).

Los trastornos idiopaticos de la eyaculacion masculina (tardia o prematura) afectan alrededor
del 20-30% de la poblacion masculina en el mundo (Tabla 1; Laumann et al., 2005; Laumann,
Paik, & Rosen, 1999). Estos numeros se basan en cuestionarios que hacen preguntas sobre la
presencia de problemas sexuales durante un periodo de 2 meses 0 mas durante los ultimos
meses. A pesar de que estas condiciones no son potencialmente mortales, pueden generar
situaciones de estrés emocional que afectan significativamente la condicion de salud general y
las relaciones interpersonales de los hombres que lo padecen y sus parejas. Ademas, a largo
plazo, los trastornos de la eyaculacion pueden predisponer a los hombres al desarrollo de
disfuncion erectil, infertilidad, aneyaculacion, deseo sexual hipoactivo, astenia sexual, aversion
sexual y/o anorgasmia (Jannini, Simonelli, & Lenzi, 2002). Por lo tanto, es lamentable que la
comunidad meédica aun tenga dificultades para encontrar las causas de estos trastornos. Esta
situacion se produce ya que la mayoria de los hombres que sufren dichos trastornos, no tienen
alteraciones anatomicas y fisioldgicas obvias. Entre los trastornos de la eyaculacion, el mas
frecuente es la eyaculacion precoz (EP; Jannini & Lenzi, 2005a, 2005b). Aungue su definicion
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clinica sigue siendo ambigua debido a la falta de criterios claros (Jannini y Lenzi, 2005b),
generalmente la EP se diagnostica cuando un hombre tiene una latencia de eyaculacion de
menos de dos minutos después del comienzo de la relacion sexual, precedida por un pequefio
nimero de intrusiones (<12, movimientos pélvicos), que generalmente conducen a la
insatisfaccion sexual de la parejay que puede tener un impacto muy negativo en la pareja. Como
es el caso de otros trastornos de la eyaculacion, la etiologia de la EP es motivo de controversia
(Althof et al., 2010; Emmanuele A Jannini & Lenzi, 2005; D. Rowland et al., 2010). Sin
embargo, se piensa que la EP se produce como resultado de varias situaciones psicosociales
que condicionan emocionalmente a un hombre de tal manera que su nivel de ansiedad aumenta
antes o durante el encuentro sexual (Althof et al., 2010; Emmanuele A. Jannini & Lenzi, 2005;
D. Rowland et al., 2010). Por esta razén los tratamientos mas cominmente utilizados para la
EP se centran en la reduccion de la ansiedad mediante la administracion de ansioliticos y
antidepresivos (inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, ISRS), apoyados por la
practica de técnicas de relajacion y asistiendo a cursos de educacion sexual (Althof, 2006;
Emmanuele A Jannini & Lenzi, 2005; Rosen & Althof, 2008; D. Rowland et al., 2010). La
inhibicidn del comportamiento sexual por los ISRS estéa causada principalmente por el aumento
de la serotonina en la hendidura sinaptica debido a la inhibicion del transportador de serotonina
(SERT). Un aumento general de la serotonina conduce probablemente a través de la activacion
del receptor especifico en multiples areas del cerebro a una disminucién de la funcion sexual,
aunque existe informacion limitada sobre qué receptores de serotonina estan mediando el
comportamiento sexual (de Jong et al., 2006; Hull & Dominguez, 2007; Snoeren et al., 2014).
Algunos de los ISRS de uso comun en la actualidad para el tratamiento de la EP son paroxetina,
fluoxetina, sertralina y clomipramina, entre otros; sin embargo, los efectos secundarios
(indicados en la Tabla 2) después de la administracion cronica pueden llevar a dejar el

tratamiento y la recaida. Por lo tanto, todas las acciones y tratamientos descritos anteriormente
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mejoran el rendimiento sexual de un cierto porcentaje (45- 65%) en hombres con EP. La
descontinuacion de la medicacion para la EP causa recaida en un gran nimero de hombres (30-
70%) (Althof et al., 2010; Jannini & Lenzi, 2005a, 2005b; Rowland et al., 2010; Symonds et
al., 2003), o lleva al incumplimiento del tratamiento cuando los efectos secundarios (Tabla 2)
de la administracion créonica de SSRI afectan adversamente la funcion eyaculatoria y sexual
(Corona et al., 2012; Jannini & Lenzi, 2005b; Waldinger, 2007). La falta de un tratamiento
eficaz para la EP sugiere que los modelos etioldgicos psicosociales y neurobioldgicos
disponibles no son suficientes para comprender completamente esta condicidn; pero, por otro
lado, el hecho de que los hombres con disfunciones sexuales puedan mostrar alguna mejoria
con el uso de medicamentos, sugiere también que los trastornos como la EP tienen componentes

bioldgicos importantes.

Tabla 1. Prevalencia de los trastornos de la eyaculacion en varones (Laumann et al., 2005,
1999; los varones pueden padecer uno o0 mas de los trastornos).

Region Deseo Anorgasmia Eyaculacion Coitalgia Faltade Disfuncion
sexual precoz placer eréctil
hipoactivo

Norte 17.6% 14.5% 27.4% 3.6% 12.1% 20.6%
América
Centroy 12.6% 13.6% 28.3% 4.7% 9% 13.7%

Sudamérica

Toda 15.1% 14.5% 27.85% 4.15% 10.5% 17.15%

América

Tabla 2. Terapias farmacoldgicas y psicomotoras méas frecuentemente utilizadas para
procurar el manejo clinico de la eyaculacién precoz masculina (Jannini et al., 2002).

Farmaco Dosis N Disefio Eficacia Efectos secundarios
experimental
Fluoxetina 20-40 mg 17 Doble ciego vs +++ Nausea
placebo Dolor de cabeza
Insomnio
Fluoxetina 40 mg 36 Doble ciego + Somnolencia
Sertralina 100 mg cruzado vs placebo ++ Somnolencia
Clomiparmina 50 mg +++ Boca seca
Sertralina 50-100 mg 24 Estudio dosis- +++ Somnolencia
respuesta
Sertralina 25 mg 46 Abierto + Aneyaculacion
50 mg ++ Mareo
100 mg +++ Somnolencia
Impotencia
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Dispepsia

Sertralina 50 mg 37 Ciego vs placebo ++ Somnolencia
Dispepsia
Paroxetina 20-40mg  8-34 Doble ciego, +++ Fatiga
azaroso vs placebo Bostezos
Paroxetina 20 mg 94 Abierto: +++ Aneyaculacion
tratamiento diario Libido reducida
vs “por demanda”
Clomipramina 10-40 mg 16 Doble ciego vs - Libido reducida
placebo
Clomipramina ~ 25-50 mg 15 Doble ciego vs +++ Boca seca
placebo Sensacion de “sentirse
diferente”
Estrefiimiento
Clomipramina 25 mg 23 Doble ciego vs “la +++ -
demanda” del
placebo
Clomipramina 25 mg 14 Doble ciego vs +++ Boca seca
placebo Fatiga
Mareo
Clomipramina 25 -50 mg 31 Doble ciego ++ Boca seca
Sertralina 50 mg azaroso cruzado
Paroxetina 20 mg + Libido reducida
Sildenafil 50 mg ++
Pausa-apreton - +++
+
Paroxetina 20 mg 48 Doble ciego vs +++ -
Sertralina 50 mg placebo +
Nafozodona 400 mg -
clomipramina 25mg nec. 4 Eventual - Libido reducida.
10mg/dia +
20mg/dia ++
30mg/dia +++
Terapia Técnicas
Ejercicios de 1. Contraer los musculos pubococcigeos por 5 sy soltar por 5 s. Repetir 5 veces.
Kegel 2. Contraer los muasculos pubococcigeos 5 veces tan rapido como sea posible.

3.En la misma sesidn, repetir los puntos 1 y 2 (total: 30 contracciones)
4.Realizar 5 sesiones al dia (total: 150 contracciones)
Conductual 1.Parar/Empezar / Masturbacion interrumpida
2. Masturbarse antes de la relacion sexual.
3. Técnica del apretdn, para controlar la eyaculacion.
4.Centrarse en las sensaciones
5.Técnica de distraccion/centrarse
6. Uso de cremas, lociones y anestésicos locales.
7. Uso de condones mas gruesos.
Pareja 1.Terapia de pareja

2. La rata como modelo para estudiar las disfunciones sexuales.

En cada proyecto de investigacion béasica que intenta traducir el conocimiento cientifico de la
condicion humana, la eleccion de modelos animales se vuelve critica. En este sentido,
probablemente no haya mejor modelo que las especies de Rattus Norvegicus Albinus para

estudiar el impacto del contexto en el que se produce el encuentro sexual en relacion con los
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mecanismos copulatorios morfo-funcionales que determinan el comportamiento copulador
(Heijkoop, Huijgens, & Snoeren, 2018). La mayor parte de la comprension actual sobre la
funcion sexual y la funcion eyaculatoria es el resultado de estudios en estas especies animales.
Basado en la "teoria de la distribucién de la eyaculacion” (Marcel D. Waldinger, 1998), que
establece que el tiempo de latencia de la eyaculacion en los hombres esta representado en un
continuo bioldgico (curva de distribucion, lo que significa que existe una variabilidad biolégica
del tiempo de la eyaculacion intravaginal). Los grupos de investigacion anteriores dedicaron un
gran esfuerzo para desarrollar un modelo animal que pudiera servir para estudiar la eyaculacion
precoz y tardia (Marcel D. Waldinger & Olivier, 2005). Esta especie animal no solo es la mejor
entendida en cuanto a su fisiologia sexual y reproductiva, sino que las ratas macho también
muestran variabilidad en su rendimiento sexual una vez que se estabiliza (después de 4 a 6
sesiones de entrenamiento), especialmente en diferentes fenotipos copuladores, incluidas las
variantes segun el nimero de las eyaculaciones realizadas durante una prueba de 30 minutos
que las clasifica en ratas eyaculadoras rapidas, normales y lentas, con representaciones rapidas
y lentas (cada una) aproximadamente 10-20% en ambos extremos de una distribucion en forma
de U invertida (Figura 1; Olivier et al., 2006; Pattij et al., 2005; Waldinger & Olivier, 2005).

700 -
600
500 +

400 <
300 ¢

nuamero de ratas (#)

1 2 3 4 5
Latencia de eyaculacion del ultimo entrenamiento

Figura 1. Distribucion de méas de 1900 ratas macho probadas durante un periodo de 5 afios en pruebas sexuales de
30 minutos (una vez a la semana durante solo 4 semanas). La grafica muestra el nimero de animales que mostraron
de 0 a 5 eyaculaciones en la Gltima prueba. Los animales con 0 o 1 eyaculacién/prueba se describieron como
"lentos"; animales con 2 a 3 eyaculaciones/prueba como "normales” y animales con 3 0 mas eyaculaciones/prueba
como "répidos", [Gréfica de Olivier et al., 2011, con permiso de Springer Nature]
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En ambientes naturales, las ratas son animales gregarios y durante la fase de receptividad del
ciclo estral, las ratas se aparean con varios machos que promueven la competencia sexual y de
esperma (Donald A. Dewsbury & Hartung, 1980; McClintock & Anisko, 1982); condiciones
que pueden ser replicadas en cautiverio (Donald A. Dewsbury & Hartung, 1980; Pound & Gage,
2004). El comportamiento sexual en la rata macho consta de tres fases: 1) la fase precopulatoria,
2) la fase copulatoria y 3) la fase ejecutiva (Heijkoop et al., 2018; K. Larsson, 1956). La fase
precopulatoria consiste en la identificacion, el cortejo y el contacto con la pareja del macho y
la hembra receptiva; la rata macho generalmente comienza un encuentro sexual oliendo la
region facial y anogenital de la hembra, lo que los expone a estimulos quimiosensitivos que
brindan informacion sobre su receptividad (Lucio et al., 2012). En la fase copulatoria, la hembra
atrae la atencion del macho con comportamientos proceptivos como el meneo de orejas, saltos
(saltos pequefios y movimientos fuera de control) y solicitacion (Anders Agmo, 2014). El
macho intenta montar a la hembra; se observa una monta cuando el macho sujeta a la hembra
por la espalda y empuja su pelvis en un intento por ubicar la vagina con su pene (figura 2). Si
este tiene éxito, entonces la monta se acompafia de un impulso mas profundo, esta accién se
conoce como intromision (figura 2). EI movimiento caracteristico de una intromisién se puede
distinguir de una monta por un profundo empuje y un rapido desmonte de la hembra. Cuando
el macho desmonta a la hembra, muestra un corto salto hacia atras, a veces entre montas e
intromisiones, el macho limpia sus genitales. Finalmente, la fase ejecutiva del macho consiste
en la eyaculacion (figura 2). En promedio, la eyaculacion ocurre después de 10 a 12
intromisiones y es seguida por un periodo refractario que dura de 4-8 minutos durante el cual

el macho se abstiene de la actividad sexual (Elaine M Hull & Dominguez, 2007; Lucio et al.,

2012).
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Monta

Intromision Eyaculacion '

Y

Figura 2. Diagramas que muestran patrones motores copulatorios en la rata macho. En la monta, el macho palpa
y sujeta los flancos de la hembra, realiza movimientos pélvicos en la grupa de esta ultima y provoca el reflejo de
lordosis. En la intromisién, el macho inserta el pene en la vagina por medio de movimientos pélvicos realizados
en la grupa de la hembra. Finalmente, la eyaculacion resulta en respuesta a un movimiento pélvico profundo y
sostenido. Al final, el macho extiende lateralmente las extremidades superiores, levanta la espalda y desmonta
lentamente a la hembra. [Reproducido de Timmermans -ver figura 1 en Snoeren et al., 2014]

Se piensa gue las intromisiones aumentan la excitacion sexual, y el nimero de intromisiones
que preceden a la eyaculacion podria ser un indicador de la facilidad con que se activa el reflejo
de la eyaculacién (Lucio et al., 2012). En general, los machos logran la penetracion vaginal en

50 a 80%de las montas.

Como se mencion6 anteriormente, el uso crénico de los ISRS puede resultar en el aumento del
umbral de eyaculacion; que se traduce en una latencia de eyaculacién retardada o, a veces,
incluso en ausencia de eyaculacién. Los estudios en ratas muestran que cuando los ISRS se
administran de forma crénica, el comportamiento sexual se altera y la cantidad de estimulacion
sensorial necesaria para alcanzar la eyaculacion podria aumentar (Chan et al., 2010; de Jong et
al., 2005a, 2005b). Chan et al. (2011) mostr6 la relevancia del transportador de serotonina
(SERT) en la expresion del comportamiento sexual mediante el uso de animales genéticamente
modificados (Sic6a4!™®" generados por mutagénesis de objetivo seleccionado guiada por

etilnitrosourea (ENU), para mayores detalles ver Smits et al., 2006) para este transportador en
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rata (SERT” y SERT*) como modelo animal para la disfuncion sexual inducida por
administracion cronica de ISRS. Las ratas SERT” tienen niveles cerebrales extracelulares de
serotonina mas altos que los animales SERT*" y SERT** en la hendidura sinaptica (J. R.
Homberg et al., 2007) que es comparable a los animales bajo administracion cronica de ISRS
(Chan et al., 2010; Olivier et al., 2010; Olivier et al., 2008). En el lado del comportamiento, las
ratas SERT” tienen altos niveles de ansiedad y comportamientos parecidos a la depresion
(Olivier et al., 2008; Olivier et al., 2010; Rothman et al., 2003). En su investigacion, Chan et
al. (2011) plantearon la hipétesis de que estos animales modificados genéticamente a este
transportador muestran comportamientos sexuales alterados comparables a los expresados por
animales bajo administracion cronica de ISRS (de Jong et al., 2005a; Ferguson, 2001; Oosting
et al., 2016). De hecho, Chan et al (2011) mostraron que los animales SERT”" muestran una
disminucion en el comportamiento sexual y sugieren que un grupo sensibilizado de receptores
5-HT1a, esta involucrado en la regulacion de las actividades sexuales en ratas SERT™. La
similitud del comportamiento sexual de las ratas SERT” con el comportamiento sexual
expresado cuando los ISRS son utilizados cronicamente, sugiere que este animal modificado
genéticamente puede ser un modelo muy util para estudiar el papel de la serotonina en
disfunciones sexuales como la eyaculacion retardada o la disminucién de la pro-actividad

sexual.

El modelo de la rata SERT- también puede ser importante para poder evaluar nuevos farmacos
antidepresivos como la vilazodona y vortioxetina que poseen propiedades de ISRS y objetivos
serotoninérgicos adicionales como los receptores 5-HTs, 5-HT7, 5-HT1g y5-HT1p (Li et al.,
2017; Oosting et al., 2016), para comprender sus efectos y mecanismos de accion en el

comportamiento sexual.

En general, se asume que los ISRS pueden inducir disfuncion sexual como un efecto secundario
principal, primariamente relacionado con la capacidad disminuida para eyacular y alcanzar
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orgasmos (Chan et al., 2010; Hull, Wood, & McKenna, 2006). Pero los mecanismos
particulares de los antidepresivos, como los ISRS, afectan la funcion sexual, aln son en gran
parte desconocidos, aunque se han formulado hipotesis sobre las adaptaciones en los receptores
serotoninérgicos 5-HTs, 5-HT7, 5-HT1gy5-HT1p. Se realizaron varios estudios doble ciego y se
encontraron diferencias particulares significativas entre los diferentes ISRS sobre sus efectos
en el retraso de la eyaculacion en hombres que presentan eyaculacion rapida de por vida
(prematura) (Segraves & Balon, 2014; Waldinger, Zwinderman, & Olivier, 2001a, 2001b).
Estos efectos pueden depender de la dosis clinica utilizada que genere diferentes niveles de
ocupacién del transportador 5-HT, pero otros factores y mecanismos (por ejemplo: metabolitos,

farmacocinética) también deben estar jugando un papel (Waldinger, 2007).

Ademas de su papel en la expresion normal del comportamiento sexual masculino, Waldinger
et al (2002; 2005; 1998) postularon que la serotonina desempefia una funcién importante en la
etiologia de la EP permanente, la cual también es una disfuncion sexual determinada
genéticamente. En 1998, Waldinger y sus colegas (Waldinger, 1998) propusieron que este
componente genético puede ser causado por una alteracion en el sistema del receptor
serotoninérgico, por ejemplo, la hiposensibilidad del receptor 5-HT2c y / 0 la hipersensibilidad
del receptor 5-HT1a. Se ha demostrado que el tratamiento diario con los ISRS actualmente
disponibles es eficaz para retrasar la eyaculacién en hombres con EP (Bijlsma, 2014). Sin
embargo, el uso crénico de estos medicamentos (principalmente para tratar la depresién mayor)
conlleva una serie de efectos secundarios sexuales impotencia, aneyaculacién, y disminucion
de la libido que también conducen a una disfuncion sexual (Bijlsma et al., 2014). La depresion
mayor a menudo se asocia con disfunciones sexuales y el tratamiento con antidepresivos puede
complicar la situacion considerablemente. Mientras que algunos aspectos del funcionamiento
sexual pueden mejorar, otros, como la ereccién y la eyaculacion, pueden deteriorarse (Lahon et

al., 2011). A menudo es dificil o imposible determinar qué es lo que causa la depresion y qué
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es lo que causa el antidepresivo o su interaccion o incluso por otros factores (Olivier et al.,
2017). Lahon et al. (2011) plantearon que cuando un paciente presentaba sintomas de
disfuncion sexual, esto podria ser un fuerte indicador de que el tratamiento prescrito no estaba
funcionando o que podria también deberse a efectos secundarios del mismo tratamiento. La
gran mayoria de los antidepresivos comunmente recetados estan asociados a efectos
secundarios sexuales como la pérdida del deseo sexual y otros problemas sexuales, como la
disfuncion eréctil y la disminucion del orgasmo, que a menudo conducen al incumplimiento del

tratamiento (Lahon et al., 2011).

Los tratamientos efectivos para tratar la EP hasta ahora requieren la administracion de ISRS
durante al menos 2 semanas para comenzar a tener efecto (Waldinger et al., 1998; 2001a;
2001b). Sin embargo, la administracion crénica de dichos medicamentos (ISRS) también puede
provocar una disfuncion sexual grave como la dificultad para eyacular que puede llevar a los
pacientes a interrumpir el tratamiento. El inicio lento de la accién de los ISRS en la EP, la
necesidad de tomar los ISRS de forma permanente y tales efectos secundarios graves apoyan el
hallazgo y el desarrollo de tratamientos "a demanda” (agudos) sin los efectos secundarios de
los ISRS (Waldinger, 2002; 2006). El hallazgo de que la combinacion de un ISRS con un
antagonista del receptor 5-HT1a (por ejemplo, WAY100,635) puede llevar a una disminucion
en la latencia de la eyaculacion, sugiere la posibilidad de desarrollar tales tratamientos a

demanda (Chan et al., 2011; de Jong et al., 2005; de Jong et al., 2006; Keel et al.,2010).

Recientemente, surgieron propuestas de que el tramadol podria tener efectos inhibidores de la
demanda sobre la PE (Yang et al., 2013). El tramadol se usa principalmente como analgésico
debido a su perfil como agonista selectivo del receptor p-opioide, por su efecto inhibitorio de
la recaptura serotoninérgica (ISRS) relativamente fuerte y el efecto inhibidor de la recaptacion
de norepinefrina (mas debil) (Matthiesen et al., 1998), ha sido sugerido como responsable de
sus propiedades anti-PE (Rojas-Corrales et al., 2002; 1998). Recientemente, se ha demostrado
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que el tramadol, como aplicacion fuera de etiqueta, es decir no solamente utilizado como
analgésico, es eficaz en el tratamiento de la eyaculacion precoz en humanos (Eassa & El-Shazly,
2013; Yang et al., 2013), comparable a los resultados de otros ISRS (Waldinger et al., 1998;

Waldinger et al., 2001a, 2001b; Waldinger & Olivier, 2004).

3. Neurobiologia de la funcién sexual (eyaculacion)

La latencia de la eyaculacion es una variable bioldgica que puede diferir entre poblaciones y
rangos desde muy rapido (EP), en promedio y hasta el retraso de la misma (eyaculacién
retardada). Las teorias biologicas sobre la EP incluyen las teorias de la evolucion, la
hipersensibilidad del pene, los niveles de neurotransmisores y la sensibilidad de sus receptores
en el sistema nervioso central, el nivel de las hormonas sexuales, el grado de excitacion y la

rapidez del reflejo eyaculatorio (Waldinger, 2002; 2005)

3.1 Sistemas sensoriales

Cuando se trata del sistema sensorial, poco se conoce realmente sobre el papel de la mayoria
de estos sistemas en la expresion del comportamiento sexual; aunque esta claro que la vision,
el olfato, el oido, el gusto y el tacto son elementos clave en la ejecucidon del sexo, la
disponibilidad de datos sobre el papel de estos sistemas sensoriales en la funcion sexual es muy
limitada (Ryan, 1990). En el caso de los roedores y debido a su accesibilidad para evaluarlo, el
sistema olfativo se ha estudiado mas ampliamente (Portillo et al.,2006). El bulbo olfatorio esta
a cargo de la transmision de la sefial quimiosensorial de la mucosa olfatoria y el érgano

vomeronasal a los centros superiores del cerebro anterior. Las sefiales quimiosensoriales,
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aunque estan presentes entre las especies, tienen una importancia variable relacionada con otras
sefales sensoriales como la vision, la audicion y el tacto, segun la biologia de la especie. Estas
seflales quimiosensoriales son predominantemente importantes para el apareamiento en
roedores. Por lo tanto, el sistema olfativo se vuelve muy relevante para estas especies. El 6rgano
vomeronasal puede detectar algunas sefiales de olor volatil y su funcion principal es la de
detectar feromonas (Trinh & Storm, 2003) y los estimulos transducidos en el oOrgano
vomeronasal son particularmente importantes para el comportamiento social, incluidos el
apareamiento, la agresion, la afiliacion y el comportamiento materno en roedores y animales
que dependen en gran medida del sentido de olor (Edwards & Burge, 1973, para revision Hull
& Dominguez, 2007a). Sin embargo, en especies microsmaticas (con un mal sentido del olfato)
que incluyen seres humanos, el érgano vomeronasal y los bulbos olfatorios accesorios estan
disminuidos y pueden no ser funcionales (Coolen & Hull, 2004; Hull et al., 2006). En ratas y
ratones machos, el apareamiento o la exposicion a feromonas de la hembra en estro estimula la
expresion de la proteina Fos (un gen de expresion temprana usado para medir la activacion

neural) en los bulbos olfatorios accesorios y las estructuras posteriores (Portillo et al.,2013).

El sentido del tacto también es muy relevante, ya que las sefiales ascendentes del pene y la
region perineal transmitidas a través del ndcleo subparafascicular van a la amigdala medial
(MeA). Estas sefiales somatosensoriales se llevan directamente al area predptica medial
(MPOA, figura3). Cada intromision proporciona una gran cantidad de estimulacion

somatosensorial debido a la alta densidad de receptores sensoriales localizados en las espinas
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que cubren el glande del pene. Cuando esta estimulacion sensorial se acumula, eventualmente
activa los reflejos relacionados con la emision seminal y los reflejos autonémicos asociados
con la eyaculacion somatica (Lucio et al., 2012). La amigdala cortical medial y posteromedial
también tiene abundantes receptores para los andrégenos y los estrogenos (Snoerenet al., 2014).
La testosterona es en parte responsable de promover la actividad sexual masculina, a través de
la vinculacién con los receptores de androgenos amigdaloides o los receptores de estrégenos
después de la aromatizacion. La informacion sensorial generada por la estimulacion mecéanica
de los drganos genitales externos se envia a la corteza somatosensorial primaria (S1), a través
de una via tri-sinaptica que involucra a la columna dorsal y el lemnisco medio (por el aferente
sensorial primario tipo A, que va desde la raiz dorsal hasta el asta dorsal de la regién lumbo-
sacra de la médula espinal. Una vez que la sefial llega a la sustancia gelatinosa del asta dorsal
esta se transmite a través de las neuronas Las fibras de estas ascienden ipsilateralmente hacia el
nucleo de Gracilis en la médula oblongada por el funiculo dorsal de la médula espinal. Después
de un segundo relevo, las fibras graciles pasan a través de la comisura anterior y se elevan
contra lateralmente, pasando a través del lemnisco medial al complejo nuclear ventrobasal en
el tdlamo. Finalmente, las neuronas taldmicas proyectan a través de la capsula interna a través
de la corona irradiada hacia la corteza somatosensorial primaria (; Cazala, Vienney, & Stoléru,
2015; Kell, 2005) Figura 4. En el caso de los roedores, la S1 tiene una representacion del cuerpo
formado por modulos citoarquitectonicos de diferentes tamafios Ilamados barriles (Averman et

al., 2012; Riddle et al., 1992). Aunque una representacion genital ain no se ha descrito
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anatomicamente en S1, estudios electrofisiologicos recientes indican que la representacion
genital en la rata se ubica en la porcion ventral de la representacion del tronco y se extiende a
los segmentos representaciones proximales de las extremidades anteriores y posteriores (Cazala
etal., 2015; Lenschow et al., 2015), lo que podria ser una consideracion importante del proceso

de entrada sensorial genital.

Corteza Limbica

Sistema limbico
Hipotalamo
BNSTpm, MEApd

A L

\

nPGI

Generador espinal
de la eyaculacién

A 2

Organos genitales
Eyaculacién

Figura 3. Diagrama de las areas del cerebro involucradas en los circuitos de eyaculacion. La informacion (input
positivo 0 negativo) entra por los 6rganos genitales donde pasa a través del 6rgano generador de la eyaculacion
que a su vez la envia a distintos sitios de relevo hasta llegar al sistema y corteza limbicos, donde las sefiales se
transducen y son devueltas a través de estos sitios de procesamiento y relevo hasta regresar a los drganos genitales.
BNSTpm= parte posteromedial del ntcleo del lecho de la estria terminal, MEApd=parte posterodorsal de la
amigdala medial, SPFp= nlcleo subparafascicular, MPOA= area predptica medial, PVN= ndcleo paraventricular,
PAG= gris periaqueductal, nPGI= nlcleo paragigantocelular. (+/-: entrada o salida e -: inhibicién). [Diagrama de
Snoeren et al., 2014; con permiso de Elsevier]
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Figura 4. Las neuronas de primer orden viajan desde el receptor sensorial en la periferia, hacia la médula espinal,
y luego viajan hacia arriba por el cordén en las columnas posteriores (fasciculo gracilis y cuneatus) para sincronizar
las neuronas de segundo orden en el nicleo gracilis y nicleo cuneatus ubicados en la médula (ver figura arriba).
Los axones de estas neuronas de segundo orden se decusan como fibras arqueadas internas y luego forman el
lemnisco medio en el otro lado de la médula. La siguiente sinapsis importante ocurre cuando los axones del
lemnisco medial terminan en el nlcleo lateral posterior ventral (VPL) del talamo. Las neuronas de VPL luego se
proyectan a través de la extremidad posterior de la capsula interna en las radiaciones somatosensoriales talamicas
para alcanzar la corteza somatosensorial primaria en el giro poscentral [©Pearson Education 2011].

3.2 Areas del cerebro

Para obtener informacion sobre las areas del cerebro involucradas en el comportamiento sexual,
se realizan principalmente estudios de lesiones, estimulacién y registro electrofisiologicos,
microdialisis, estudios farmacol6gicos y registro de la actividad celular. EI MPOA es una
estructura organizativa crucial involucrada en el comportamiento copulatorio masculino (Hull
etal., 2006). En la rata, el sustrato neurofisioldgico que controla el comportamiento copulatorio
implica un namero muy significativo de regiones cerebrales y mensajeros quimicos. Se espera
que las caracteristicas funcionales de este sustrato se modifiquen significativamente en aquellos
animales que muestran latencias de eyaculacién diferentes (largas o cortas), en funcién del

contexto en el que se produce el encuentro sexual (Snoeren et al., 2014). Coolen et al. (1998)

47



demostraron que existe un subcircuito que se activa especificamente cuando las ratas macho
eyaculan con una latencia disminuida, lo que nos da la oportunidad de estudiar con mayor
precision las areas involucradas en este fendmeno. Este circuito consiste en la amigdala dorsal
posterior medial lateral, la regidén posteromedial del nucleo del lecho de la estria terminal, el
nucleo preodptico postero-dorsal y la region parvocelular del nacleo taldmico subparafascicular.
Dado que la mayoria de estas estructuras estan conectadas reciprocamente con el MPOA, que
sirve como centro de integracion y facilitacion de las respuestas reflejas genitales (Dominguez
& Hull, 2005), se cree que el MPOA activa el subcircuito de la eyaculacion (mostrada

anteriormente en la figura 3).

Los estudios en roedores enfatizan la importancia de la amigdala corticomedial en la actividad
sexual masculina. Las estructuras amigdaloides son puntos nodales clave para la integracion de
los estimulos quimiosensoriales, somatosensoriales y hormonales a través de los bulbos
olfativos principales y accesorios a través del ndcleo talamico subparafascicular (Hull &
Dominguez, 2007; Snoeren et al., 2014). En particular, la amigdala medial (MeA) transmite
estimulos quimiosensoriales desde los bulbos olfativos a los ndcleos de la linea media del area
predptica. Las sefiales quimiosensoriales se proyectan desde los bulbos olfatorios a los nicleos
amigdaloides medial y cortical (anterior, postero-lateral y medial) a través del tracto olfativo
lateral (Hull & Dominguez, 2007). Las proyecciones del bulbo olfativo accesorio apuntan a los
nacleos medial y posteromedial, mientras que los bulbos olfativos principales se proyectan a

los nucleos corticales anterior y posterolateral (Figura 5; Portillo & Paredes, 2003).
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Figura 5. Circuitos neuronales que regulan el comportamiento sexual masculino. El area predptica medial
(MPOA) recibe informacién directa e indirecta de las areas del cerebro que son importantes para la asimilacién de
informacion sexualmente relevante. La estimulacién olfativa es recibida por los bulbos olfatorios (OB), los OB
proyectan a la amigdala medial (MeA), que transmite informacién al nlcleo del lecho de la estria terminal (BST)
y al MPOA. Ademas, el MPOA y el MeA reciben informaciéon somatosensorial a través del campo tegmental
central (CTF). A su vez, el MPOA se proyecta hacia el area tegmental ventral (VTA) y el tronco encefalico (BS).
[Figura de Hull & Dominguez, 2006, con permiso de Elsevier].

3.3 Neurotransmisores y hormonas

Como se menciono anteriormente, el reflejo de eyaculacion (incluida la latencia) se controla
mediante un circuito formado por el subcircuito de eyaculacion (ejsc) y el MPOA (Coolen et
al.,2004; deGroat & Booth, 1980; Robaire, Hinton, & Orgebin-Crist, 2006; Veening & Coolen,
2014), que estan mutuamente conectados. En este punto de vista, el ejsc implica una interaccion
multifacética entre las neuronas serotonérgicas centrales y dopaminérgicas con conexiones
secundarias de neuronas colinérgicas, adrenérgicas, nitrérgicas, oxitocinérgicas, galanérgicas
y GABAGérgicas que proyectan informacion sensorial al MPOA 'y el nlcleo paragigantocelularis
(nPGi; (Yells, Hendricks, & Prendergast, 1992). La desinhibicion del nPGi por el MPOA
facilita el reflejo de la eyaculacion (figura 6; Cazala et al., 2015; Dominguez & Hull, 2005;
Georgiadis & Holstege, 2005), por otro lado, las vias serotoninérgicas que descienden del nPGi
al nucleo lumbosacro inhiben la eyaculacién. Las neuronas espinotaldmicas lumbares (células
LSt) son esenciales en la generacién de la eyaculacién (Coolen et al., 2004; Snoeren et al.,

2014). Estas células envian proyecciones provenientes de la pelvis a las neuronas autbnomas
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(sistema simpatico toracolumbar y parasimpatico sacro) y motoneuronas relacionadas con la

fase de emision y expulsion de la eyaculacion (Coolen et al., 2004; Truitt & Coolen, 2002).

Area predptica
medial

Sustancia gris
periacueductal

Visceras
pélvicas

Figura 6. Figura que muestra el circuito de la médula espinal MPOA-PAG-nPGi. Las proyecciones del MPOA en
el gris periacueductal (PAG) terminan entre las neuronas PAG que se proyectan hacia el nicleo paragigantocelular
(nPGi). Las proyecciones descendentes del nPGi terminan dentro de las piscinas motoras dorsales y dorsolaterales
de la asta ventral de la médula espinal lumbosacra. Las motoneuronas de estas piscinas inervan los muasculos
bulbocavernoso e isquiocavernoso, que son esenciales para la ereccién y la eyaculacion del pene [Figura de
Murphy & Hoffman, 2001].

El glutamato es liberado por las conexiones aferentes del subcircuito eyaculatorio, y junto con
el 6xido nitrico secretado por las neuronas dopaminérgicas y GABAGérgicas (Leranth et al.,
1988) conduce a la secrecion de dopamina (Day, Blessing, & Willoughby, 1980). La inhibicion
de la dopamina y la transmisién GABAérgica (Leranth et al., 1988) en el MPOA activan las
interneuronas a traves de los receptores D2 para facilitar la eyaculacion. La sincronizacion de

la eyaculacion depende posteriormente de los niveles de dopamina extracelulares necesarios

para bloquear el tono inhibitorio.
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Es ampliamente documentado que el comportamiento sexual masculino depende en gran
medida de la testosterona (T) de androgenos y sus metabolitos (Hull, Meisel, & Sachs, 2002;
Hull et al., 2006). Aunque la T se produce principalmente en los testiculos, las glandulas
suprarrenales también producen una pequefia cantidad. Las hormonas esteroides, en particular
la T, el estradiol (E2) y la dihidrotestosterona (DHT) mantienen el comportamiento de la
conducta copulatoria (Hull et al.,2006). Aunque el comportamiento sexual depende de la T, se
ha demostrado que no existen diferencias en los niveles sanguineos de este andrdgeno entre los
animales que pueden mostrar un comportamiento sexual normal (machos copuladores) y
aquellos que no pueden hacerlo (machos no copuladores) (Agmo, 1999; 2011; Alexander et al.,
1993). La aromatasa es responsable de la aromatizacion de los androgenos en estrégenos. Esta
enzima se puede encontrar en muchos tejidos diferentes, por ejemplo, gbnadas, cerebro y tejido
adiposo (Blakemore y Naftolin, 2016). En el cerebro, la aromatasa esta presente principalmente
en estructuras predpticas, hipotalamicas y limbicas (Roselli & Klosterman, 1998). La
aromatizacion en el MPOA es necesaria para que la testosterona se transforme en E», lo que

estimula el comportamiento sexual masculino (Portillo et al., 2006).

3.4 Serotoninay sistema serotoninérgico (para una descripcion mas detallada, ver Olivier

et al., 2019)

La serotonina al inicio de la tesis nunca usas 5-HT hay que ser consistente (5-hidroxitriptamina,
5-HT) es un neurotransmisor que modula varias funciones cerebrales y fisiologicas superiores,
como el estado de animo, la ansiedad, el estrés, la agresion, la alimentacion, la cognicion y el
comportamiento sexual (Olivier, 2015). Este neurotransmisor esta ampliamente distribuido en
el cerebro (Steinbusch, 1981), aunque su contenido en el sistema nervioso central no supera el
5% total del cuerpo (Jacobs & Azmitia, 1992). Un numero elevado o proyecciones
serotoninérgicas en estructuras cerebrales como la corteza prefrontal y el hipocampo son

especialmente importantes y estdn muy involucrados en el aprendizaje, los procesos de
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memoria, la navegacion espacial, la toma de decisiones, las relaciones sociales, la memoria de
trabajo y la atencion entre otros (Boureau & Dayan, 2011; Charnay et al., 2010; Strac, Pivac,
& Miick-Seler, 2016). Pero la serotonina también esta involucrada en la expresion del
comportamiento sexual. Los principales grupos de células 5-HT en el cerebro anterior son el
nucleo dorsal de Raphé (DRN) y el nacleo mediano de Raphé (MRN), que consisten en grupos
densos de cuerpos de celulas 5-HT, mientras que la médula espinal y el cerebro posterior estan
principalmente inervados por el ndcleo caudado del Raphé (Raphé Magnus, Raphé obscurus y
Nucleos de Raphé pallidus) (Charnay et al., 2010). Estas proyecciones serotoninérgicas en el
cerebro anterior y la médula espinal son muy importantes para la regulacion de la conducta
sexual (Snoeren et al., 2014). El sistema serotoninérgico contiene al menos 14 clases diferentes
de receptores de serotonina (5-HT1a, 18, 1D, 1E, 1F, 2A, 2B, 2C, 3, 4, 5A, 58, 6 y 7) Y Un transportador de
serotonina (SERT). Con la excepcion del receptor 5-HTs, un canal i6nico permeable a los
cationes, todos los receptores 5-HT estdn acoplados a la proteina G (Olivier, 2015). La
serotonina participa en la inhibicion y desinhibicion requeridas para inducir el comportamiento
sexual y debido a este comportamiento s6lo debe ocurrir en circunstancias adecuadas, por lo
tanto, estd bajo inhibicién constante (Hull, Muschamp, & Sato, 2004). La liberacion de 5-HT
se regula mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa (Gothert & Weinheimer, 2004)
efectuado por diferentes autorreceptores presinapticos 5-HT (5-HT1ay 5-HT1g). En particular,
los receptores 5-HT1a, localizados en el soma y las dendritas de las neuronas 5-HT, abren los
canales de potasio mediante el acoplamiento de la proteina G que, al activarse, inhiben la
activacion de las células 5-HT vy, posteriormente, la liberacion de 5-HT (Olivier, 2015). Otros
receptores 5-HT que podrian estar implicados en los mecanismos de retroalimentacion de 5-HT
son los subtipos de receptores 5-HT1s, 5-HT4 'y 5-HT7, pero los mecanismos de los sistemas de
retroalimentacion postsinapticos son complejos y solo se entienden parcialmente, debido a sus

efectos indirectos. Un mecanismo importante involucrado en el mantenimiento de los niveles
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de 5-HT es el SERT, responsable del transporte activo de la serotonina a las neuronas después
de su liberacion. Los SERT se encuentran en las membranas presinapticas de las terminales
nerviosas Yy en los cenotes dendriticos de las células serotoninérgicas, y su funcion es mediar en
la eliminacion y el reciclaje de la 5-HT liberada para mantener la homeostasis del sistema
serotoninérgico (Murphy et al.,2004). Una vez en la neurona, la 5-HT puede almacenarse en
vesiculas para una futura liberacion o serd degradada por la monoaminooxidasa (MAO) en 5-
hidroxi-3-indolacetaldehido (5-HIAL) y posteriormente se procesard en &cido 5-hidroxi-3-

indolacético (5-HIAA; Bortolato, Chen, & Shih, 2010, figura. 7)

Neuronas no

.
serotonergicas

autorreceptor

5.-HT

autorreceptor

Figura 7. Dibujo que muestra el sistema de serotonina (5-HT) con la ubicacion del transportador de serotonina
(SERT) y los subtipos de receptores 5-HT 1a 18, 1D, 1E, 1F, 2, 28, 2, 4,5, 54, 6 Y 7 €N las neuronas pre y postsinapticas y
su efecto sobre la serotonina. Las vesiculas de 5-HT liberan el neurotransmisor a la hendidura sinéptica, donde se
une a los receptores o0 es reabsorbido por el SERT para su posterior recaptacion en las vesiculas y degradacion por
la MAO en las mitocondrias [Imagen modificada de Snoeren et al., 2014, con permiso de Elsevier].

En general, se supone que la activacion serotoninérgica esté involucrada en la actividad sexual
masculina. El papel del sistema serotoninérgico en las disfunciones de la eyaculacion, como la

PE o la eyaculacion retardada, se ha sugerido a través de la hiposensibilidad del 5-HT2c o la
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hipersensibilidad de los receptores 5-HT1a (Waldinger, 2002; Waldinger et al., 1998). Los
varones con baja neurotransmision de serotonina e hiposensibilidad del receptor 5-HT>c pueden
tener un umbral de eyaculacion en un punto de ajuste inferior y eyacular rapidamente con una
estimulacion leve; por el contrario, los hombres con un punto de ajuste més alto pueden tener
una latencia prolongada y necesitar niveles mas altos de estimulacion sexual para proporcionar
un mayor control sobre su eyaculacion. En el otro extremo, los hombres con un punto de ajuste
muy alto pueden experimentar una eyaculacion retardada independientemente de que logren
una ereccién completa después de la estimulacion sexual adecuada. La administracion de los
ISRS un par de horas antes del coito puede ser eficaz y bien tolerada ( Jannini & Lenzi, 2005;
Waldinger , 2007) pero a menudo se asocia con un menor retraso en la eyaculacion que con el
tratamiento cronico diario, lo que lo hace mas adecuado para hombres con un grado mas leve
de PE. La administracion cronica de ISRS se relaciona con un mayor tiempo de eyaculacion
retardada principalmente a través de la mejora de la neurotransmision 5-HT que se sugiere como
resultado de la desensibilizacion de los receptores presinapticos 5-HTia y 5-HTis /ip
(Waldinger, 1998). Los tratamientos a pedido deben comenzar con un ensayo diario inicial o
un tratamiento con dosis bajas diarias de ISRS (Kim & Paick, 1999; McMahon & Touma, 1999;

Rowland et al., 2000).

Cuando los inhibidores de la recaptacion de 5-HT se administran cronicamente en roedores, el
umbral de la eyaculacion puede aumentar; la frecuencia de eyaculacion disminuye, mientras
que el numero de montas e intromisiones aumentan (Olivier et al., 2006). En 2006, se generaron
ratas noqueadas al transportador de serotonina (SERT; Smits et al., 2006) que ofrecieron la
posibilidad de estudiar el comportamiento sexual basal y el estado funcional del receptor 5-
HT1aen ratas que carecen de la SERT. Chan et al. (2011) utilizaron ratas homocigotas (SERT"
", heterocigotas (SERT*") y de tipo salvaje (SERT*'*) para investigar los efectos de los niveles

de 5-HT extracelulares elevados en el cerebro debido a la falta del SERT. Los autores también
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utilizaron estos animales para investigar el efecto del agonista del receptor 5-HT1a 8-OH-2- (di-
n-propilamino) tetralina (8-OH-DPAT) y el antagonista de 5-HT1a WAY100635. En los niveles
basales, estos investigadores encontraron diferencias en las frecuencias de eyaculacion y
latencias; las ratas SERT”" mostraron un nimero menor de eyaculaciones y una latencia de
eyaculacion mas larga en comparacion con las ratas SERT**. Las ratas SERT*" y SERT**
tienen nimeros comparables de eyaculaciones y latencias de eyaculacion. Aparentemente, se
necesita un cierto nivel de moléculas funcionales SERT en el cerebro para poder ejecutar un

comportamiento sexual "normal” en la rata macho.

Como se menciono anteriormente, los efectos secundarios sexuales de los ISRS se han utilizado
terapéuticamente para tratar la eyaculacion precoz (EP) en los hombres (Waldinger et al.,
2001a; Waldinger, 1998). Los estudios que utilizaron el tiempo de latencia de la eyaculacion
intravaginal (IELT) demostraron efectos claros de aumento de IELT después de la
administracion de varios ISRS (paroxetina, sertralina y nefazodona), pero también diferencias
claras entre los ISRS en el grado de inhibicion (Olivier et al., 1999; Waldinger et al., 2001b).
Esto podria ser indicativo de mecanismos individuales asociados en los ISRS, pero también de
la influencia diferencial de varios ISRS en los mecanismos serotoninérgicos vinculados a
diferentes receptores 5-HT ubicados en diferentes areas del prosencéfalo y la médula espinal.
Especificamente, los receptores 5-HT1a, 18 Y 2c Se han implicado en el comportamiento sexual
masculino. La estimulacién de los receptores 5-HT1a por varios agonistas tiene efectos pro
sexuales en ratas (Figura 8; Snoeren et al., 2014), aunque esto es menos claro en los seres
humanos, donde la buspirona es el Unico agonista disponible (parcial) del receptor HT1a. LOS
agonistas del receptor 5-HT1a como 8-OH-DPAT, flesinoxan, buspirona, ipsapirona y otros
(Olivier et al., 1999) en ratas disminuyen la latencia a la primera eyaculacion y disminuyen el
numero de montas e intromisiones para alcanzar la eyaculacion (Figura 8). En una prueba de

30 minutos, 8-OH-DPAT puede inducir hasta 5 eyaculaciones (Pattij et al., 2005). La actividad
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pro sexual de los agonistas del receptor 5-HT1a puede ser bloqueada por los antagonistas de
este receptor, v.g. WAY100,635, que en si misma no tiene actividad intrinseca (Figura 8; de
Jong et al., 2005). Esto indica que en condiciones basales los receptores 5-HT1a N0 juegan un
papel crucial en el comportamiento sexual. Aparentemente, los receptores 5-HT1a se vuelven
importantes cuando son activados por los agonistas del receptor 5-HT1a 0 en condiciones de
altos niveles extracelulares de 5-HT, por ej. inducida por ISRS (Bosker, Klompmakers, &
Westenberg, 1995). Agregar un antagonista del receptor 5-HT1a a un ISRS (paroxetina o
citalopram de administracidn aguda o cronica) exacerbd los efectos inhibitorios sexuales de los
ISRS (Figura 8; de Jong et al., 2005). Este efecto puede estar mediado por la inhibicién de los
autorreceptores 5-HT1a que normalmente limitan el aumento de los niveles de 5-HT, y / o por
el bloqueo de los receptores postsinapticos 5-HT1a que disminuyen el umbral de eyaculacion
(Figura 8). Se observé un efecto comparable en ratas SERT”- donde WAY 100,635 disminuy6
la frecuencia de eyaculacion que no ocurrié en los machos SERT** y SERT*" (Chan et al.,
2011). Los receptores 5-HT1a se desensibilizan en ratas SERT”. El tratamiento con ISRS
cronico también redujo el efecto pro sexual de 8-OH-DPAT (de Jong et al., 2005) lo que
confirma la conclusion de que, en circunstancias normales, los niveles de 5-HT no son lo
suficientemente altos (tono endégeno bajo) para inducir un efecto mediado por el receptor 5-
HT1a sobre el comportamiento sexual masculino. Bajo un tono enddgeno alto (por ejemplo,
después de los ISRS), el papel de los receptores 5-HT1a se vuelve importante. Tanto los
autorreceptores 5-HT como los receptores postsinapticos 5-HT1a estan involucrados en varios
aspectos del comportamiento sexual (Snoeren et al., 2014). Los receptores postsinapticos 5-
HT1a estan presentes en muchas &reas del cerebro y la médula espinal, en linea con la
participacion de diferentes areas del cerebro en diferentes aspectos del comportamiento sexual
(Snoeren et al., 2014; Uphouse & Guptarak, 2010). Aunque la administracion aguda de los

agonistas del receptor 5-HT1a facilita el comportamiento sexual masculino (Figura 8; Olivier
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et al., 2011; Snoeren et al., 2014), la administracion cronica (por ejemplo, buspirona y
flesinoxan) conduce a efectos disminuidos, aunque la actividad sexual permanece presente.
Esto aparece en linea con los hallazgos humanos con buspirona y vilazodona que reportan
menores 0 ningun trastorno sexual después de la administracion cronica (Bijlsma et al., 2014).
El resultado conductual resultante (facilitacion de la conducta sexual masculina) es bastante
dificil de explicar por este complejo mecanismo que subyace a la activacion de todos los
receptores 5-HT1a (Snoeren et al., 2014). Para explorar mas a fondo el papel de los receptores
5-HT1a pre y postsinapticos en el comportamiento sexual masculino, los agonistas del receptor
5-HT1a de alta afinidad desarrollados recientemente pueden ser de gran utilidad. Estos llamados
agonistas selectivos y de alta afinidad (Garcia-Garcia, Newman-Tancredi, & Leonardo, 2014;
Adrian Newman-Tancredi, 2011) muestran selectividad para los receptores 5-HTa pre- 0
postsinapticos. Ese es el caso de F15599, un agonista selectivo de alta afinidad del receptor 5-
HT1a (Ki = 3.4 nM) para los heterorreceptores 5-HT1a postsinapticos, y para F13714 (Ki = 0.1
nM), un agonista autorreceptor preferencial 5-HT:a (de Boer & Newman-Tancredi, 2016;
Hazari et al.,2017; Koek et al., 2001). Otro ligando con alta afinidad (Ki = 1.8 nM) para los
receptores 5-HTia es S-15535, que actla in vivo como agonista preferencial en los
autorreceptores presinapticos y como antagonista en los heterorreceptores 5-HTia
postsinapticos (Carli et al.,1999; Millan et al., 1993). Estos compuestos no se han utilizado
hasta el momento para estudiar el comportamiento sexual masculino, pero pueden arrojar mas
luz sobre el complejo papel de los receptores 5-HT1a en el comportamiento sexual de ratas

macho.
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Figura 8. Representacion de la transmision serotoninérgica y el rendimiento sexual en una neurona
serotoninérgica. El efecto sobre el comportamiento sexual se muestra cuando: se administran tratamiento agudo
con ISRS, tratamiento crénico con ISRS, tratamiento agonista agudo del receptor 5-HT14, tratamiento agudo con
antagonista del receptor 5-HT1a y tratamiento agudo con ISRS combinado con antagonista del receptor 5-HTa.
Lo que de nueva cuenta reafirma la importancia del sistema serotoninérgico (SERT y el receptor 5-HT14) asi como
la disponibilidad de 5-HT en la hendidura sinaptica para la regulacion de la conducta sexual.
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Figura 8. Continuacion.

4. Objetivo y esquema de la tesis.

Hasta ahora, la comunidad cientifica ha reunido pruebas suficientes para identificar parte de los
origenes de los trastornos de la eyaculacion precoz y tardia, pero el hecho de que los
tratamientos propuestos no sean 100% efectivos, sugiere que el modelo requiere alcanzar una
comprension completa de estos. Por lo tanto, el objetivo general de esta tesis fue investigar
otros mecanismos implicados en la expresién de la disfuncion sexual de la eyaculacion.
Especificamente, nosotros 1) evaluamos el papel de la corteza somatosensorial en la expresion

del comportamiento copulatorio; 2) estudiamos el papel del transportador de serotonina (SERT)
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en el rendimiento sexual mediante el uso de la rata SERT noqueada, un modelo animal que se
asemeja a la disfuncion sexual crénica inducida por ISRS en humanos; 3) estudiamos el efecto
a demanda del tramadol en animales de la cepa Wistar de tipo wildtype y en ratas SERT*'*
SERT*"y SERT” Wistar; y 4) evaluamos el papel de los agonistas preferenciales al receptor
5-HT1a pre- y post-sinapticos en la expresion de la funcion sexual en ratas SERT** y en las

ratas SERT".

Esta tesis se divide en dos partes principales. La primera contiene los capitulos 1- 3y se refiere

a la descripcion de los modelos disponibles para comprender la eyaculacion precoz.

El capitulo 1 ofrece una descripcion general introductoria del modelo anatémico actual para
comprender la neurobiologia de la regulacion de la conducta sexual, centrandose especialmente
en la eyaculacion precoz, prestando especial atencion al papel del sistema serotoninérgico y del

transportador de serotonina en la funcion sexual.

En el capitulo 2, basado en el concepto de que el tamafio relativo de las representaciones
corporales en la corteza somatosensorial primaria se correlaciona positivamente con la
importancia funcional (habilidades motoras) del segmento corporal implicito, exploramos la
relacion entre el desempefio sexual y el tamafio relativo de la representacion genital en la corteza

somatosensorial S1.

Para estudiar el comportamiento sexual y comprender los mecanismos detras de él, la necesidad
de modelos animales adecuados que puedan imitar el comportamiento humano se ha convertido
en una cuestion de gran importancia. EI modelo de rata noqueada del transportador de
serotonina se ha caracterizado previamente y se han descrito las consecuencias funcionales de
las perturbaciones del sistema serotoninérgico en paradigmas de comportamiento. En el
capitulo 3, describimos con mas detalle las diferencias en el rendimiento sexual de los animales

que carecen total o parcialmente del transportador de serotonina y lo establecemos como el
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modelo animal utilizado para la mayoria de nuestros experimentos farmacologicos, utilizando
animales de tipo silvestre con rendimiento sexual normal o alto para buscar nuevas terapias
farmacoldgicas para la eyaculacion precoz. Ademas, los animales con transportadores de
serotonina modificados genéticamente se utilizaron para obtener una mayor comprension de los

posibles mecanismos de accion en la disfuncidn sexual.

La segunda parte contiene los capitulos 4- 7, se centran en posibles nuevos tratamientos “a
demanda” de eyaculacion precoz y tardia, asi como sus mecanismos de accion. Hoy en dia, los
tratamientos mas comunes y exitosos utilizados para estas disfunciones son los medicamentos
cuyo objetivo principal son los diversos receptores 5-HT y el SERT. Aunque estos
medicamentos han demostrado modificar significativamente la neurotransmision de 5-HT
cuando se administran de manera cronica, pueden desarrollarse efectos opuestos a los
esperados, lo que lleva a dificultades para lograr la eyaculacion y al incumplimiento del
tratamiento. Por lo tanto, la busqueda de tratamiento a pedido se ha convertido en un tema

importante.

En el capitulo 4, probamos los efectos del tramadol (un opioide con propiedades ISRS que se
usa comunmente como analgésico) en animales wildtype, como un posible tratamiento agudo
de la eyaculacién precoz, investigando a su vez si su mecanismo de accion prevalente se debe
principalmente a sus propiedades como ISRS o0 a otros mecanismos (como agonista del receptor

p-opioide y como inhibidor de la recaptura de norepinefrina)

En el capitulo 5, realizamos una serie de experimentos que investigaron mas a fondo si el efecto
agudo de tramadol sobre el comportamiento sexual esta relacionado solo con sus propiedades
SSRIy no esta limitado a sus propiedades antagonistas de los receptores pi-opioides o receptores
de norepinefrina. Con este fin, también probamos el tramadol en ratas SERT. Los resultados

son complejos e ilustran el valor agregado que poseen las ratas modificadas genéticamente (en
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este caso, el SERT) para lograr entender los mecanismos de accion de los farmacos complejos,

como el tramadol.

En el capitulo 6, el papel de los receptores 5-HT1a en la expresion de la conducta sexual se
investiga méas a fondo mediante el uso de varios agonistas del receptor, incluidos los diferentes
agonistas preferenciales del receptor 5-HT:1a (F15599, F13714 y S15535), en ratas SERT
noqueadas Y silvestres. Los agonistas del receptor 5-HT1a tienen efectos pro sexuales en ratas
macho, pero aln no esta claro si estan involucrados los receptores 5-HT1a pre o postsinapticos
0 ambos. Los estudios realizados en este capitulo apuntaron a desentrafiar el mecanismo de

accion subyacente de la actividad pro sexual de los agonistas del receptor 5-HT1a.

Finalmente, en el capitulo 7 se resumen y discuten todos nuestros hallazgos, en linea con la
idea de que una combinacion de tratamientos psicosexuales (no investigados en esta tesis) y
farmacoldgicos parece necesaria para inducir y mantener la mejora del control sobre la

eyaculacion.
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Resumen

En los mamiferos, el comportamiento copulador masculino esta lejos de ser estereotipado.
En ratas macho, por ejemplo, se pueden identificar fenotipos no copuladores y
copuladores. Ademas, las ratas macho que muestran un comportamiento copulador pueden
tener latencias eyaculatorias cortas, normales o largas. Incluso hay fenotipos que presentan
montas vigorosas e intromisiones, pero no la eyaculacion. Aunque todas estas categorias
masculinas pueden ser el resultado de diferencias interindividuales en la disponibilidad de
neurotransmisores, receptores de esteroides sexuales y actividad de la enzima aromatasa
en regiones cerebrales especificas, también se ha demostrado que pueden reflejar
diferencias en las funciones sensoriales como las observadas en el sistema olfativo de ratas
machos copuladoras y no copuladoras. Sin embargo, la respuesta sexual masculina
depende no solo de los estimulos olfativos sino también de la estimulacion somatosensorial
adecuada de los genitales y del resto del cuerpo. Por lo tanto, las diferencias en el
comportamiento copulatorio masculino también podrian ser el resultado de distinciones
anatomicas y funcionales individuales a lo largo de las vias somatosensoriales. Con este
fin, estudiamos una posible relacion entre el tamafio de la representacion genital en la
corteza somatosensorial primaria (S1) y la expresiéon individual del comportamiento
copulatorio en ratas macho. Presumimos que los machos que presentan patrones
copulatorios y latencias de eyaculacion cortas tendrian una mayor representacion del area
genital en S1. En linea con estas expectativas, nuestros resultados preliminares muestran
que los machos que tienen latencias de eyaculacion cortas (<600 s) e intermedias (601-
1200) tienen representaciones genitales mas grandes en S1 que los que tienen latencias de
eyaculacion largas (1201-1800). Ademas, los animales no copuladores tuvieron las
representaciones genitales mas pequefias en S1. Se observo una correlacién inversa entre
el &rea de la representacion cortical genital y las latencias de eyaculacion entre los grupos
de ratas macho estudiadas, lo que respalda que cuanto mejor sea el rendimiento, mayor
serd la representacion genital S1.

Palabras clave: Comportamiento sexual, eyaculacion, corteza somatosensorial, genital.
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1. Introduccion

El comportamiento copulatorio se ha considerado un conjunto de patrones motores
generalizados (Dewsbury et al.,1979; Dewsbury & Hartung, 1980). Sin embargo, este
punto de vista ha sido cuestionado por la evidencia en varias especies de mamiferos de que
los machos en realidad tienen diferentes categorias copulatorias (Alexander et al.,1993;
Alexander et al.,1999; Antaramian et al., 2015; De Gasperin-Estrada, Camacho, &
Paredes, 2008; Larsson, 1961; Pattij et al., 2005; Portillo et al., 2013; 2006a; 2006b). Si
bien estas categorias podrian resultar de la presion ecologica (por ejemplo, estado social,
estrategias reproductivas, organizacion social reproductiva; Lucio et al., 2012) vy, por lo
tanto, ser susceptibles de modificacion por informacion ambiental y / o experiencia sexual
y reproductiva, también podrian ser inmutable y resultado de diferencias morfo-
funcionales interindividuales. En particular, las ratas macho ejercen un comportamiento
copulatorio variable; pueden copular o no (K. Larsson, 1961). Si los machos copulan con
hembras receptivas, pueden mostrar un nimero mayor o menor de eyaculaciones en un
periodo de prueba experimental (por ejemplo, 1800) y pueden clasificarse como latencias
eyaculatorias cortas (247 + 45 s), intermedias (717 £ 133 s) o largas (1697 £ 80 s) (Pattij
et al., 2005) Habiendo asi también machos que a pesar de desplegar los patrones motores
de copula, no logran alcanzar la eyaculacion (no eyaculadores) y aguellos machos que aun
en presencia de una hembra receptiva no despliegan ninguna conducta copulatoria durante
las series de entrenamientos (no copuladores). Debido a que el desempefio de los machos
en diferentes categorias muestra consistencia, las categorias copuladoras masculinas
podrian ser caracteristicas bioldgicas relativamente intrinsecas e inmutables (Pattij et al,
2005). En apoyo a esta suposicion, las ratas copuladoras tienen niveles méas altos de
serotonina en el nicleo paragigantocelular ubicado en la regién lumbar de la médula

espinal y en el area hipotalamica lateral (revisado en de Jong et al., 2006), una mayor
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disponibilidad de dopamina en el area predptica medial del hipotalamo (MPOA,
Dominguez & Hull, 2005), una proporciéon reducida de células inmunorreactivas a
receptores de andrégenos (AR) en la amigdala postero-dorsal (MePD) y una menor
proporcion de neuronas inmunorreactivas a receptores o estrogénicos (aER ) en el nicleo
dorsal anterior de la amigdala medial (MeAD; Hull & Dominguez, 2007). Otras
observaciones en ratas copuladoras vs ratas no copuladoras incluyen un mayor nimero de
neuronas aER inmunopositivas en el MPOA, una mayor actividad de la enzima aromatasa
en el nucleo predptico medial (MPN; Portillo et al., 2007; 2006) y un aumento en el
reclutamiento neuronal para olores sexualmente relevantes en el nacleo del lecho de la
estria terminal (BNST) y el MPOA (Portillo et al., 2013).

Sin embargo, el comportamiento sexual depende no solo de las acciones tradicionalmente
estudiadas de las estructuras neuronales relacionadas con la motivacion y la
implementacion del comportamiento sexual y reproductivo, sino también de las
contribuciones de las estructuras neuronales responsables del procesamiento de la
informacidn sensorial (Georgiadis, 2012; Georgiadis & Holstege, 2005; Ruytjens et al.,
2007). En apoyo a este ultimo punto de vista, Portillo et al. (2013) informaron un aumento
en el reclutamiento neuronal en el bulbo olfatorio accesorio (AOB) de ratones copuladores
en respuesta a olores sexuales relevantes. Contreras y Agmo (1993) mostraron que
anestesiar y desnervar el pene altera la expresion de los patrones motores copuladores. En
particular, las ratas con anestesia en la regién del surco balano-prepucial (BPG) mostraron
una disminucion en el nimero de montas e intromisiones; aquellos con denervacion en la
rama dorsal del nervio pudendo mostraron menos montas e intromisiones, y aquellos que
estaban anestesiados y denervados pudieron montar, pero no mostraron el patron de
intromision cuando se emparejaron con hembras receptivas. Ninguno de los sujetos en

estos tres grupos experimentales eyaculd. Datos recientes han demostrado que la
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informacion mecanosensorial de los 6rganos sexuales masculinos externos, ademas de
contribuir a la expresion del comportamiento copulatorio masculino, permite la
organizacion de los patrones motores subyacentes al comportamiento copulatorio (Pavlou
et al., 2016). Por lo tanto, las diferencias en la expresion de los patrones motores
copuladores observados entre las diferentes categorias de ratas macho también podrian
reflejar diferencias en la morfofisiologia del sistema somatosensorial asociado con los
genitales externos.

La informacidén somatosensorial generada por la estimulacién mecanica de los genitales
externos se envia a la corteza somatosensorial primaria (S1; Cazala et al., 2015), a través
de una via tri-sinaptica que involucra la columna dorsal y el lemnisco medial. En el S1 de
las ratas, la representacion del cuerpo esta formada por médulos citoarquitectonicos de
varios tamafios, llamados barriles. ElI tamafio relativo de estas representaciones se
correlaciona positivamente con la importancia funcional del segmento del cuerpo
representado (D. Purves, 1988). Aungue todavia no se ha descrito una representacion
anatomica de los genitales en S1 (ver resultados a continuacién), estudios
electrofisioldgicos recientes indican que la representacion genital en la rata se encuentra
en la porcion ventral de la representacion del tronco en la corteza somatosensorial y se
extiende hasta la representacion de los segmentos proximales de las extremidades anterior
y posterior (Lenschow et al., 2015).

En este estudio, evaluamos la relacién entre las diferentes categorias copulatorias y el
tamafo de la representacidn genital en la corteza somatosensorial primaria en ratas. Se
pronostica que diferentes categorias copulatorias muestren diferencias sistematicas en el
tamafo de la representacion genital en S1. En particular, hipotetizamos lo siguiente: 1) las
ratas copuladoras tienen representaciones genitales mas grandes que las no copuladoras, y

2) los animales entrenados (<1200s), que muestran latencias de eyaculacién cortas e

67



intermedias, tienen la mayor representacion entre las diversas categorias copulatorias

(copuladores y no copuladores).

2.Materiales y Métodos

2.1 Animales

Para la realizacion de este estudio se utilizan ratas macho de la cepa Wistar (n=80) de alrededor
de 90 dias de edad sin experiencia sexual previa. Con excepcion de las ratas macho utilizadas
para llevar acabo la identificacion de la representacion genital cortical (n=15; obtenidas del
Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas), el resto de los animales provinieron de
las colonias reproductivas del Bioterio del Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados
(CINVESTAV, sede Sur). Estos altimos machos fueron expuestos a encuentros copulatorios
con hembras ovariectomizadas receptivas y su desempefio evaluado durante seis sesiones.
Como resultado de ello, los machos fueron clasificados como copuladores y no copuladores.
Los machos copuladores fueron sub clasificados en funcion de su latencia de eyaculacién
considerando su desempefio en las Ultimas 4 pruebas ya que generalmente los machos no
eyaculan en el primer encuentro sexual, la mayoria lo hace a partir del segundo o tercero (Lucio
y Tlachi-L6pez, 2008). Durante todo el experimento, los machos se alojaron individualmente
permitiéndoles libre acceso al alimento y al agua. Las cajas-habitacion se mantuvieron en
cuartos con temperatura controlada y bajo un régimen de ciclo invertido de iluminacion de
12/12 horas. Las pruebas conductuales se realizaron y evaluaron durante el periodo de
obscuridad de los animales y bajo iluminacion de tonalidad roja. Adicionalmente a los grupos
de ratas macho, también se utilizaron ratas hembra ovariectomizadas (n=65), a las cuales se les
indujo la receptividad y proceptividad mediante la administracion subcutanea de una dosis de

25 ng de benzoato de estradiol/rata 48 horas antes de las sesiones copulatorias y de 500 pg de
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progesterona/rata 4 horas antes de las mismas. Las hembras fueron alojadas en cohortes de 10

animales por caja habitacion, permitiéndoles también el acceso libre al alimento y al agua.

2.2 Ovariectomia

Para realizar la ovariectomia, cada rata hembra se anestesio con tribromoetanol (0.2g/kg)
suministrado por via intraperitoneal. Con ayuda de una rasuradora eléctrica se retird el pelo de
la region dorsolateral de ambos costados y se realizaron los procedimientos de asepsia
correspondientes. Con el animal colocado en posicion de decubito lateral, se hizo una incision
de aproximadamente 0.5 cm de longitud en el flanco, se separé la piel y se hizo una segunda
incision a través del musculo alcanzando la cavidad peritoneal. Una vez en la cavidad
peritoneal, se extrajo la grasa periovarica a traves de la incision, y se identifico al ovario.
Posteriormente se ligd el paquete vasculo-nervioso y se separo el ovario de la grasa del cuerno
uterino adyacente. Luego de realizada la ovariectomia, la herida fue cerrada conforme a los
protocolos quirdrgicos recomendados. La misma operacion fue ejecutada en el lado contra
lateral. Debido a la ausencia de signos y sintomas claros de dolor o infeccidn, se evité el uso de

analgésicos y antibidticos.

2.3 Encuentros copulatorios y clasificacion de los machos

Las ratas macho fueron introducidas individualmente en un cilindro de observacion hecho con
acrilico transparente (altura 50cm y didmetro 60cm; Lucio y Tlachi-L6pez, 2008), 5 minutos
antes del inicio de cada prueba. El cilindro contaba con una cama de aserrin que se cambio
después de cada sesion copulatoria para evitar que los olores del macho precedente afectaran el
resultado de las pruebas. Una vez concluido el periodo de habituacion, se introdujo a la hembra
en la arena de copula. Cada sesion de entrenamiento finalizé una vez alcanzada la eyaculacion.
En los machos que no eyacularon la sesion se concluyo6 transcurridos 30 minutos desde la

primera intromision. Durante el entrenamiento se registraron el nUmero de montas (NM) y de

69



intromisiones (NI) y las latencias de monta (LM), intromision (LI) y eyaculacion (LE). Los
machos nunca fueron expuestos a la misma hembra para evitar habituacion y generar mayor

motivacion sexual (Olivier et al., 2017).

Con base en estas evaluaciones, los machos se clasificaron en funcion de la latencia de
eyaculacion mostrada en las ultimas cuatro sesiones (ver resultados). Las categorias fueron: 1)
machos de latencia eyaculatoria corta (L.C.; n=6), 2) de latencia eyaculatoria intermedia (L.I.;
n=19), 3) de latencia eyaculatoria larga (L.L.; n=12). Los que mostraron patrones copulatorios,
pero no alcanzaron a eyacular en 30 minutos en ninguna de las seis sesiones fueron considerados
como copuladores no eyaculadores (N.E. n=9). Aquellos que no mostraron patrones motores

copulatorios fueron denominados como no copuladores (N.C.; n=19).

2.4 Mapeo de la representacion genital cortical

Estimulacion

Con el objeto de identificar y posteriormente medir la representacion genital cortical en la S1
se utilizaron, respectivamente, 15 ratas macho sujetas a estimulacién genital no antecedida por
encuentros copulatorios y 65 ratas macho expuestas a sesiones copulatorias y estimuladas
mecénicamente en la region genital. Los animales que solamente fueron estimulados
mecéanicamente se dividieron en aquellos 1) estimulados genitalmente en libre movimiento
(n=9), 2) estimulados genitalmente bajo anestesia (n=4) o 3) ratas no estimuladas en libre
movimiento (n=2). Todas las ratas utilizadas para medir la representacion cortical genital en la

S1 fueron estimuladas mecanicamente en los genitales después de la Gltima prueba copulatoria.

Los animales se estimularon con un pincel grueso de cerda (Rodin No.14, serie S-611), frotando
generosamente la region genital de manera continua por 20 minutos, adaptando los lineamientos
del protocolo descrito por Filipkowski et al. (2000). Finalizado el periodo de estimulacion, se

permitio descansar a los animales durante 40 minutos al término de los cuales se sacrificaron
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mediante una dosis letal de pentobarbital sodico siguiendo la guias reportadas por Morgan &
Curran (1991). Entonces, las ratas fueron perfundidas con NaCl 0.15 M (300 ml) seguido de
paraformaldehido (4%; 300 ml) amortiguado (solucién de fosfatos; PB; 0.1M, pH. 7.4). Los
cerebros fueron retirados y sus cortezas fueron disecadas y postfijadas aplanadas entre dos
portaobjetos separados por 2mm (Riddle et al., 1992), por 24 horas en el mismo fijador a 4°C.

Finalizado este periodo, las cortezas se mantuvieron hasta por 72 horas en PB a 4°C.

Inmunocitoquimica para cFos

El dia de los inmunomarcajes, las cortezas se cortaron (50um) tangencialmente en un vibratomo
y las rebanadas fueron recolectadas individualmente en cajas de 24 pozos con PB. Las
rebanadas fueron procesadas por flotacion mediante el protocolo de inmunocitoquimica para c-
Fos. Para ello, las rebanadas recibieron tres lavados con PB adicionado con Triton X-100 0.3%
(PBT); cada lavado con una duracion de 15 minutos. Posteriormente, las rebanadas fueron
incubadas con los anticuerpos primarios obtenidos en conejo y dirigido contra c-Fos humano
(Santa Cruz, 1:6000 en PBT) por 3 dias a 4°C; esta proteina se expresa de manera consecutiva
a la estimulacion mecénica y denota activacion neuronal (Filipkowski et al., 2000; Morgan &
Curran, 1991). Después de tres lavados con PBT, las rebanadas fueron incubadas con
anticuerpos secundarios obtenidos en burro y dirigidos contra inmunoglobulinas de conejo
(Millipore 1:2500) acoplados a biotina por 90 minutos a temperatura ambiente. Las rebanadas
se lavaron nuevamente (3 lavados de 15 min. cada uno) en PB e incubaron con el complejo
avidina-biotina peroxidasa por 90 minutos a temperatura ambiente, en concordancia con el
protocolo sugerido por el fabricante (VECTOR). Finalmente, después de tres lavados en PB, la
actividad de peroxidasa en los cortes fue revelada utilizando una solucién de diaminobencidina
(DAB) intensificada con niquel durante aproximadamente 2 minutos a temperatura ambiente,

de acuerdo con los procedimientos recomendados por el fabricante (VECTOR).
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Una vez finalizado el procedimiento de inmunotincion, los cortes fueron contratefiidos
mediante la histoquimica disefiada para revelar la actividad de la enzima citocromo oxidasa,
que es utilizada como método de marcaje de la S1 en roedores (Wong-Riley, 1989; Hevner et
al., 1995; Riddle et al., 1992). Para ello los cortes fueron incubados con una solucion
amortiguada de fosfatos (PB) que contenia 2,2-diaminobencidina (1.38 mM), citocromo C
(12.1uM), sacarosa (116.8 mM) y catalasa (200ug/ml) por aproximadamente 3-5 horas a 37°C.
Finalizado este procedimiento, los cortes fueron colocados sobre portaobjetos cubiertos con
gelatina, secados al aire libre y cubiertos con medio de montaje (Cytoseal).
2.5 Analisis de Imagenes

Las laminillas fueron utilizadas para identificar al mapa corporal y la ubicacion relativa
de la representacion genital cortical en la S1 con ayuda de un estero-microscopio de campo
claro (Leica EZ4 HD). Para ello, se capturaron imagenes digitales de la zona correspondiente a
la representacion del tronco conservando los valores de ganancia, intensidad y brillo constantes
durante las sesiones de adquisicion. El area ocupada por las neuronas activadas en la zona de
los genitales fue delineada siguiendo los bordes externos de la zona de activacion con la ayuda
del programa Image J (NIH). También se delineo la representacion del tronco con el objeto de
normalizar la medicion del area de representacion de los genitales, estimando el porcentaje que
ésta ocupaba con respecto al area cortical en la S1 de la representacién del tronco, ya que esta
la region en donde se localiz6 la representacion de los genitales en Sl.
2.6 Estadistica
Los datos de los pardmetros de comportamiento no se distribuyeron normalmente y se presentan
como mediana £ IQR (rango Inter cuartil) y se analizaron mediante una prueba ANOVA
Kruskal-Wallis unidireccional seguida de la prueba post-hoc de Dunn de comparaciones
maultiples. Los analisis de frecuencia se utilizaron para establecer la distribucion del tamafio de

representacion genital en S1 para la poblacion animal como se hizo en el experimento 1. Los
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analisis de correlacion de Spearman se realizaron para establecer las relaciones estadisticas

entre la latencia de eyaculacion y el area de representacion genital en S1.

3.Resultados

Existe una representacion anatémica de los 6rganos genitales externos en la S1

Con el objeto de identificar y ubicar anatdbmicamente a la representacion de los genitales en la
S1, ratas macho anestesiadas (n=4) o no (n=9) fueron estimuladas mecanicamente en los
genitales, sacrificadas y perfundidas, y sus cerebros disecados y procesados para realizar
procedimientos inmunocitoquimicos para detectar cambios en la disponibilidad de c-Fos
neuronal en la S1 (en funcién de lo publicado por Filipkowski et al., 2000). Adicionalmente,
como un grupo control, se sacrificaron un par de ratas sin estimulacion genital que
permanecieron durante libre movimiento durante 60 minutos. La contratincion con la técnica
histoquimica para detectar la localizacion de la enzima citocromo oxidasa (CO) nos permitio
observar al ratinculo. Como se muestra en la figura 1, las ratas no estimuladas en libre
movimiento mostraron una disponibilidad basal de c-Fos en el area correspondiente a la
representacion genital en la S1 (Figura 1B). La disponibilidad de c-Fos en las neuronas ubicadas
en la region ventral de la representacion del tronco en la S1 con relacion al marcaje basal
incrementd en las ratas que fueron estimuladas mecanicamente en los genitales externos en
condiciones de libre movimiento (Figura 1C). En contraste, la misma region en las ratas
estimuladas pero anestesiadas mostro menor presencia de células inmunopositivas para cFos

(Fig. 1D).
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Cinco son las categorias copulatorias identificadas en la poblacion de machos estudiados

Con la finalidad de identificar la categoria copulatoria de cada macho de la poblacion estudiada,
se evaluo la expresion de la conducta copulatoria durante seis sesiones en presencia de hembras
ovariectomizadas receptivas. Los machos se clasificaron con base su desempefio durante las
cuatro Ultimas sesiones ya que, en general, los machos eyaculan consistentemente a partir de la
segunda sesion (Lucio y Tlachi-Lopez, 2008). Nuestros resultados muestran la existencia de
cinco categorias en la poblacion (Figura 2). Las ratas machos no copuladoras (aquellas que no
mostraron ningdn patron motor de copula) constituyeron un 29% de la poblacion El 71%
restante fueron clasificadas como copuladoras: de latencia de eyaculacion corta el 9%
(510+38s), intermedia el 29% (830+34s) y larga el 18% (1507+60s). Los machos copuladores
no eyaculadores constituyeron un 14% de la poblacién; para que un macho pudiera ser
considerado en este grupo tenia que mostrar los patrones motores de monta e intromision, pero
no eyacular en ninguna de las pruebas copulatorias. Finalmente, con excepcion de la latencia
de monta, no se encontraron diferencias significativas entre los fenotipos al comparar el resto
de los parametros copulatorios registrados (Figura 3), por lo que estos parametros fueron

utilizados como criterios de categorizacion fenotipica copulatoria.
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Figura 1. La representacién de los genitales en S1 esta contenida en el aspecto ventral de la representacion
del tronco en la rata macho. A. Fotomicrografia digital que muestra un corte tangencial obtenido a través de la
S1 en una rata macho. Se destaca la representacion del tronco (T) y la extremidad posterior (EP). Las
fotomicrografias muestran magnificaciones de la representacién del tronco en las ratas en libre movimiento (B),
en libre movimiento sujetas a estimulacion genital (C) y anestesiadas sujetas a estimulacion genital (D). Los
insertos en cada imagen ilustran la intensidad de la imunomarca para cFos en las neuronas trasladadas a un cédigo
de color en la que el rojo representa la menor intensidad y el azul la mayor. Se observan delineadas las
representaciones del tronco y la extremidad posterior. El recuadro indica la posicion relativa de la representacion
genital. Escala en A: 0.5 mm; en B, C y D: 1 mm; en los insertos: 200 pm.
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Figura 2. Division en cinco categorias copulatorias en la poblacién evaluada de ratas macho. Grafica de
barras que muestra las categorias copulatorias identificadas entre la poblacién de ratas macho estudiadas en funcién
de su latencia de eyaculacion (Media % Error Estandar). ANOVA Kruskall-Wallis H (236=31.49; p <0.001; prueba
Post hoc Dunn: **p< 0.01; ***p<0.001. L.C.: copuladores de latencia eyaculatoria corta; L.l.: copuladores de
latencia eyaculatoria intermedia; L.L.: copuladores de latencia eyaculatoria lenta; N.E.: copuladores no

eyaculadores; N.C.: no copuladores.

El &rea ocupada por neuronas activadas en la S1 en respuesta a la estimulacion mecanica
de los genitales externos difiere entre las ratas macho en funcion de su latencia de
eyaculacion

Con el objeto de determinar la dimension de la representacion cortical de los genitales en ratas
adultas macho evaluadas y categorizadas sexualmente, y establecer la relacion entre ésta con el
desempefio copulatorio, los genitales de las ratas fueron estimulados mecénicamente.
Concluidos los ensayos de estimulacion, las ratas fueron sacrificadas y perfundidas, y sus
cerebros procesados para detectar cambios en la disponibilidad de cFos en la S1 marcada con
citocromo oxidasa. Como se ilustra en la figura 8, todas las ratas estimuladas mostraron nucleos
inmunomarcados para cFos en la region ventral de la representacion cortical del tronco en la
S1, aunque la cantidad de estos ndcleos y el area relativa ocupada por ellos vario en funcion de
la categoria copulatoria a la que cada animal pertenecia (Figura 4). En términos generales los

animales copuladores de latencia eyaculatoria corta e intermedia tuvieron las representaciones
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genitales corticales en la S1 de mayor tamafio al ser comparados con aquellos que mostraron

latencias de eyaculacion larga, los no eyaculadores y los no copuladores.
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Figura 3. ElI nimero de montas e intromisiones, asi como las latencias de intromisién no difieren
significativamente entre los fenotipos copulatorios identificados en la poblacién evaluada de ratas macho.
Gréficas de barras que ilustran el nimero de montas (A) e intromisiones (B) y las latencias de monta (C) e
intromision (D) (promedio + error estandar) en ratas consideradas como copuladoras de latencia eyaculatoria corta
(L.C.), intermedia (L.I.) o larga (L.L.), como copuladores no eyaculadores (N.E.) o como no copuladores (N.C.).
Existen diferencias significativas entre las latencias de monta para los machos considerados de L.C. y L.I. contra
aquellos N.E. ANOVA Kruskall-Wallis; prueba Post hoc Dunn: *p< 0.05.
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Figura 4. El &rea ocupada por neuronas activadas en la S1 en respuesta a la estimulacién mecéanica de los
genitales externos difiere entre las ratas macho en funcidn de su latencia de eyaculacion A. Fotomicrografia
digital que muestra un corte tangencial obtenido a través de la S1 en una rata macho. Se destaca la representacion
del tronco (T) y la extremidad posterior (EP). Fotomicrografias digitales que muestran cortes tangenciales
representativos de la region genital en Sl de ratas macho estimuladas mecanicamente en los genitales externos en
libre movimiento clasificadas como (B) de latencia eyaculatoria intermedia (L.1.); (C) de latencia eyaculatoria
larga (L.L.) y (D) no copuladores (N.C.). Los insertos en cada imagen ilustran la intensidad de la imunomarca para
cFos en las neuronas trasladadas a un cddigo de color en la que el rojo representa la menor intensidad y el azul la
mayor. Se observan delineadas las representaciones del tronco y la extremidad posterior. El recuadro indica la
posicion relativa de la representacion genital. Escala en A: 0.5 mm; en B,C y D: 1 mm; en los insertos: 200 pm.
E. Gréfica de columnas que muestra la dimensidn porcentual relativa que ocupa la representacion genital cortical
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en la S1 de ratas consideradas como copuladoras de latencias de eyaculacion corta (L.C.), intermedia (L.1.) y larga
(L.L.). Se muestran ademas las ratas consideradas como copuladoras no eyaculadoras N.E. y no copuladoras
(N.C.). ANOVA Kruskal-Wallis H 37)=33.58; p<0.001; prueba Post hoc Dunn: *p<0.05, ***p<0.001. F. Gréfica
que muestra la correlacion de Spearman entre la dimension porcentual relativa que ocupa la representacion genital
cortical en la S1 de ratas consideradas como copuladoras L.C., L.I. y L.L. y su latencia de eyaculacién (r= -0.68,
p<0.001).

4. Discusion

La conducta copulatoria en las ratas macho puede ser categorizada. Si bien se presume que esta
variacion es el resultado de diferencias bioquimicas observadas en grupos neuronales que
participan en la regulacion de la conducta sexual entre animales que pertenecen a distintas
categorias copulatorias, es probable que ellas también reflejasen diferencias en la organizacion
anatomofuncional de los sistemas sensoriales, los cuales también participan en la modulacion
de las conductas sexual y reproductiva. En apoyo a este ultimo concepto nuestros resultados
muestran diferencias en el reclutamiento neuronal cortical entre ratas pertenecientes a distintas
categorias copulatorias. Dichas diferencias se ven reflejadas en el area ocupada por grupos
neuronales (i.e., representacion genital) que responden a la estimulacion mecano-sensorial
genital en la S1. Asi, aquellos animales copuladores que mostraron latencias eyaculatorias
cortas e intermedias tuvieron las representaciones genitales corticales en la S1 de mayor
tamafo. En contraste, las ratas copuladoras que mostraron latencias de eyaculacion largas, las
no eyaculadoras y las no copuladoras, tuvieron representaciones genitales de menor tamafio.
Diferencias en el proceso de reclutamiento neuronal sensorial también fueron observadas en el
sistema olfativo entre ratones macho copuladores y no copuladores al ser expuestos a odorantes
sexualmente relevantes. Los animales copuladores mostraron un mayor nimero de nucleos
celulares positivos para cFos en el bulbo olfatorio accesorio y en areas suplementarias de la via
olfativa tales como son el BNST y el MPOA (Portillo et al., 2013). En conjunto, estos resultados
soportan la idea de que las diferencias en la expresion de la conducta copulatoria observada

entre las ratas macho reflejan diferencias morfo-funcionales de las vias sensoriales.
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Adicionalmente, nuestros datos sugieren estas distinciones morfo-funcionales incluso subyacen

las diferencias observadas entre las distintas categorias de ratas copuladoras.

Las diferencias documentadas en el tamafio relativo de la representacion genital cortical en la
S1 entre los machos agrupados en distintas categorias copulatorias conducen a reflexionar sobre
los mecanismos que pudiesen dar origen a ellas. Aunque estos mecanismos son desconocidos,
es probable que reflejen eventos o modificaciones de las trayectorias de desarrollo prenatal y/o
posnatal. Por ejemplo, se ha reportado que el aseo genital materno favorece el proceso de
maduracion de los grupos neuronales de la medula espinal en la transicion lumbo sacra.
relacionados con el control de la copula (Moore, 1992; Lenz & Sengelaub, 2006, 2010).
También se reconoce que el aseo genital condiciona la conducta copulatoria en los machos de
forma tal que aquellos més estimulados en el periodo posnatal temprano expresan una conducta
copulatoria mas consistente en la edad adulta (Moore, 1992; Lenz & Sengelaub, 2010). Con
esto en mente, uno podria especular que los machos copuladores de latencias eyaculatorias
cortas e intermedias fueron mas aseados por sus madres que aquellos que muestran latencias

eyaculatorias largas, que aquellos que copulan, pero no eyaculan y que aquellos que no copulan.

El &rea ocupada por las representaciones funcionales en la corteza cerebral puede ser modulada
por el tono inhibitorio producido por la circuiteria GABAérgica local (i.e., inhibicién lateral;
Derdikman et al., 2003; Griffen & Maffei, 2014; Lehmann et al., 2012; Porter & Nieves, 2013;
Sato et al., 2008). Cuando el tono de la inhibicion lateral es alto, el area de representacion
funcional del territorio activado en respuesta a un estimulo mecano-sensorial aplicado en un
segmento especifico del cuerpo, se observara disminuida (Porter & Nieves, 2013). Lo opuesto
se obtiene cuando el tono inhibitorio es bajo (Moore et al., 1999). Asi las diferencias observadas
en el tamafio del area que ocupan las representaciones genitales corticales en los animales que

muestran distintas categorias copulatorias, podrian reflejar también diferencias categoricas en
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la morfo-fisiologia de las interneuronas GABAEérgicas (v.g. tono inhibitorio), posiblemente

adquiridas durante el desarrollo pre y posnatal asociadas o no a la intensidad del aseo materno.

El tamafio relativo de las representaciones del mapa corporal contenido en la S1 refleja, en
parte, la densidad de inervacion de los segmentos corporales a los que ellas representan (Purves,
1988). Asi, 6rganos mecano-sensoriales como las vibrisas que poseen una alta densidad de
inervacion se encuentran sobre representados en la S1. Por consiguiente, seria posible que los
organos genitales en las ratas copuladoras que tienen latencias de eyaculacion cortas e
intermedias tuviesen un mayor grado de inervacion que aquellas copuladoras de latencia
eyaculatoria larga, copuladoras no eyaculadoras y aquellas no copuladoras (Rowland et al.,

1997; 2000; Rowland, 1998; Xin et al., 1997).

Finalmente, una cuarta posibilidad que permitiria explicar los hallazgos reportados se relaciona
con diferencias en el umbral de respuesta y/o en la facilidad de reclutamiento de las fibras
nerviosas periféricas que inervan a los genitales en las ratas de distintas categorias copulatorias
(Kohno et al.,, 2003). Un bajo umbral de respuesta asociado con un alto reclutamiento
periféricos facilitaria la activacion de un mayor nimero de neuronas en la representacion genital

contenida en la S1; lo contrario seria observado bajo las condiciones opuestas.

La categorizacion descrita en el presente trabajo sugiere la existencia de al menos cinco
expresiones diferentes de la conducta copulatoria en las ratas macho. Estas categorias son
distintas de las reportadas en trabajos previos que sugieren la existencia de dos, tres (Alexander
et al., 1993; De Gasperin-Estrada et al., 2008; Larsson, 1961) o hasta cuatro (Olivier et al.,
2006; Pattij et al., 2005) categorias. Las diferencias en el nimero de categorias reportado en los
distintos estudios podrian reflejar distinciones bioldgicas entre cepas y/o condiciones diferentes
de bioterio (e.g., nutricion, niveles de estrés), de disefio experimental (e.g., duracién del
entrenamiento, duracién de las pruebas copulatorias, ausencia o presencia de claves sensoriales

indicadoras de riesgo de competencia en las arenas copulatorias) y criterios de seleccion de los
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machos incorporados en el estudio (e.g., las ratas copuladoras de latencia extra larga
generalmente son desechados de los estudios, Ferreira-nufio et al., 2010; Olayo-Lortia et al.,

2014).

En un estudio reciente se mape6 mediante procedimientos electrofisioldgicos la representacion
de los genitales en la rata macho. En este estudio se propone que la representaciéon genital
cortical en la S1 ocupa un area que se extiende desde la porcidn ventral de las representaciones
del tronco hasta las representaciones de las extremidades anterior y posterior. En nuestro
estudio, el area ocupada por la representacion genital abarca una fraccion del area ventral de la
representacion del tronco. La discrepancia de la extension de la representacion genital entre
ambos estudios pudiera deberse a que el mapeo morfo-funcional llevado a cabo en nuestro
trabajo se realizd en animales en vigilia y en libre movimiento, mientras que en Lenschow et
al. (2015) los animales fueron registrados bajo anestesia conducida con uretano. Se ha reportado
que los anestésicos disminuyen el tono de la inhibicién lateral produciendo una expansién de
las representaciones de los segmentos corporales estimulados bajo estas condiciones
(Buonomano & Merzenich, 1998). No obstante las diferencias entre los estudios comentados,
la ubicacion anatémica relativa de la representacion genital cortical en la S1 reportada por
nosotros y por Lenschow et al. (2015) en la rata es coincidente con aquella sugerida para
macacos Yy seres humanos (Cazala et al., 2015; Kakigi et al., 2000; Penfield, Wilder & Jasper,

1954; Penfield & Rasmussen, 1950; Rothemund et al., 2002).

En conclusioén:

1) Existe una representacion anatomica y funcional de los 6rganos genitales externos en la
corteza somatosensorial primaria (S1) de la rata macho. Esta se localiza en la regién
ventral de la representacion del tronco cercana a la emergencia de la representacion de

la extremidad posterior.
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2) Se propusieron cinco categorias copulatorias en funcion de la latencia de eyaculacion.
3) El area funcional ocupada por células activadas en la region de los genitales externos de
S1 vario en funcién de la latencia de eyaculacion, siendo mayor en las ratas de latencia
eyaculatoria corta o intermedia.
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Resumen

La serotonina (5-HT) juega un papel clave en el comportamiento sexual masculino. En general,
una disminucién en la funcion de la serotonina facilita, mientras que un aumento inhibe el
comportamiento sexual. La mayor parte de la investigacion bésica sobre el papel de la
serotonina en el funcionamiento sexual se ha realizado en ratas. La rata noqueada al
transportador de serotonina (SERT) (SERT™) se cre6 en 2006, y la disponibilidad de este
modelo ofrece una posibilidad Unica de estudiar la funcién del gen SERT y su ausencia en las
consecuencias del comportamiento sexual. Desarrollamos un estudio previo que investigo los
efectos de la pérdida reducida o total de la funcion del gen SERT en el rendimiento sexual de
la rata macho. Las ratas macho SERT**, SERT*" y SERT" se evaluaron en una prueba de
rendimiento sexual semanal de 30 minutos, durante seis semanas. En una gran cohorte,
confirmamos que las ratas SERT” tienen una expresion significativamente menor de
rendimiento sexual y demostramos que este fenotipo ya estaba presente en etapas muy
tempranas y no podia compensarse con la experiencia sexual. Especificamente, el nimero de
eyaculaciones, montas y la relacion o indice de intromision fueron significativamente menores
en ratas SERT- en comparacion con las ratas SERT** y SERT*". Las ratas SERT*" no diferian
de las ratas SERT** en la expresion del comportamiento sexual. La disminucion en el
rendimiento sexual de las ratas SERT" se parece mucho a la disfuncion sexual inducida por la
administracion cronica de inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) en ratas
macho. En conclusion, las ratas SERT” pueden servir como modelo animal para estudiar la
disfuncion sexual en hombres inducida por la administracion de ISRS.

Palabras clave: serotonina, transportador de serotonina, comportamiento sexual masculino,
disfuncion sexual, rata noqueada del transportador de serotonina, inhibidor selectivo del
transportador de serotonina, disfuncion serotoninérgica, funcion genética, modelos de roedores,
administracion cronica de ISRS
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1. Introduccion

El papel de la serotonina en el comportamiento sexual ha sido ampliamente estudiado y se ha
establecido que este neurotransmisor estd altamente involucrado y juega un papel modulador
en el comportamiento sexual (de Jong et al., 2006; Hull et al., 1999; Hull et al., 2004; Rowland
et al., 2010; Uphouse & Guptarak, 2010). Las alteraciones en la neurotransmision
serotoninérgica pueden conducir a dificultades de comportamiento sexual en los hombres, v.g.
con una alta prevalencia de trastornos eyaculatorios (Higgins, Nash, & Lynch, 2010; Shankar,
2014; Waldinger, 1998). Los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS), que
bloquean la recaptura de serotonina (5-HT) a través del transportador de serotonina (SERT),
aumentan la disponibilidad de serotonina en la hendidura sinaptica (Chan et al., 2011; Stahl,
1998). Este aumento agudo conlleva diferentes efectos secundarios sexuales que se han
atribuido a la desensibilizacion gradual de los receptores 5-HT1a y 5-HT2c (EI Mansari & Blier,
2005; Le Poul et al., 1995; Snoeren et al., 2014). El uso crénico de los ISRS generalmente
resulta en un conjunto de quejas de usuarios masculinos que se centran en el aumento del umbral
de eyaculacion, que se traduce en una latencia de eyaculacion retrasada o, a veces, incluso en
ausencia de eyaculacion, asociada con una reduccion en el deseo sexual (Balon, 2006;
Hirschfeld, 2003; Rubio-Casillas et al., 2015; Waldinger, 1998).

Los estudios en ratas muestran que cuando los ISRS se administran cronicamente, se altera el
comportamiento sexual y se puede aumentar la cantidad de estimulacion necesaria para
eyacular (Chan et al., 2010; de Jong et al., 2005). El uso de animales genéticamente modificado
para el gen SERT (SERT*", SERT”) ha dado la oportunidad de estudiar cuales son las
consecuencias de la ausencia parcial (50%) o total (100%) de transportadores de serotonina en
ratas (J. R. Homberg et al., 2007). En estudios previos de Chan et al. (2011), se planted la
hipbtesis de que estos animales genéticamente modificados mostrarian alteraciones en los

comportamientos sexuales comparables a los expresados por animales bajo administracion
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cronica de ISRS (de Jong et al., 2005; Ferguson, 2001; Oosting et al., 2016). El estudio de Chan
et al. (2011) demostr6 que los animales SERT”- homocigotos sin expresion de los niveles de
SERT presentan comportamientos sexuales diferentes y sugiere que un grupo sensibilizado de
receptores 5-HT1a esta involucrado en la regulacion de las actividades sexuales en dichos
animales.

En nuestra investigacion utilizamos ratas noqueadas de tipo salvaje (SERT**), homocigotas
(SERT™) y heterocigotas (SERT*"). La disminucion en la expresion de los niveles de SERT se
correlaciona con el porcentaje de union a los sitios de SERT cuando los ISRS se administran
cronicamente en humanos (Kugaya et al., 2003). Se ha demostrado previamente que al menos
a nivel molecular estos genotipos tienen diferente disponibilidad de serotonina, los animales
noqueados tienen niveles minimos de 5-HT, liberacion reducida de 5-HT inducida por
despolarizacion y niveles basales extracelulares amplificados de 5-HT (J. R. Homberg et al.,
2007). Independientemente de la reduccidn en la proteina SERT, los niveles de tejido 5-HT en
las ratas SERT*" no son diferentes de las ratas SERT** (J. R. Homberg et al., 2007). En el
aspecto conductual, las ratas SERT”- muestran un aumento de ansiedad y los comportamientos
similares a la depresion (Olivier et al., 2011; Olivier et al., 2008; Rothman et al., 2003).

En el presente estudio, comparamos los datos de comportamiento sexual de las seis sesiones de
experimentos de comportamiento sexual de 30 minutos realizadas con ratas SERT” y SERT*"
junto con tipo salvaje (wildtype SERT**) como controles. Nuestros resultados replican
hallazgos anteriores, pero se extienden porque comparamos el comportamiento entre los tres
genotipos diferentes en una gran cohorte de animales. Demostramos que el fenotipo de
comportamiento sexual reducido en ratas SERT”" ya estd presente en una etapa temprana
durante las sesiones de entrenamiento y no puede compensarse con una amplia experiencia

sexual.
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En este estudio, comparamos los datos de comportamiento sexual (recopilados durante 2 afios
de experimentacion) de las 6 sesiones de experimentos de comportamiento sexual de 30
minutos realizadas con ratas SERT”"y SERT*" junto con ratas de tipo salvaje (SERT**) como

controles.

2. Materiales y métodos

2.1 Animales

La rata SERT noqueada (Slc6a41Hubr) fue generada por mutagénesis inducida por ENU
seleccionada por el objetivo (para detalles, ver Smits et al., 2006). Las ratas Wistar fueron
criadas en nuestra instalacién de animales (Universidad de Groningen) cruzando machos y
hembras SERT*", lo que resulté en ratas machos y hembras SERT**, SERT*" y SERT™".
Utilizamos ratas machos SERT**, SERT*" y SERT” de al menos 12 semanas para realizar
experimentos de comportamiento sexual. Se utilizaron hembras SERT** y SERT*" como
animales de estimulo sexual. Los animales se alojaron en condiciones de luz/oscuridad invertida
(luz de 12 h: oscuridad de 12 h, luces apagadas de 8:00 a.m. a 8:00 p.m.). Los animales fueron
alojados socialmente (2-5 por jaula, maximo 4 para machos). Se proporcionaron bloques de
madera y material de anidacion para el enriquecimiento de la jaula. Las ratas tenian acceso ad
libitum a comida y agua. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las pautas
gubernamentales para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Comité Central de Pruebas
de Animales). Se hicieron todos los esfuerzos para minimizar la cantidad de animales y el
posible sufrimiento.

2.2 Ratas hembras

Las hembras fueron sometidas a ligadura doble de trompas para evitar gestaciones. Para la
cirugia, las hembras se anestesiaron (isoflurano) y se les proporcioné alivio para el dolor por

via subcutéanea (fynadina, 0.1 mg/ 100 g) justo antes de la cirugia y a las 24 y 48 horas después
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de la cirugia. Las hembras tenian al menos 12 semanas de edad cuando se realizé la cirugia, y
tuvieron dos semanas de recuperacion antes de que se les indujera la receptividad sexual con
estradiol (50 ug en 0.1 ml de aceite, S.C., 36-48 horas antes de la prueba) para las pruebas de
comportamiento sexual. Las hembras se usaron una vez cada dos semanas y no mas de 2 veces

por dia experimental.

2.3 Pruebas de comportamiento sexual

Después de las pruebas de comportamiento sexual de 6 semanas (30 min / prueba), las ratas
macho fueron consideradas sexualmente entrenadas como se mostro anteriormente (Chan et al.,
2008; Olivier et al., 2006; Pattij et al., 2005). Un total de 229 animales (97 SERT**, 62 SERT*"
y 70 SERT™) fueron utilizados. Las ratas fueron habituadas durante 10 minutos en la arena de
prueba justo antes de una sesion de comportamiento sexual. Al final del periodo de habituacion,
se introdujo una hembra receptiva en la arena y se evalu6 el comportamiento sexual durante 30
minutos. Las hembras no receptivas se cambiaron por una hembra receptiva diferente en 5
minutos. La prueba se realizd en cajas de prueba rectangulares de madera (57 cm x 82 cm x 39
cm; pared de vidrio) llenas de material de cama regular que no se cambié durante la prueba para
preservar las feromonas de rondas anteriores y crear un ambiente sexual mas competitivo. Todo
el comportamiento durante la prueba de 30 minutos se grabé en video después de la
presentacion de la hembra y también se evalud en vivo el nimero de eyaculaciones. Ademas
del nimero de eyaculaciones (E) en 30 minutos, se registraron los siguientes parametros de la
primera serie de eyaculacion (Chan et al., 2011): nimero de montas (M), nimero de
intromisiones (1), latencia (s) de la primera monta (LM), latencia (s) de la primera intromision
(L1) y latencia (s) de la primera eyaculacion (LE), pero solo para las semanas 2,3 y 6. Después
de la eyaculacion, el intervalo post eyaculatorio (IPE) fue calculado, utilizando el tiempo desde

la primera eyaculacion y el tiempo de la primera monta / intromision (lo que ocurra primero)
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de la segunda serie de eyaculacion. La relacion de intromision (RI) se calculé como: Rl = (# |
[ (#1 + #M)) * 100%. La LE se calculo utilizando el tiempo de la primera serie de eyaculacion
menos la latencia de intromision de la primera serie de eyaculacion. Representamos las semanas
2, 3y 6 para tener una buena comparacion de comportamiento. Todas las sesiones y
experimentos de comportamiento sexual se realizaron en condiciones de luz roja entre las 10

a.m.ylas5p.m.

2.4 Andlisis estadisticos

Todos los datos tuvieron una distribucion normal y se analizaron con pruebas paramétricas de
ANOVA de dos vias, como post hoc se utilizé la prueba Dunn (entre grupos) y ANOVA de una
via, como post hoc se utilizé la prueba Bonferroni (dentro del grupo) para analizar los datos.
Todos los datos se analizaron con el software GraphPad Prism 6.0 (Graph Pad Software Inc.,
La Jolla, EE. UU.). El nivel de significancia se establecio en p <0.05. Los datos se expresan
como media = SEM.

Se reporta el porcentaje de animales de acuerdo al nimero de eyaculaciones por semana como

datos descriptivos.

3. Resultados

3.1 Estabilidad sexual en la frecuencia de eyaculacién

El desempefio sexual de los animales se estabilizé en el transcurso de las seis sesiones de
comportamiento sexual. Durante este periodo, se evalu6é el nimero de eyaculaciones y los
animales mostraron un comportamiento eyaculatorio estable después de aprox. tres pruebas
consecutivas (figuras 1y 2; tabla 1y 2). Las frecuencias de eyaculacion de los animales SERT*"
nunca son significativamente diferentes de las ratas SERT*'*, sin embargo, las ratas SERT”

tuvieron frecuencias de eyaculacion significativamente mas bajas en comparacion con SERT**
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(F 5,572 = 8.19; p < 0.001) y SERT +/- (F (5,362) = 4.31; p <0.001) ratas; Estas diferencias entre
los genotipos se ven desde la segunda sesion de comportamiento sexual en adelante. Durante
las pruebas posteriores, la mayoria de los animales aumentaron el nimero de eyaculaciones
(figuras 2 y 3). En la primera prueba, méas del 60% de todos los animales no eyacularon.
SERT** y SERT*" aumentaron rapidamente sus eyaculaciones a un promedio de 1 a 2 por
prueba. Aprox. El 20% de los animales SERT” nunca eyaculé durante ninguna prueba,
mientras que alrededor del 5% en las ratas SERT** y SERT*" no eyacularon. En las ultimas 3
pruebas (semana 4-6) el nivel de nimeros de eyaculacion fue estable. Las ratas SERT* y
SERT*" no diferian en esta medida, las ratas SERT se estabilizaron a aprox. 50-60% de este

nivel.

Eyaculaciones
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Figura 1. Distribucién del nimero de eyaculaciones de ratas macho (frecuencia media de eyaculaciones + SEM
por prueba) evaluadas semanalmente durante 6 semanas (total N= 229; SERT** n = 97, SERT*" n =62 y SERT-
n=70). *: p <0.05 en comparacion con SERT**y SERT*",
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Tabla 1: Frecuencia de eyaculacion durante 6 semanas de entrenamiento de ratas macho
Wistar SERT**, SERT*-y SERT", analisis grupal.

Semana
1 2 3 4 5 6 ANOVA de una via
Media Media + Media + Media £ Mediat Media +
SERT SEM SEM SEM SEM SEM SEM
+/+ 0.5940.10 1.15+0.12 1.79+£0.14 2.05£0.13 2.04+0.13 1.72+0.14 F (5,512 =8.19; P <0.001
A AB AB AB AB
+/- 0.54+0.10 0.83+0.14 1.48+0.15 1.71+0.17  1.68+0.17 1.50+0.17 F (5,362)=4.31; P <0.001
AB AB AB AB
-/- 0.17£0.05 0.10£0.04 0.40+0.08 0.87+0.13  0.76+0.12 0.93%£0.13 F (5,400 = 15.37; P < 0.001
AB,C A,B AB,C

Tabla 1: Frecuencia de eyaculacion durante 6 semanas de entrenamiento de ratas machos Wistar SERT**,
SERT*-y SERT, andlisis grupal. A = Significativamente (p <0.05) diferente de la semana 1. B =
Significativamente (p<0.05) diferente de la semana 2. C = Significativamente (p <0.05) diferente de la semana 3.

Tabla 2: Frecuencia de eyaculacion durante 6 semanas de entrenamiento de ratas macho
Wistar SERT**, SERT*-y SERT, andlisis entre grupos.

Week
Comparacioén 1 2 3 4 5 6 ANOVA de 2 vias
+/+ VS +/- ns ns ns ns ns ns F (2, 1334 = 89.25; P < 0.001
+/+ Vs -/- ns P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.01
+/- Vs -/- ns P<0.05 P<0.001 P<0.01 P<0.01 ns

92



a) Frecuencia de eyaculacién Semana 1

b) Frecuencia de eyaculacion Semana 2
60 -

60+

£ 404 £ 404 ]
e g
© ©
E E
c g c 4
Z2 g2

0 0 | |

S O T T & o N 4 s w9

Eyaculaciones (#) Eyaculaciones (#)

C) Frecuencia de eyaculaciéon Semana 3
60+

d) Frecuencia de eyaculacion Semana 4

60+
£ 404 £ 404
w w
@ @
= =
E E
g 204 £ 20

0 ()}

T o N 94 » w 9 & o ~ 2 v x o

Eyaculaciones (#)

Eyaculaciones (#)

e) Frecuencia de eyaculacién Semana 5
60

f) Frecuencia de eyaculacion Semana 6

60+
-
m +-
£ 40+ ¥ 404 )
[":] w
(1] @
© ®
E E
= - = -
22 g2
0 0
E o ~ 4 9 & o N s x> %

Eyaculaciones (#) Eyaculaciones (#)

Figura 2. Distribucion semanal de animales y frecuencias de eyaculacion (total n = 229; SERT** n = 97, SERT*"

n =62 y SERT” n = 70) durante las 6 semanas de comportamiento sexual. ™ animales que no alcanzaron la
eyaculacidn en ninguna prueba de comportamiento sexual.
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Figura 3. Porcentaje de animales y niimero de eyaculaciones por semana (total n = 229; SERT** n = 97, SERT*"
n =62y SERT n = 70) durante las 6 semanas de comportamiento sexual.

3.2 Parametros sexuales durante las semanas 2, 3y 6

Para hacer que este parrafo sea mas legible, trasladamos las estadisticas a las tablas 3 y 4.
Durante las tres sesiones de comportamiento sexual en las que se calificO todo el

comportamiento sexual, se encontraron diferencias en varios parametros sexuales. EI nUmero
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de eyaculaciones (fig. 4a) fue significativamente mayor en la semana 6 para todos los genotipos
(tabla 4), pero significativamente menor para los animales SERT” en la semana 2 (p <0.001),
3 (p <0.001) y 6 ( p <0.001) en comparacion con las ratas SERT**, en cuanto a SERT*" en la
semana 2 (p <0.01), la semana 3 (p <0.001) y la semana 6 (p <0.05). En linea con estos datos,
la latencia de eyaculacion (figura 4d) para todos los genotipos se redujo significativamente en
la semana 6 (ver tabla 3), aunque para SERT™ esta latencia fue significativamente mayor en
comparacion con los animales SERT** en la semana 2 (p <0.001), semana 3 (p <0.001) y la
semana 6 (p <0.001), asi como en comparacion con las ratas SERT*" en la semana 2 (p <0.01)
y la semana 6 (p <0.01). EI nimero de montas (figura 4b) no difirié entre genotipos y semanas
de rendimiento sexual, pero la latencia de este parametro (figura 4e) fue significativamente
mayor en ratas SERT”, que mostraron una latencia méas alta en la semana 2 (p <0.01) y la
semana 3 (p <0.01) en comparacion con las ratas SERT** y en la semana 3 (p <0.05) en
comparacion con las ratas SERT*". EI nimero de intromisiones (figura 4c) fue solo menor para
los animales SERT”" en comparacion con SERT** en la segunda semana (p <0.01), para las
semanas restantes solo fue diferente entre SERT", mientras que la latencia de intromision la
(figura 4f) disminuy6 en los tres genotipos en la semana 3 en comparacion con la semana 2 (ver
tabla 4) y solo para SERT** y SERT*" en la semana 6 (ver tabla 4). pero mayor para SERT"
comparado con SERT** en las semanas 2 (p <0.001) y 3 (p <0.05) y comparado con SERT*"
en la semana 3 (p <0.01). En el intervalo posterior a la eyaculacion (figura 4g), los animales no
mostraron diferencias significativas entre los genotipos y la experiencia sexual durante
semanas; la relacion de intromision (figura 4h) fue significativamente diferente para todos los
genotipos en la semana 6 (ver tabla 4), para los animales SERT** disminuy
significativamente, mientras que para SERT*"y SERT” aumenté significativamente en

comparacion a la semana 2. En las semanas 2 (p <0.001) y 3 (p <0.01) SERT"" tuvo una relacion
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de intromision mas baja que las ratas de tipo salvaje. Ademas, en la semana 2 (p <0.001) las

ratas SERT*" tuvieron un IR significativamente menor en comparacion con las ratas SERT**.
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Figura 4. Comportamiento sexual de ratas macho (total n = 229; SERT** n = 97, SERT*" n =62y SERT" n =
70) durante las sesiones de comportamiento sexual de las semanas 2, 3 y 6. Datos se expresan como la media +
SEM. El nimero y la latencia de las eyaculaciones en 30 min (a, d), el nimero y la latencia de las montas (b, €),
el nimero y la latencia de las intromisiones (c, f), el intervalo post eyaculatorio (g) y la relacién de intromision (h)
de la primera serie eyaculatoria. Los analisis estadisticos detallados (ANOVA de medidas repetidas) se muestran
en las Tablas 3 y 4. a: diferencia significativa (p <0.05) en comparacion con SERT**. b: diferencia significativa
(p <0.05) en comparacion con SERT *: diferencia significativa en comparacion con la semana 2 (p <0.05).

Tabla 3: Rendimiento del comportamiento sexual de las semanas de entrenamiento 2, 3y
6 de ratas macho Wistar SERT**, SERT*-y SERT, analisis grupal.

Semana 2 3 6 ANOVA de una via
Parametros medidos | Media £ SEM Media £ SEM Media £ SEM
# E SERT* 1.15+0.12 1.79+0.14 1.72+0.14 F (2, 286) = 6.37; P = 0.002
A A
SERT*" 0.83+0.14 1.48+0.15 1.50+0.17 F (2 181) =5.89; P = 0.003
A
SERT 0.10+0.04 0.4040.08 0.93+0.13 F (2,200) = 20.10; P < 0.001
A
# M 12 serie
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SERT**
SERT*

SERT *

# 112 serie
SERT**
SERT*"

SERT 7

Latencia 12E (s)
SERT**

SERT*"

SERT *

Latencia 12 M (s)
SERT**

SERT*

SERT

Latencia 12 | (s)
SERT**

SERT*"

SERT

PEI SERT**
SERT*-

SERT -
IR: SERT**

SERT*"

SERT -

14.98+1.21

15.60+1.74

15.96+1.83

7.47+0.54

6.12+0.67

3.98+0.60

1132.00+64.61

1354.00+72.62

1770.00+15.56

206.80+47.66

294.30+77.24

484.20+84.27

541.00+71.87

631.90+93.75

946.70+93.01

375.00+13.45

374.90+16.58

440.50+37.50
51.72+4.14

25.47+2.98

12.44+1.69

13.29+1.00

13.69+1.21

18.39+2.28

8.76+0.55

8.64+0.71

8.04+0.95
A
899.80+65.72
970.60+80.30

A
1582.00+51.45

99.82+32.02

121.90+46.56

394.40+82.69

261.70+50.36
A

198.50+48.92
A

597.90+85.98
A

352.10+8.87

381.90+37.17

392.20+15.79
40.79+2.28

38.56+2.78

25.64+2.74
A

14.77+£1.11

12.15+1.14

18.52+1.57

7.68+0.44

7.98+0.74

7.27£0.79
A

781.40+67.03
A

885.30+82.32
A

1277.00+£73.78
A

73.35+26.63

135.20+40.34

173.80+54.74
A

226.10+41.13
A
376.03+72.71

381.60+69.50
A

365.10+10.57

403.80+22.05

356.30+52.75

40.39£2.20
A

40.82+2.94
A

28.29+2.60
A

F (2,285) = 0.68; P = 0.505
F (2,181) = 1.51; P = 0.222

F (2,200) = 0.55; P = 0.573

F (2,286) = 1.77; P = 0.170
F (2,181) =3.39; P = 0.035

F (2,200) = 7.44; P = 0.001

F (2,286) = 7.351; P < 0.01
F (2 181) = 10.15; P < 0.001

F (2,200) = 23.12; P < 0.001

F (2,286) = 3.71; P = 0.025
F (2 181) = 2.81; P = 0.062

F (2,200) = 4.23; P = 0.015

F (2, 286) = 9.459; P = 0.001
F (2,181) = 8.730; P = 0.001

F (2, 200) = 11.30; P < 0.001

F (2.175) = 1.09; P = 0.336
F (2,95) =0.26; P = 0.768
F (2,37) =0.47; P =0.625
F (2,286) = 4.58; P = 0.011
F (2 181) = 8.16; P = 0.001

F (2,200) = 12.7; P < 0.001

Tabla 3: Rendimiento del comportamiento sexual de las semanas de entrenamiento 2, 3 y 6 de ratas macho de la
cepa Wistar SERT**, SERT*- y SERT", analisis grupal. M = montas; | = intromision; E = eyaculacion; PEI =
intervalo post eyaculatorio; # = nimero; IR = Relacién de intromision = [# intromisiones / (# intromisiones + #
montas)] * 100. A = Significativamente diferente (p <0.05) de la semana 2.
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Tabla 4: Rendimiento del comportamiento sexual de las semanas de entrenamiento 2, 3y
6 de ratas macho de la cepa Wistar SERT**, SERT*-y SERT", andlisis entre grupos.

Semana
2 3 6 ANOVA de dos vias
Comparacién
#E F (2,667) = 20.59; P < 0.001
+/+ Vs +/- ns ns ns
+/+ Vs +/- p<0.001 p<0.001 p<0.001
+/-vs -/- p<0.01 p<0.001 p<0.05
# M 12 serie
+/+ Vs +/- ns ns ns F (2 667) = 0.064; P = 0.937
+/+ Vs +/- ns ns ns
+/- Vs -/- ns ns ns
#1 12 serie
+/+ VS +/- ns ns ns F (2,667) = 11.93; P < 0.01
+/+ Vs +/- p<0.01 ns ns
+/- Vs -/- ns ns ns
Latencia 12 E ()
+/+ VS +/- ns ns ns F (2,667) = 31.58; P < 0.001
+/+ Vs +/- p<0.001 p<0.001 p<0.001
+/- Vs -/- p<0.01 ns p<0.01
Latencia 12 M (s)
+/+ VS +/- ns ns ns F (2,667) =9.73; P < 0.01
+/+ Vs +/- p<0.01 p<0.01 ns
+/- Vs -/- ns p<0.05 ns
Latencia 12 1 (s)
+/+ VS +/- ns ns ns F (2,667) = 26.56; P < 0.001
+/+ Vs +/- p<0.001 p<0.05 ns
+/-vs -/ ns p<0.01 ns
PEI
+/+ VS +/- ns ns ns F (2,308) = 0.56; P = 0.566
+/+ Vs +/- ns ns ns
+/-vs -/- ns ns ns
IR1
+/+ VS +/- p<0.001 ns ns F (2,667) = 42.74; P < 0.001
+/+ Vs +/- p<0.001 p<0.01 ns
+/-vs -/- ns ns ns

Tabla 4: Rendimiento del comportamiento sexual de las semanas de entrenamiento 2, 3 y 6 de ratas macho de la
cepa Wistar SERT**, SERT*- y SERT"", anélisis entre grupos. M = montas; | = intromisiones; E = eyaculacion;

98



PEL = intervalo post eyaculatorio; # = nimero; IR = Relacion de intromision = [# intromisiones / (# intromisiones
+ # montas)] * 100.

4. Discusion

La importancia de la serotonina en la expresion del comportamiento sexual masculino ha sido
demostrada por varios estudios y las modificaciones en esta actividad y niveles de
neurotransmisores estan relacionados con la inhibicion (aumento de los niveles de serotonina)
o la facilitacion (disminucion de los niveles de serotonina) de este comportamiento (Chan et
al., 2011; Olivier et al., 2011). En el momento en que entrenamos ratas macho adultas
genéticamente modificadas (SERT**, SERT*" y SERT), encontramos evidencia de apoyo
para esta hipotesis, ya que aquellos machos con plena disponibilidad del transportador
(SERT*™) realizaron un mayor nivel de comportamiento sexual que aquellos sin él (SERT).
No se encontraron diferencias entre los animales SERT** y aquellos con solo la mitad de la
disponibilidad del transportador (SERT*"), excepto por la relacion de intromision en la segunda
semana. Las principales diferencias significativas se encontraron en el ndmero de
eyaculaciones, donde SERT** y Los animales SERT*" tuvieron un mayor nimero de
eyaculaciones en comparacion con los animales SERT” y una latencia de eyaculacion mas baja
durante el sexto periodo de comportamiento sexual. Este aumento en la frecuencia y la
disminucion en la latencia de la eyaculacion muestran que una disponibilidad completa de
SERT facilita el comportamiento sexual, lo cual confirma los hallazgos anteriores (Chan et al.,
2011). En la primera serie de eyaculacion, el nimero de montas no difirié entre los genotipos y
la semana de comportamiento sexual, pero la latencia de monta disminuy6 con el tiempo en los
animales SERT™, lo que indica que el estado motivacional de estos animales estaba mejorando.
Este es un resultado importante ya que este pardmetro se ha considerado una medida
motivacional (Agmo, 1997, 1999). El estado de motivacion para realizar el comportamiento

sexual puede aumentar a medida que los animales se entrenan (efecto de aprendizaje). Tal
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efecto de aprendizaje deberia manifestarse en los tres genotipos. Si el nivel méas bajo de
comportamiento sexual en las ratas SERT” es causado por un aprendizaje mas lento de la
capacidad sexual, se esperaria que después de la extensa experiencia sexual, todas las ratas no
difieran en su conducta sexual. Sin embargo, en todos los casos, las ratas SERT”" muestran
niveles sexuales significativamente mas bajos que las ratas SERT** y SERT*". Anteriormente
hemos demostrado que cuando las ratas SERT” estan expuestas a un programa de razon
progresiva en un paradigma de autoadministracion de cocaina, su autoadministracion de esta
droga es mayor en comparacion con SERT** (Homberg et al., 2008), indicando poseer una
mayor motivacion por las propiedades de recompensa. Aunque el comportamiento sexual no es
similar a la cocaina, ambos son gratificantes (Hull et al., 2006; Homberg et al., 2008) y, por lo
tanto, seria interesante investigar si las diferencias en el estado de motivacion sexual también
estan presentes en las ratas SERT” en comparacion con las ratas SERT**, realizando una
prueba de motivacion sexual incentiva no condicionada (Agmo, 2003; Ellingsen & Agmo,
2004). Queda por establecer si la motivacion para realizar un comportamiento sexual se reduce
en ratas macho SERT™". El nimero de intromisiones aumentd para los animales SERT” a
medida que la experiencia sexual progresd y se mantuvo estable para los animales SERT*" y
SERT; la latencia de intromision disminuyd para todos los genotipos con el tiempo, aunque
esto carecio de importancia en la semana 6 para las ratas SERT*". La eficiencia para copular
(IR) fue baja para los animales SERT*" y SERT’ al comienzo de las pruebas de
comportamiento sexual, pero con el tiempo la eficiencia aument6 para ambos genotipos, aungue
la eficiencia solo disminuy6 significativamente en la semana 6 para los animales SERT** . En
general, las diferencias entre los tres genotipos muestran que los animales SERT" tienen un
comportamiento sexual basal mas bajo que los animales SERT** y SERT*" que no pueden
compensarse con la experiencia sexual (efecto de aprendizaje; Olivier et al., 2011). Cuando

comparamos la distribucion de frecuencia de eyaculacion de los diferentes genotipos (SERT**
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con SERT™), es evidente que la distribucion de frecuencia de eyaculacion se desplaza hacia la
izquierda para los animales que carecen del transportador, creando un fenotipo muy robusto y

estable en estos animales.

Las diferencias en el rendimiento sexual fueron evidentes después de la segunda prueba de
comportamiento sexual, en comparacion con el estudio anterior de Chan et al. (2011) donde se
encontraron las mismas diferencias después de la quinta semana (prueba) de comportamiento
sexual y se mantuvo estable durante el resto del periodo de comportamiento sexual. Aunque
hay un pequefio aumento en el tiempo (curva de aprendizaje), las ratas SERT”" nunca podrian
alcanzar el mismo nivel de ratas SERT** y SERT*". Larsson (1956) investigé la influencia del
aprendizaje en la expresion del comportamiento sexual, comparando animales con experiencia
y animales sin experiencia. No encontré diferencias entre estos dos grupos y su conclusion fue
que la experiencia sexual no determina los cambios en el comportamiento una vez que los
animales han alcanzado la edad adecuada para mostrar el comportamiento sexual. En estudios
anteriores de nuestro grupo de investigacion, también habiamos demostrado que una vez que el
comportamiento sexual se estabiliza después de la experiencia sexual, se mantiene estable con
el tiempo (hasta un afo; Esquivel-Franco et al., 2018). En general, estos datos reafirman el
hecho de que los efectos del aumento de los niveles extracelulares de serotonina debido a la
mutacién en el transportador de serotonina no se pueden compensar incluso después de la

experiencia sexual (Chan et al., 2011).

Se ha demostrado que los animales SERT " tienen receptores 5-HT1a menos sensibles, tanto en
modelos de raton como de rata (Homberg et al., 2007; Li et al., 1999; Olivier et al., 2008). En
animales con disponibilidad completa de SERT, la administracion cronica de ISRS puede
causar también la desensibilizacion de los receptores 5-HT:1a (Blier & De Montigny, 1998).
Como ha sido bien documentado que los receptores 5-HTia estan involucrados en el
comportamiento sexual (Snoeren et al., 2014; por ejemplo, los agonistas del receptor 5-HT1a
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estimulan el comportamiento sexual), se observa una reduccion en los receptores 5HT1a en
ratas SERT”" (Homberg et al., 2008) podrian desempefiar un papel clave en la disminucion de
la funcion sexual que se encuentra en las ratas SERT™. De hecho, los estudios mostraron una
sensibilidad alterada del receptor 5-HT1a en ratas SERT” relacionadas con el rendimiento
sexual (Chan et al., 2011). Queda por investigar si otros receptores también juegan un papel en

la disminucion del comportamiento sexual en ratas SERT™".

La ausencia completa del transportador de serotonina disminuye el rendimiento basal de la
eyaculacion (Chan et al., 2011), lo que confirma su relevancia para la funcion sexual masculina
normal. La falta de SERT aumenta los niveles extracelulares de serotonina, los animales sin
transportadores tienen niveles 7 veces mas altos de serotonina extracelular que los animales
SERT'"* (Olivier et al., 2008). Este aumento "crénico” de los niveles de serotonina extracelular
es probablemente responsable de la menor frecuencia de eyaculacion, que se asemejay se puede
comparar con la administracion cronica de ISRS en ratas, mostrando efectos similares (Chan et

al., 2010; de Jong et al., 2005; Olivier et al., 2011; Waldinger et al., 1998).

La disminucion en la expresion del comportamiento sexual de las ratas SERT" tiene un gran
parecido con los efectos de la administracion crénica de ISRS en humanos, ya que casi todos
los ISRS retrasan la eyaculacion y tienen fuertes efectos secundarios sexuales como
disminucion de la libido y la excitacion (Hirschfeld, 2003; Montejo-Gonzélez et al., 1997). En
humanos, el tratamiento terapéutico crénico con ISRS generalmente bloquea alrededor del 80%
de los transportadores de serotonina (Kugaya et al., 2003). En las ratas SERT*", solo el 50% de
los transportadores estan presentes, pero la expresion del comportamiento no es
significativamente diferente de la de los animales con un 100% de disponibilidad de
transportadores, lo que sugiere que se necesita un umbral o disponibilidad minima de
transportadores de 5-HT para poder tener un funcionamiento sexual normal (Olivier et al.,
2011). Aunque la mayoria de la administracion cronica de ISRS bloquea el 80% de la SERT
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(Chan et al., 2011), se ha demostrado que la administracion crénica de paroxetina en ratas
macho normales es capaz de obtener el 100% de la ocupacion de SERT, que se puede comparar
con las ratas SERT” macho (Capello et al., 2011; Dalley, Cardinal, & Robbins, 2004; Li et al.,
2017). La administracion crénica de este medicamento (paroxetina, 10 mg / kg) puede inducir
un efecto inhibitorio en el comportamiento sexual que es comparable al efecto encontrado en

ratas macho SERT™ (Bijlsma et al., 2014).

Este estudio replica muy bien el estudio de Chan et al., realizado en 2011. Los resultados y los
datos recopilados, junto con la semejanza del comportamiento sexual SERT” de rata macho
con el uso crénico de ISRS, sugieren que este animal genéticamente modificado es un modelo
muy Util para estudiar la disfuncién sexual inducida por ISRS (eyaculacion retardada o
comportamiento pro sexual disminuido). Este modelo animal también puede ser dtil en el
desarrollo y prueba de nuevos farmacos antidepresivos que poseen propiedades de SSRI y
objetivos serotoninérgicos adicionales como la vilazodona, la vortioxetina entre otros (Li et al.,
2017; Oosting et al., 2016), para comprender sus efectos y mecanismo de accion en el

comportamiento sexual.
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Resumen

El tramadol es un analgésico bien conocido y efectivo. Recientemente se demostrd que el
tramadol también es efectivo en el tratamiento de la eyaculacion precoz humana. El efecto
inhibidor del tramadol sobre la latencia de eyaculacidn probablemente se deba a su mecanismo
de accion como agonista del receptor p-opioide e inhibidor de la recaptura de noradrenalina /
serotonina (5-HT). Para probar esta especulacion, evaluamos varias dosis de tramadol en un
modelo de comportamiento sexual masculino en ratas e investigamos dos tipos de drogas que
interfieren con el sistema p-opioide y el sistema 5-HT. Primero, las propiedades agonistas del
receptor p-opioide del tramadol se evaluaron con naloxona, un antagonista del receptor p-
opioide. En segundo lugar, se estudiaron los efectos de WAY100,635, un antagonista del
receptor 5-HT1a, sobre los efectos conductuales del tramadol. Finalmente, los efectos de la
paroxetina, un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina, combinado con naloxona o
el tratamiento WAY 100,635, se compararon con los efectos del tramadol combinado con estos
medicamentos.

Los resultados mostraron que la naloxona, a una dosis sexualmente inactiva, solo podia
antagonizar parcialmente el efecto inhibidor del tramadol. Ademas, las dosis bajas y
conductualmente inactivas de WAY100,635, disminuyeron el comportamiento sexual cuando
se combinan con una dosis conductualmente inactiva de tramadol. Finalmente, demostramos
que los efectos de la paroxetina en el comportamiento sexual se parecian a los efectos del
tramadol, lo que indica que los efectos inhibitorios del tramadol en el comportamiento sexual
son causados principalmente por sus propiedades SSRI1 y que su actividad agonista del receptor
opioide p solo contribuye marginalmente. Estos hallazgos respaldan la hipotesis de que el
tramadol ejerce inhibicion de las eyaculaciones precoces en los hombres por sus propiedades
inhibidoras de la recaptacion de 5-HT.

Palabras clave: tramadol, comportamiento sexual masculino, ISRS, naloxona, receptor 5-
HT1a, eyaculacion precoz.
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1. Introduccion

El tramadol es un farmaco de accion central y clinicamente aprobado y utilizado para el
tratamiento del dolor (Shipton, 2000), es un agonista débil del receptor opioide p,
probablemente actuando a través de su metabolito activo O-desmetiltramadol (M1), que tiene
una afinidad 10 veces menor por el receptor opioide p que la morfina (Frink et al., 1996;
Minami, Ogata, & Uezono, 2015). El tramadol es una mezcla racémica de dos enantiomeros
activos (Frink et al., 1996). El enantiomero (+) y su metabolito ((+)-M1) son agonistas
selectivos del receptor opioide u y también tienen efectos inhibidores de la recaptacion
serotoninérgica (ISRS); el enantiomero (-) y el metabolito (-)-M1 son inhibidores de la
recaptacion de noradrenalina (Matthiesen et al., 1998). Este perfil de actividad sugiere una
potencia antidepresiva demostrada en animales (Rojas-Corrales et al.,, 2002; 1998).
Recientemente, se ha demostrado que el tramadol, como aplicacion fuera de etiqueta, es eficaz
en la eyaculacién precoz en humanos (Eassa & El-Shazly, 2013; Yang et al., 2013), comparable
a los ISRS (Waldinger et al., 1998, 2001b, 2001a; Waldinger & Olivier, 2004).

El presente estudio se realizo para investigar el posible efecto inhibidor del tramadol sobre el
comportamiento sexual en ratas macho en analogia con dichos efectos con los ISRS (Bijlsma
et al., 2014; Chan et al., 2008). Los ISRS tienen fuertes efectos inhibitorios sobre el
comportamiento sexual tanto en humanos (Waldinger et al., 2001b, 2001a; Waldinger et al.,
1998) como en roedores (Olivier et al., 2011). Estos efectos son particularmente emergentes
después de la administracion (sub) cronica y la mayoria de los ISRS no ejercen fuertes efectos
inhibitorios sobre el comportamiento sexual después de la administracion aguda en el hombre
(Waldinger y Olivier, 2004) o ratas (Olivier et al., 1999; 2011; Waldinger & Olivier, 2004)
aungue de manera aguda en algunas ocasiones se han reportado efectos inhibitorios (Bijlsma et
al., 2014; Olivier et al., 2011). Los efectos inhibidores de la recaptacién noradrenérgica

generalmente no son considerados como fuertes contribuyentes a la accién inhibitoria sobre el
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comportamiento sexual como se muestra con la venlafaxina y otros ISRN (Bijlsma et al., 2014;
Segraves & Balon, 2014). Sin embargo, la actividad agonista del receptor opioide p o la
actividad ISRS y ISRN en la accion de la molécula podria conducir a un efecto inhibidor sexual
agudo del tramadol, ya que los agonistas del receptor opioide u como la morfina ejercen efectos
inhibitorios agudos sobre el comportamiento sexual masculino en ratas (Agmo & Paredes,
1988; Mclntosh, Vallano, & Barfield, 1980). En los presentes estudios, primero exploramos
varias dosis de tramadol (10, 12.5, 20, 25, 40 y 50 mg/kg IP, experimentos 1 y 6) sobre el
comportamiento sexual de ratas macho seleccionadas y entrenadas para la actividad sexual
promedio (2-3 eyaculaciones por prueba de 30 minutos al final del entrenamiento). Debido a
que solo la dosis més alta de tramadol (50 mg/kg) redujo el comportamiento sexual, intentamos
antagonizar estos efectos inhibitorios con naloxona, un antagonista del receptor de opiaceos
(experimentos 2, 3y 4). En otro conjunto de estudios, seleccionamos una dosis no inhibitoria
del comportamiento sexual de tramadol (25 mg/kg) y la combinamos con una dosis
seleccionada inactiva del comportamiento sexual del antagonista del receptor 5-HTia
WAY100,635 (experimento 5). La idea detras de este experimento se basé en nuestro hallazgo
anterior de que la combinacion de dosis sexualmente inactivas de un antagonista del receptor
5-HT1a con una dosis sexualmente inactiva de un ISRS después de la administracion aguda
inhibe fuertemente el comportamiento sexual (de Jong, et al., 2005; Olivier, 2015). Como
comparacion, también realizamos un estudio de combinacion aguda de la paroxetina ISRS y

WAY100,635 (experimento 7).

2. Materiales y métodos
2.1 Animales

Ciento veinte ratas macho de la cepa Wistar (Harlan, Zeist, Paises Bajos) con un rango de 450-
500 g fueron entrenados para el comportamiento sexual con ratas hembra gonadalmente
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intactas, para inducir receptividad sexual se les administro benzoato de estradiol (50 pg de
benzoato de estradiol en aceite de sésamo saturado con lecitina administrado 36 horas antes de
la prueba), una vez a la semana durante 4 semanas en pruebas de entrenamiento sexual de 30
minutos. El entrenamiento y la prueba sexual se realizaron bajo condiciones de luz roja y luz
oscura invertida (12h luz-12hobscuridad: luces apagadas de 6:00 a.m. a 6:00 p.m.) en arenas de
conducta sexual (60cmx 40cmx30cm; cajas de plastico rectangulares con ventana frontal
transparente y material de cama regular). La cama de las camaras de prueba sexual no se cambid
durante el entrenamiento y las pruebas, para estimular el comportamiento sexual debido al olor
de las feromonas. Todas las pruebas se realizaron entre las 9 a.m. y las 4 p.m. Después de 4
pruebas de entrenamiento (30 min / entrenamiento), las ratas macho fueron consideradas
sexualmente entrenadas y clasificadas en 3 grupos: eyaculacion promedio (2-3 eyaculaciones
(E)/prueba), eyaculacion rapida (> 3 E/prueba) y eyaculacion lenta (0 -1 E/prueba); grupos
basados en los numeros de eyaculacion por prueba (Chan et al., 2008; de Jong et al., 2005;
Olivier et al., 2006). Se seleccionaron y utilizaron un total de 48 ratas con un nimero promedio
de eyaculaciones durante todos los experimentos posteriores. En todos los experimentos
individuales se usaron al menos N = 8 ratas por dosis de un farmaco y las ratas se usaron un
méaximo de una vez por semana para garantizar un lavado suficiente de los farmacos. Las ratas
tenian acceso a comiday agua ad libitum. Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo
con las pautas gubernamentales para el cuidado y uso de animales de laboratorio y fueron
aprobados por el Comité Etico para la Investigacion Animal de las Facultades de Medicina
Veterinaria, Ciencias Farmacéuticas, Quimica y Biologia de la Universidad de Utrecht. Se

hicieron todos los esfuerzos para minimizar la cantidad de animales y su sufrimiento.
2.2 Tratamiento farmacoldgico y experimentos conductuales

Se tuvo cuidado de que los animales no recibieran las mismas drogas o vehiculo durante el

experimento. Para las pruebas farmacologicas, a las ratas macho se les dio un tiempo de
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habituacion de 30 minutos en las cdmaras de prueba. Todos los farmacos fueron inyectados IP
30 minutos antes de la introduccién de la rata hembra. Todas las pruebas se realizaron entre las
9:00 a.m. y las 16:00 p.m. Las observaciones de comportamiento que ocurrieron durante 30
minutos despueés de la introduccion de la hembra se analizaron utilizando Noldus Observer®
(Noldus Information Technology, Wageningen, Paises Bajos). A partir de estos datos, se
registraron los siguientes parametros de la primera serie de eyaculacion (Chan et al., 2011):
numero de eyaculaciones/prueba (E), latencia (s) a la primera monta (ML), latencia (s) a la
primera intromision (IL), nimero de montas (M), nimero de intromisiones (1) y latencia (s) a
la primera eyaculacién (EL). Después de la eyaculacion, se calcul6 la latencia posterior a la
eyaculacion (PEL), utilizando el tiempo desde la primera eyaculacién y el tiempo de la primera
monta/intromision (lo que ocurriera primero) de la segunda serie de eyaculacion. La eficiencia
copulatoria (CE) se calcul6 como: CE=(#l/(# | + #M)) * 100%. CE también se usa con
frecuencia como Relacion de Intromision (IR). En el presente estudio, los principales resultados
se deducen de los efectos del tratamiento (vehiculo o dosis de un medicamento) en la primera
serie de eyaculacion, que incluye la primera latencia post eyaculatoria. Para estudiar los
farmacos, es importante tener una farmacodinamica y una cinética comparables, por lo que se
elige una duracién de prueba fija de 30 minutos (1800 segundos). Debido a que algunos
tratamientos causan bajas en la actividad sexual (por ejemplo, cero eyaculaciones), algunos
animales no pueden usarse para estadisticas. Se utilizan los valores maximos artificiales de
1800 segundos (es decir, la duracion de la prueba) para las latencias (latencia de eyaculacion,
latencia de monta e intromision, latencia post eyaculatoria), aunque esto es ciertamente un tema
de disputa. Los datos de monta e intromision de estos animales que no eyaculan también son
problematicos porque se desconoce si una rata eventualmente puede eyacular. Estos datos
pueden considerarse artificiales y son cuestionables para analisis estadisticos. En algunos

experimentos en los que el farmaco inhibid la eyaculacién, pocos o ningtn animal eyacularon

109



una segunda vez, lo que imposibilita el analisis estadistico de la segunda serie de eyaculacion.
ML, IL y PEL y también incluyen los valores de frecuencia (MF, IF) para todos los animales
con fines estadisticos. En tales casos, los fuertes efectos inhibitorios del farmaco justifican el
uso de estos valores. Elegimos omitir los andlisis estadisticos si menos del 50% de los animales
en un determinado grupo tratado con los farmacos no presentd pardmetros de la serie
eyaculatoria. Todas las tablas solo muestran los resultados de la primera serie eyaculatoria. Los

detalles de un determinado experimento se describen en las leyendas de las tablas respectivas.

2.3 Andlisis estadisticos

Los datos tuvieron una distribucién normal y homogeneidad de varianza; se separaron en series
de eyaculaciones. Se utilizo el analisis estadistico ANOVA de una via y post-hoc Bonferroni
para analizar los datos. Todos los datos fueron analizados con el software SPSS 16.0
(tecnologias LEAD, Chicago, EE. UU.). El nivel de significancia se establecio en p <0.05. Los

datos se expresan como media = SEM.

2.4 Farmacos

El clorhidrato de tramadol (obtenido de DMI, Reino Unido, con vida media de 6 horas), el
clorhidrato de naloxona (vida media de 90 minutos) y el maleato WAY 100,635 (vida media 2-
4 horas) se compraron de Sigma-Aldrich. El hidrocloruro de paroxetina (Farmacia, UMCG
Groningen, Paises Bajos; vida media 21 horas) se prepard a partir de tabletas (20 mg) obtenidas
de una farmacia local, molidas y suspendidas en solucion salina. Tenemos amplia evidencia de
que la paroxetina utilizada de esta manera tiene una excelente biodisponibilidad que es
comparable a la de la sal hidrocloruro de paroxetina sola (Bijlsma et al., 2014; Chan et al.,
2008). Todos los medicamentos se disolvieron en NaCl al 0.9% (solucion salina), y cada
solucion se prepardé cada mafana para cada dia de prueba. Todos los farmacos fueron

administrados IP.
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2.5 Estudios farmacoldgicos:

Se realizaron los siguientes estudios:

Estudio 1: 48 ratas macho eyaculadoras promedio seleccionadas se dividieron aleatoriamente
en 4 grupos de N=12 cada uno. Los grupos recibieron vehiculo (solucion salina), 10, 20 o 40
mg/kg de tramadol (clorhidrato de tramadol). Debido a que fisicamente no pudimos evaluar 48
animales en un dia de prueba, realizamos pruebas durante dos dias consecutivos y los animales
y el tratamiento fueron aleatorizados durante estos dos dias. En los siguientes experimentos
(estudios 2-6) se utilizé un namero menor de animales. Fueron elegidos al azar de las 48 ratas
disponibles con la restriccion de que los animales nunca recibieron el mismo tratamiento mas
de una vez y los 48 animales se sometieron a aproximadamente el mismo namero de pruebas

experimentales.

Estudio 2: 24 animales fueron tratados con vehiculo + solucién salina (N=8), vehiculo +
tramadol (50 mg/kg: N = 8) y un grupo con naloxona (10 mg/kg + tramadol 50 mg/kg; N=8)

Las pruebas se realizaron durante un mismo dia.

Estudio 3: 32 ratas fueron tratadas con vehiculo + vehiculo (N=8), vehiculo + 5 mg/kg de
naloxona (N=8), vehiculo + naloxona (10 mg/kg; N=8) y vehiculo + paroxetina (10 mg/kg;

N=8). Las pruebas se realizaron durante un mismo dia.

Estudio 4: 24 ratas fueron tratadas con vehiculo (vehiculo + vehiculo; N=8), vehiculo +
naloxona (20 mg/kg; N = 8) o tramadol (50 mg/kg) + naloxona (20 mg/kg; N=8). Las pruebas

se realizaron durante un mismo dia.

Estudio 5: 24 ratas fueron tratadas con vehiculo + vehiculo (N=8), WAY100,635 (1 mg/kg) +
vehiculo (N=8) o WAY100,635 (1 mg/kg) + tramadol (25 mg/kg; N=8). Las pruebas se

realizaron durante un mismo dia Estudio 6: 24 ratas fueron tratadas con vehiculo (N=8),
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tramadol (12.5 mg/kg; N=8) o tramadol (25 mg/kg; N=8). Las pruebas se realizaron durante un

mismo dia.

Estudio 7: las 48 ratas fueron tratadas con vehiculo + vehiculo (N=8), vehiculo + WAY 100,635
(0.1 mg/kg; N=8), vehiculo + WAY100,635 (0.3 mg/kg; N=8), vehiculo + paroxetina (10
mg/kg; N=8), WAY100,635 (0.1 mg/kg) + paroxetina (10 mg/kg; N=8) o WAY 100,635 (0.3
mg/kg) + paroxetina (10 mg/kg; N=8) Este experimento se realiz6 durante dos dias

consecutivos (como en el estudio 1).

3. Resultados

3.1 Estudio de dosis-respuesta de tramadol

En el primer estudio de dosis-respuesta (0, 10, 20 y 40 mg/kg), el tramadol no tuvo efectos
significativos sobre ningln aspecto del comportamiento sexual masculino (Figura 1 / Tabla
Supl. 1). Por lo tanto, decidimos usar una dosis mas alta de tramadol en el proximo experimento.
Por lo que se utilizé la dosis de 50 mg/kg de tramadol vs vehiculo (Figura 2 / Tabla Supl. 2), el
tramadol redujo drasticamente el comportamiento sexual. La mayoria de los animales se
abstuvieron de cualquier actividad sexual, lo que se ve claramente por la ausencia de
eyaculacion, latencias prolongadas antes de la primera monta e intromisiéon en un ndmero

limitado de animales.
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Figura 1: Comportamiento sexual de ratas macho (N=12/grupo) tratadas con vehiculo, 10, 20 6 40 mg/kg de
tramadol. Los datos se representan como media + SEM. Se proporciona el nimero de eyaculaciones por 30 min
(A), nimero de montas (B), intromisiones (C), intervalo post eyaculatorio (D) y eficiencia copulatoria (E) de la
primera serie de eyaculacion. Los analisis estadisticos detallados (ANOVA) se muestran en la Tabla Supl.1.

3.2 Antagonismo de los efectos sexuales del tramadol por la naloxona.

La naloxona (5 y 10 mg/kg: Tabla Supl. 3) no tuvo efectos significativos sobre el
comportamiento sexual. La dosis de 10 mg/kg de naloxona tuvo un efecto antagonista parcial
muy limitado sobre los efectos inhibitorios de 50 mg/kg de tramadol (Figura 2, Tabla Supl. 2).
La latencia de la primera monta (M1) y la primera intromision (L1) fueron significativamente
mas cortas después de agregar naloxona al tramadol que después del tramadol solo. Ademas, el

numero total de montas (M) e intromisiones (I) incrementaron significativamente.

Un intento de antagonizar aun mas el efecto inhibidor del tramadol al aumentar la dosis de
naloxona a 20 mg/kg fracasd, porque esa dosis de naloxona por si misma inhibié fuertemente
el comportamiento sexual (Figura 3, Tabla Supl.4) y tampoco fue capaz de antagonizar los

efectos de la dosis de 50 mg/kg del tramadol.
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Figura 2: Comportamiento sexual de ratas macho (N=8/grupo) tratadas con solucion salina + solucion salina,
tramadol 50 mg/kg + solucion salina o tramadol 50 mg/kg + naloxona 10 mg/kg. Los datos se dan como media +
SEM. Se muestran el nimero de eyaculaciones por 30 min (A), nimero de montas (B), intromisiones (C), intervalo
post eyaculatorio (D), eficiencia copulatoria (E), latencia a la primera monta (F), latencia a la primera intromision
(G) y lalatencia a la primera eyaculacion (H) de la primera serie de eyaculacion. Los analisis estadisticos detallados
(ANOVA) se muestran en la Tabla Supl. 2. *: diferencia significativa (p<0.05) en comparacion con el grupo
vehiculo + solucidn salina. §: diferencia significativa entre el grupo tramadol + solucién salina y el grupo tramadol
+ naloxona (p<0.05).
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Figura 3: Comportamiento sexual de ratas macho (N=8/grupo) tratadas con solucién salina + solucion salina,
naloxona 20 mg/kg + solucidn salina o tramadol 50 mg/kg + naloxona 20 mg/kg. Los datos se representan como
media + SEM. Se muestran: el nimero de eyaculaciones por 30 min (A), nimero de montas (B), intromisiones
(C), intervalo post eyaculatorio (D), eficiencia copulatoria (E), latencia a la primera monta (F), latencia a la primera
intromision (G) y la latencia a la primera eyaculacién (H) de la primera serie de eyaculacion. Los analisis
estadisticos detallados (ANOVA) se muestran en la Tabla Supl. 4. *: diferencia significativa (p <0.05) en
comparacion el grupo sol. salina + sol. salina. §: diferencia significativa entre el grupo de naloxona + solucion
salina y el grupo de tramadol + naloxona (p<0.05).

3.2 Combinacion de tramadol y paroxetina con el antagonista del receptor 5-HT1a
WAY100,635.

La paroxetina (10 mg/kg IP) por si sola no tiene un efecto inhibidor constante sobre el
comportamiento sexual cuando se administra de forma aguda (Tabla Supl. 3 (Gltima columna)
y Tabla supl. 7). Pero, cuando esta dosis se combind con, dosis inactivas del antagonista del

receptor 5-HT1a WAY100,635. (1.0 mg/kg (Figura4, Tabla supl.5); 0.1 y 0.3 mg/kg (Figura 5;
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Tabla supl. 7)) el comportamiento sexual se inhibié fuertemente (Figura 4y 5y Tablas Supl.5

y 7).

Cuando 1.0 mg/kg WAY100,635, que por si solo, no tiene ningin efecto sobre el

comportamiento sexual (Fig. 4 y Tabla Supl.5), se combiné con una dosis de tramadol (25

mg/kg) que por si misma no tuvo un efecto significativo sobre comportamiento sexual (tabla

supl.6), el comportamiento sexual se redujo severamente (Fig. 4; Tabla Supl. 5)
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Figura 4: Comportamiento sexual de ratas macho (N=8/grupo) tratadas con solucion salina + solucion salina,
WAY100,635 1 mg/kg + solucién salina, o tramadol 25 mg/kg + WAY100,635 1 mg/kg. Los datos se dan como
media + SEM. Se muestran: el nimero de eyaculaciones por 30 min (A), nimero de montas (B), intromisiones
(C), intervalo post eyaculatorio (D), eficiencia copulatoria (E), latencia a la primera monta (F), latencia a la primera
intromision (G) y la latencia a la primera eyaculacion (H) de la primera serie de eyaculacion. Los analisis
estadisticos detallados (ANOVA) se muestran en la Tabla Supl. 5. *: diferencia significativa (p <0.05) en
comparacion con solucion salina + solucion salina. §: diferencia significativa entre WAY100,635 + solucion
salina, y tramadol + WAY 100,635 grupo (p <0.05).
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Figura 5: Comportamiento sexual de ratas macho (N=8/grupo) tratadas con solucién salina + solucion salina,
WAY100,635 (0.1 mg/kg) + solucion salina, WAY100,635 (0.3 mg/kg) + solucion salina, solucion salina +
paroxetina (10 mg/kg), WAY100635 (0.1 mg/kg) + paroxetina (10 mg/kg) y WAY100,635 (0.3 mg/kg) +
paroxetina (10 mg/kg). Los datos se dan como media + SEM. Se muestran: el nimero de eyaculaciones por 30
min (A), nimero de montas (B), intromisiones (C), intervalo post eyaculatorio (D), eficiencia copulatoria (E),
latencia a la primera monta (F), Latencia a la primera intromision (G) y la latencia a la primera eyaculacion (H)
de la primera serie de eyaculacion. Los andlisis estadisticos detallados (ANOVA) se muestran en la Tabla Supl.7.
a: diferencia significativa (p <0.05) en comparacion con solucion salina + solucién salina. b: diferencia
significativa en comparacion con WAY100,365 (0.1 mg/kg) + solucién salina (p <0.05). c: diferencia significativa
en comparaciéon con WAY 100,635 (0.3 mg/kg) + solucion salina. d: diferencia significativa en comparacién con
el grupo solucion salina + paroxetina (10 mg/kg).
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4. Discusion

El tramadol, administrado de forma aguda, no tiene hasta la dosis de 40 mg/kg (IP) efectos
significativos sobre el comportamiento sexual de ratas macho que eyaculan de manera
“normal”, aunque se observaron algunas tendencias inhibitorias con la dosis de 40 mg/kg. Sin
embargo, a la dosis de 50 mg/kg IP, el tramadol inhibi6 fuertemente el comportamiento sexual,
reduciéndolo casi a cero. Debido a que el tramadol, a través de sus enantiomeros y metabolitos
activos, ejerce efectos agonistas del receptor de opiaceos y la inhibicion de la recaptacion de 5-
HT, se intent6 descifrar si los efectos del tramadol sobre el comportamiento sexual estaban
relacionados con alguno de estos mecanismos. La naloxona, un antagonista del receptor de
opiaceos pu no mostro a dosis bajas (5 y 10 mg/kg) efectos intrinsecos sobre el comportamiento
sexual. Sin embargo, a 20 mg/kg, la naloxona inhibi6 fuertemente el comportamiento sexual
por si sola, haciendo que esta dosis no sea adecuada para tratar de antagonizar los efectos
inhibitorios del tramadol. La naloxona (10 mg/kg) tuvo algunos efectos antagonistas sobre los
efectos inhibitorios del tramadol a la dosis de 50 mg/kg, lo que sugiere que el receptor opioide
u puede desempefiar un papel menor en este efecto. La morfina, un agonista del receptor de
opiaceos | inhibe el comportamiento sexual masculino en ratas (A Agmo & Paredes, 1988;
Mclntosh et al., 1980), un efecto que podria ser completamente antagonizado por la naloxona.
Aunque los efectos intrinsecos de la naloxona en el comportamiento sexual masculino son
controvertidos (Gessa, Paglietti, & Quarantotti, 1979; Mcintosh et al., 1980; Myers & Baum,
1979), en nuestras manos dosis de 5 y 10 mg/kg son conductualmente silenciosas, mientras que
la dosis de 20 mg/kg parecia inhibitoria. La curva dosis-respuesta de tramadol muestra una
fuerte disminucion en el comportamiento sexual entre las dosis de 40 y 50 mg/kg. Aungue parte
de esta inhibicion se debe al bloqueo del receptor opioide p, el antagonismo de este efecto por
la naloxona no puede superar por completo la inhibicion del comportamiento sexual inducida
por el tramadol. Los efectos inhibitorios restantes pueden deberse a efectos de ISRS mas fuertes

a la dosis de 50 mg/kg u otros efectos ejercidos por el tramadol a dosis mas altas, v.g. la
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inhibicion de la recaptacion de noradrenalina u otros mecanismos (ver Minami et al., 2015). Se
postula que la accién inhibitoria potencial de los ISRS sobre el comportamiento sexual puede
estar mediada por los receptores 5-HT1a (de Jong et al., 2005; Olivier et al., 2011). El bloqueo
de este receptor en presencia de un ISRS inhibe fuertemente (y depende de la dosis) el
comportamiento sexual, incluso a dosis del ISRS (10 mg/kg de paroxetina IP) que no ejercen
de manera aguda actividad inhibitoria intrinseca. WAY 100,635, un antagonista potente y
selectivo del receptor 5-HT1a no tiene actividad intrinseca en el comportamiento sexual, pero
disminuye fuertemente las actividades sexuales cuando se combina (a dosis de 0.1, 0.3y 1
mg/kg) con paroxetina de 10 mg/kg. Cuando el tramadol, a una dosis seleccionada (25 mg/kg
IP) que por si sola no afecta el comportamiento sexual, se combina con una dosis seleccionada
(12 mg/kg IP) de WAY 100,635, se encuentra una fuerte reduccion en el comportamiento sexual,
apoyando el papel del mecanismo inhibidor de la recaptacién de 5-HT del tramadol en su efecto
inhibitorio en el comportamiento sexual. Los estudios de discriminacion de drogas en ratas
(Filip et al.,2004), donde se entrend una dosis de 20 mg/kg (IP) de tramadol como estimulo
discriminatorio (SD) versus solucion salina, respaldaron un papel para el mecanismo de
opiaceos en tramadol, porque la morfina (2 mg/kg) sustituyé completamente la sefial de
tramadol, mientras que el SD podria ser completamente antagonizado por la naloxona a dosis
bastante bajas (DEso alrededor de 0.2 mg/kg). Sorprendentemente, ni la noradrenalina (NRI),
la serotonina (SSRI) ni los bloqueadores de recaptacion de NE/5-HT mezclados (SNRI)
pudieron sustituir el SD de tramadol (como lo hizo la morfina), mientras que los NRI, pero no
los ISRS, pudieron cambiar la curva de dosis-respuesta a la izquierda. Esta bien documentado
que los ISRS son notoriamente dificiles de entrenar para ser utilizados como estimulo
discriminatorio en ratas (normales) (Berend Olivier, 2015), mientras que los NRI crean sefiales
entrenables (Caldarone et al., 2010; Dekeyne et al., 2001). El tramadol, a través de su (-)-

enantiomero y (-)-metabolito, tiene efectos inhibidores de la recaptacion de noradrenalina que
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pueden contribuir a sus efectos inhibitorios sexuales a dosis mas altas. En general, los NRI (por
ejemplo, reboxetina, milnacepram) no se conocen como antidepresivos con fuertes efectos
secundarios sexuales (Graf et al.,2014; Segraves & Balon, 2014). La mejora de la
neurotransmision de NE podria incluso antagonizar funcionalmente las acciones inhibitorias de
los ISRS en el comportamiento sexual (Bijlsma et al., 2014). Con base en nuestros datos,
postulamos que el componente SSRI en tramadol es el principal responsable de la accion
inhibitoria sobre el comportamiento sexual, mientras que los efectos agonistas p-opioides

podrian (ligeramente) contribuir a este efecto.

A partir de estos hallazgos, se predice que el tramadol, a dosis que inhiben el comportamiento
no sexual después de la administracion aguda, ejercerd efectos inhibitorios después de la
dosificacion (sub) crénica, en analogia con las propiedades de los ISRS (Chan et al., 2008).
AUn no esta claro si las propiedades agonistas del receptor opioide u del tramadol contribuyen
significativamente a estos efectos, por lo que senecesitaria méas estudios. La prueba de tramadol
en el comportamiento sexual en ratas noqueadas a SERT determinaré si la actividad agonista
opioide en tramadol ejerce efectos inhibitorios sexuales en ausencia de los efectos inhibidores

de SERT del tramadol.

El componente ISRS del tramadol solo parece suficiente (en comparacion con la paroxetina)
para explicar los efectos inhibitorios del tramadol sobre el comportamiento sexual en humanos
con eyaculacién precoz (Eassa & El-Shazly, 2013; Yang et al., 2013). Aunque nuestros datos
sugieren que el componente opioide p en tramadol podria contribuir a este efecto, la pregunta
sigue siendo qué significa esto en la practica clinica. Los datos en humanos indican que no
existen efectos claros del tratamiento "a demanda” del tramadol, aunque los estudios realizados

hasta la fecha no han examinado de manera metddica ese aspecto.
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5. Conclusiones

Los resultados indican que los efectos inhibidores sexuales del tramadol después de la
administracion aguda y dosis relativamente altas estan mediados principalmente por el
componente ISRS del tramadol, aunque un pequefio efecto del mecanismo agonista de opioides
u podria contribuir a este efecto inhibidor. Como tal, el tramadol podria ser un buen candidato
para el tratamiento de la EP en hombres, aunque los efectos secundarios podrian ser mas

extensos o diferentes de los ISRS solos.
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Datos Suplementarios

Tabla Supl. 1: Efectos del tramadol sobre el comportamiento sexual de ratas macho de la

cepa Wistar. N=12/grupo.

Dosis de tramadol, | 0 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg ANOVA significancia
mg/kg
Parametros | Media + SEM Media + SEM Media + SEM Media + SEM
medidos

#E|24%0.2 2.08+0.3 1.75+0.3 1.42+0.5 F(3,44)=2.222; P=0.178

Latencia 12 M (s) | 26.1+13.3 7.46x2.1 55.4+145.2 43.2+10.6 F(3,44)=0.848; P=0.475

Latencia 121 (s) | 46.5+25.6 62.0+19.4 76.9+116.5 231.3+124.4 F(3,44)=1.633; P=0.189

# M 12 serie | 20.3+£3.8 16.8+£3.6 23.616.1 15.1+3.4 F(3,44)=0.739; P=0.534

#1128 serie | 7.4+1.0 7.1+0.9 7.5+0.9 5.3+0.8 F(3,44)=1.269; P=0.297

Latencia 12 E (s) | 541.9+126.9 642.7+166.5 873.1+170.7 1020.4+£210.3 F(3,44)=1.610; P=0.201

PEL: | 428.5£125.7 557.4+167.9 569.4+166.3 1064.8+221.7 F(3,44)=2.606; P=0.064

IR | 32.7+4.7 33.9+4.2 36.4+6.6 31.0+3.8 F(3,44)=0.204; P=0.893

M=Monta; I= Intromisién; E=Eyaculacion; PEL=Intervalo post eyaculatorio; # =nimero; IR= Relacién de

intromision = [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)]*100

Tabla Supl. 2: Efectos de tramadol y naloxona en el comportamiento sexual de ratas macho de la cepa
Wistar. N=8 /group.

Dosis de tramadol, | 0 mg/kg + 0 50 mg/kg + 50 mg/kg + ANOVA
mg/kg mg/kg Salina 10mg/kg Naloxona significancia
A B C
Parametros | Media + SEM Media + SEM Media + SEM
medidos
#E|24+0.4 0.0+0.0* 0.8+0.4* F(2,21)=12.781; P<0.001
Latencia 12 M (s) | 5.2+1.1 1593.7+203.1* 574.4+272.9 (bc) F(2,21)=16.789; P<0.001
Latencia 12| (s) | 32.7+16.4 1760.2+39.8* 948.4+273.3* (bc) F(2,21)=29.284; P<0.001
# M 12 serie | 21.447.8 0.5+0.4* 4.5+1.9 F(2,21)=5.767; P=0.010
#112serie | 7.0£1.7 0.3+0.3* 1.9+1.0* F(2,21)=9.637; P=0.001
Latencia 12 E (s) | 598.9+217.8  1800+0.0* 1364.4+256.8* F(2,21)=9.782; P=0.001
PEL: | 502.9+186.1  1800+0.0* 1447.54231.1* F(2,21)=15.327; P<0.001
IR1 | 33.5+7.0 20.0+20.0 (n=2)  30.8+8.8 (n=6) F(2,13)=0.320; P=0.732
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M=Monta; I= Intromision; E=Eyaculacion; PEL=Intervalo post eyaculatorio; # =nimero; IR= Relacion de
intromision = [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)]*100

* = Significativamente diferente de 0 mg/kg (p <0.05).
(bc) = significativamente diferente (p <0.05) entre 50 mg/kg + solucion salina (B) y 50 mg/kg + 10 mg/kg

Naloxona (C).

Tabla Supl. 3: Efectos de la naloxona y la paroxetina en el comportamiento sexual de ratas machos de
la cepa Wistar. N=8 animales/grupo.

Dosis de farmaco, 0 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg 10 mg/kg ANOVA significancia
mg/kg (salina + Naloxona + Naloxona + Paroxetina
salina) Salina Salina + salina
Parametros | Mediat SEM Mediax SEM  Mediat SEM Mediax SEM
medidos

#E 1.0£0.5 1.3+0.6 2.310.7 1.0£0.5 F(3,28)=1.150; P=0.346
Latencia 12 M (s) 21.5+7.5 12.5+2.8 20.5+8.8 46.9+20.7  F(3,28)=1.557; P=0.222
Latencia 121 (s) 21.5£5.4 27.9+11.9 44.9+26.4 56.2£17.0 F(3,28)=0.835; P=0.486
# M 12 serie 8.91£2.2 14.91£5.0 14.1+4.1 12.4+3.6 F(3,28)=0.473; P=0.703
#1 12 serie 9.6+2.7 7.940.6 8.5+1.8 8.3+4.4 F(3,28)=0.085; P=0.968
Latencia 12 E (s) | 319.9+90.2 531.9+144.1 704.4+261.7 725.1+249.0 F(3,28)=0.888; P=0.460
PEL: | 283.2423.1  120.9+216.1  251.5+53.5 60.4+290.4  F(3,24)=1.820; P=0.170
IR1 51.2+4.6 41.4+5.3 43.2+5.7 33.848.9 F(3,27)=0.788; P=0.511

M=Monta; I= Intromisién; E=Eyaculacion; PEL=Intervalo post eyaculatorio; # =numero; IR= Relacién de
intromision = [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)]*100

Tabla Supl.4: Efectos de la naloxona y el tramadol en el comportamiento sexual de ratas
macho de la cepa Wistar. N=8 animals por grupo.

Dosis de 0 mg/kg 20 mg/kg 20 mg/kg ANOVA significancia
farmaco, mg/kg (salina + Naloxona + Naloxona +
salina) salina 50mg/kg
Tramadol
A C
B
Parametros | Mean+ SEM Mean+ SEM Meant SEM
medidos
#E 2.6+0.3 0.6+0.3* 0.4+0.2* F(2,21)=26.545; P <0.001
Latencia 12 M (s) 8.4%5.0 114.3+60.7 743.5£310.1* F(2,21)=4.744; P=0.020
Latencia 12 I (s) 11.5%2.2 249.6x146.3  1213.8+295.8*; (bc) F(2,21)=11.167; P<0.001
# M 12 serie 11.9+4.4 29.3+9.6 4.5+1.7 F(2,21)=4.208; P=0.029
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#1 12 serie 5.6+x1.0 5.8+1.2 2.9+1.6 (bc) F(2,21)=1.618; P=0.222

Latencia 12 E (s) | 288.0£62.4  1262.5£228.2* 1522.6+171.8* F(2,21)=14.869;P<0.001

PEL1| 318.5+18.1  1099.8+264.9* 1456.1+225.2* F(2,21)8.379; P=0.002

IR1 41.1+7.3 19.2+4.1 26.5%£11.3 F(2,18)=2.798; P=0.092

M=Monta; I= Intromisién; E=Eyaculacion; PEL=Intervalo post eyaculatorio; # =numero; IR= Relacién de
intromision = [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)]*100

* = Significativamente diferente de 0 mg/kg (p <0.05).

(bc) = significativamente diferente (p <0.05) entre 20 mg/kg naloxona + solucion salina (B) y 20 mg/kg
naloxona + 50 mg/kg Tramadol (C).

Tabla Supl. 5: Efectos de WAY100,635 (antagonista del receptor 5-HT1a) y tramadol sobre el
comportamiento sexual de ratas macho de la cepa Wistar. N=8/grupo.

Dosis de farmaco, 0 mg/kg 1 mg/kg WAY100635 + 1 mg/kg
mg/kg (salina Salina WAY100,635+ ANOVA
+ salina) 25mg/kg Tramadol significancia
A B C
Parametros MediatSEM MediatSEM MediazSEM
medidos
#E 3.1+0.4 2.4+0.3 0.3 £0.2* (bc) F(2,21)=22.582; P<0.001
Latencia 12 M (s) 14.9+7.0 18.0+11.5 895.9 +303.5* (bc) F(2,17)=9.967; P=0.001
Latencia 121 (s) 50.9+26.0 68.7+42.1 926.7 £328.7* (bc) F(2,17)=8.020; P=0.004
# M 12 serie 11.6+2.4 12.6+4.6 10.0£5.8 F(2,17)=0.085; P=0.919
#1 12 serie 6.1+0.8 5.6+£0.7 3.2+t1.5 F(2,17)-2.323; P=0.128
Latencia 12 E (s) 407.9+110.2 356.7+104.8 1482.0+201.3* (bc) F(2,17)-19.774; P<0.001
PEL1 305.5+£20.5 291.3+17.0 1558.2 +241.8* (bc) F(2,17)=31.761; P<0.001
IR1 37.04£5.2 40.8+7.8 31.4+10.5 (n=4) F(2,15)=0.338; P=0.719

M=Monta; I= Intromisién; E=Eyaculacion; PEL=Intervalo post eyaculatorio; # =nimero; IR= Relacién de
intromision = [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)]*100

* = Significativamente diferente de 0 mg/kg (p <0.05).

(bc) = significativamente diferente (p <0.05) entre 1 mg/kg WAY 100635 + solucién salina (B) y 1 mg/kg
WAY100635 + 25mg/kg Tramadol (C).

Tabla Supl. 6: Efectos de Tramadol sobre el comportamiento sexual de ratas macho de la cepa
Wistar. N=8/grupo.

Dosis de 0 mg/kg 12.5mg/kg 25.0 mg/kg ANOVA
farmaco, mg/kg (salina) Tramadol Tramadol significancia
Parametros MediatSEM MediazSEM MediazSEM
medidos
#E 2.8+0.5 2.3+0.5 1.5+0.5 F(2,21)=1.797; P=0.190
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Latencia 12 M

(s)

Latencia 121 (s)
# M 12 serie
#112 serie

Latencia 12 E

(s)
PEL1
IR1

M=Monta; I= Intromision; E=Eyaculacién; PEL=Intervalo post eyaculatorio; # =nimero; IR= Relacién de

4.7+1.5

29.8+£12.2
23.0+6.8
7.5£1.0
566.7+200.2

473.0£189.9
29.845.1

12.2+3.5

50.8+16.8
20.9£7.8
7.0£1.5
673.1+215.4

508.4+185.5
33.7£5.3

344.0+£197.7

348.6+£211.2
17.4+5.8
5.6+1.6

1062.9+252.2

1081.0+272.1
25.844.9

intromision = [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)]*.

F(2,21)=2.880P=0.078

F(2,21)=2.110; P=0.145
F(2,21)0.171; P=0.844
F(2,21)=0.492; P=0.618
F(2,21)=1.364; P=0.277

F(2,21)=2.418; P=0.113
F(2,21)=0.569; P=0.575
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Tabla Supl. 7: Efectos de WAY 100635 (antagonista del receptor 5SHT14) y paroxetina en el
comportamiento sexual de ratas macho de la cepa Wistar. N=8/grupo.

Dosis de farmaco, 0 mg/kg 0.1 mg/kg 0.3 mg/kg Salina + 0.1 mg/kg 0.3 mg/kg ANOVA significancia
mg/kg IP (salina WAY100635 + WAY100635 10mg/kg WAY100635 + WAY100635 +
+salina) salina + salina paroxetina 10mg/kg paroxetina ~ 10mg/kg paroxetina
A B C D g "
Parametros Media+ SEM Media+ SEM Mediax SEM  Mediax SEM Media+ SEM Media+ SEM
medidos
#E 2.4+0.2 1.5+0.5 2.5+0.3 15+0.4 0.0£0.0*; b;d 0.0+0.0*;c;d F(5,42)=13.619; P<0.001
Latencia 1* M (s) 19.3+11.1 88.9+74.3 8.1+2.2 54.4+33.8 923.9+286.1*; b;d 1527.2+;222.7* c;d F(5,42)=17.810; P<0.001
Latencia 1% | (s) 25.5+14.4 350.0+213.8 21.0+10.1 451.2+221.3 1415.2+190.3*;b;d 1800.0+0.0%;c;d F(5,42)=25.780; P<0.001
# M 1% serie 15.6+3.9 19.1+7.3 12.4+2.0 13.8+3.6 6.6+2.8 1.1+1.0 F(5,42)=2.696; P=0.034
#1 1% serie 10.5+4.7 4.3+0.8 10.0+2.2 4.8+2.1 0.8+0.3 0.0£0.0*; F(5,42)=5.700; P=0.007
Latencia 1* E (s) 352.9+57.6 1008.3+241.6 501.9+127.4 986.3+44.7 1800.0+0.0*;b;d 1800.0+0.0*;c;d F(5,42)=16.639; P<0.001
PEL, 344.3+16.2 693.3+242.9 347.7£20.7 895.9+265.3 1800.0+0.0%*;b;d 1800.0+0.0*;c;d F(5,42)=20.648; P<0.001
CE; 40.0+6.8 35.5£11.1 44.6+4.9 31.0+6.3 n=4; 15.7+6.1 n =0 F(5,42)=1.462; P=0.238

M=Monta; I= Intromisién; E=Eyaculacién; PEL=Intervalo post eyaculatorio; # =numero; IR= Relacién de
intromision = [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)]*100
* = Significativamente diferente de 0 mg/kg (p <0.05).
b = significativamente diferente (p <0.05) de 0.1 mg/kg WAY 100635 + solucién salina (B); ¢ = significativamente
diferente (p <0.05) de 0.3 mg/kg WAY 100635 + solucién salina (C); d = significativamente diferente (p <0.05) de
solucion salina + 10 mg/kg de paroxetina (D)
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Resumen:

El tramadol es una intervencion farmacologica eficaz en la eyaculacion precoz humana. Para
investigar si la accion inhibitoria del tramadol es causada principalmente por sus efectos como
inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina (ISRS), evaluamos los efectos dosis-respuesta del
tramadol sobre el comportamiento sexual en animales wildtype (SERT*) y noqueadas al
transportador de serotonina, heterocigoto (SERT*") y homocigoto (SERT™). Para investigar si otros
mecanismos contribuyen a los efectos inhibitorios, WAY 100,635, un antagonista del receptor 5-
HT1a y naloxona, un antagonista del receptor opioide p, se evaluaron en el comportamiento sexual
junto con tramadol. El tramadol disminuye la actividad sexual de forma dependiente de la dosis en
todos los genotipos. En todos los estudios, las ratas SERT*" no respondieron de manera diferente a
las ratas SERT**. WAY 100,635 no afecté la actividad sexual en SERT**, pero redujo la actividad
sexual dependiente de la dosis en ratas SERT”". WAY 100,635 (0.3 mg/kg) combinado con tramadol
(20 mg/kg) redujo significativamente la actividad sexual en SERT** e incluso de forma mas potente
en ratas SERT. La naloxona no afectd el comportamiento sexual de manera consistente en las ratas
SERT**, mientras que en las ratas SERT”" todas las dosis redujeron ligeramente la frecuencia de la
eyaculacion. La combinacion de naloxona (20 mg/kg) y tramadol (20 mg/kg) disminuyé las
frecuencias de eyaculacion en ambos genotipos. Curiosamente, la combinacion de tramadol (20
mg/kg), WAY100,635 (0.3 mg/kg) y naloxona (20 mg/kg) condujo a la eliminacion completa de
toda actividad sexual en ratas SERT** y SERT”. Estos hallazgos sugieren que los efectos
inhibitorios del tramadol sobre el comportamiento sexual masculino en ratas SERT** se deben
principalmente, si no exclusivamente, a la inhibicion del transportador de serotonina, con un papel
importante para los receptores 5-HTia, aunque influyen otros sistemas (por ejemplo,
noradrenérgicos), que no pueden ser excluido. A medida que los ISRS ejercen su inhibicion sexual
después de la administracién cronica, el tramadol puede ser terapéuticamente atractivo como terapia
"a demanda" para la eyaculacion precoz.

Palabras clave: ISRS, comportamiento sexual, tramadol, rata, receptor 5-HT1a, receptor opioide
u, transportador de serotonina.

128



1. Introduccion

Tramadol es un analgésico de uso mundial que produce anti nocicepcion por activacion de
receptores opioides p (Hennies, Friderichs, & Schneider, 1988). La investigacion reciente ha
demostrado que el tramadol es eficaz en el tratamiento de la eyaculacién precoz (EP) en humanos
(Bar-Or et al., 2012; Eassa & EIl-Shazly, 2013; Yang et al., 2013). El tramadol es una mezcla
racémica de dos enantiomeros (Frink et al., 1996). EI primer enantiomero ((+) - tramadol) y su
metabolito ((+) - M) son agonistas selectivos del receptor opioide p y también tienen efectos
inhibidores de la recaptacion serotoninérgica (ISRS); el segundo enantiémero ((-) - tramadol) y el
metabolito (-) - M1 producen inhibicién de la recaptacion de noradrenalina (Matthiesen et al., 1998).
Debido a sus propiedades SSRI, el tramadol tiene efectos similares a los antidepresivos (Rojas-
Corrales et al., 2002; Rojas-Corrales, Gibert-Rahola, et al., 1998). Los ISRS se usan principalmente
como antidepresivos debido a la inhibicion del transportador de serotonina (SERT), lo que lleva a
un mayor nivel de 5-HT en la hendidura sinaptica. Sin embargo, el tratamiento con ISRS se ha
asociado con la aparicion de algunos efectos secundarios graves, como una disminucion en la
capacidad de eyacular o ausencia de orgasmo (Balon, 2006); lo que resulta en un impacto
significativo en la calidad de vida de un individuo que en la mayoria de los casos conduce al
incumplimiento del tratamiento (Higgins et al., 2010).

Anteriormente, demostramos (Olivier et al., 2017) que el tramadol inhibe el comportamiento sexual
en ratas macho y postulamos que esto se debe principalmente a sus propiedades SSRI, aunque la
actividad agonista del receptor opioide p de tramadol podria contribuir de manera menor a la
inhibicién del comportamiento sexual. La activacién serotoninérgica de la actividad sexual en ratas
macho se basa principalmente en la activacién de los receptores 5-HT1a en funcion de los efectos

pro sexuales observados después de los agonistas del receptor 5-HT1a (Snoeren et al., 2014). La
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administracion conjunta aguda de un antagonista del receptor 5-HT:a y el ISRS inhibe el
comportamiento sexual de la rata macho, lo que indica que los posibles efectos secundarios sexuales
del tratamiento cronico con ISRS dependen del grado de modulacién del receptor 5-HT1a (de Jong
et al., 2005). En el presente trabajo evaluamos mas a fondo el papel de la actividad del receptor 5-
HT1a y la actividad agonista del receptor opioide [ en la inhibicion del comportamiento sexual del
tramadol. Con este fin, utilizamos ratas noqueadas al transportador de serotonina (SERT) porque
crean la posibilidad de estudiar la influencia del tramadol en el sistema opioide p (y posiblemente
otros sistemas) sin la influencia concomitante del bloqueo del SERT en el comportamiento sexual
masculino. Aunque se ha reportado que los receptores 5-HTia Se ven sensibilizados en ratas
noqueadas homocigéticas a SERT (SERT”; Chan et al., 2011; Berend Olivier et al., 2011)
practicamente no se conoce nada sobre los cambios en otros sistemas, incluido el sistema opioide.

En los estudios actuales, basados en nuestro trabajo previo (Olivier et al., 2017), primero exploramos
varias dosis de tramadol (5, 10, 20, 40 y 50 mg/kg IP) sobre el comportamiento sexual de animales
tipo salvaje (SERT**), ratas macho heterocigotas (SERT*") o0 SERT™", seleccionadas y entrenadas
para la actividad sexual promedio (2-3 eyaculaciones por prueba de 30 minutos después de un
periodo de entrenamiento de 6 semanas). Debido a que sabiamos por estudios previos (Olivier et al.,
2017) que una dosis més alta de tramadol (40 mg/kg) en ratas de tipo salvaje solo podia verse
marginalmente influenciada por la naloxona, combinamos una dosis ligeramente inhibitoria de
tramadol (20 mg/kg) en los tres genotipos con naloxona, un antagonista del receptor de opiaceos p.
En otro conjunto de estudios, combinamos tramadol (20 mg/kg) con una dosis seleccionada de
comportamiento sexual inactivo del antagonista del receptor 5-HT1a WAY100,635 (0.3 mg/Kkg).
Este experimento fue sustentado por nuestro hallazgo anterior, con la idea de que la combinacién

de dosis sexualmente inactivas de un antagonista del receptor 5-HT1a con una dosis sexualmente
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inactiva de un ISRS después de la administracion aguda inhibe fuertemente el comportamiento
sexual (de Jong et al., 2005). Finalmente, WAY 100,635 (0.3 mg/kg) y naloxona (20 mg/kg) se
combinaron con tramadol (20 mg/kg) para desentrafiar los posibles efectos moduladores y aclarar

posibles interacciones.

2. Materiales y métodos

2.1 Animales

Las ratas de la cepa Wistar se criaron en nuestras instalaciones para animales (Universidad de
Groningen, GELIFES) utilizando machos y hembras SERT*", lo que resultd en ratas macho y
hembra SERT**, SERT*"y SERT. Se usaron ratas macho SERT**, SERT*"y SERT" de al menos
12 semanas de edad para experimentos de comportamiento sexual. Se utilizaron las hembras
SERT**y SERT*" como hembras de estimulo sexual. Las ratas se alojaron en condiciones de luz-
obscuridad invertida (luz 12 h: oscuridad 12 h, luces apagadas de 9:00 a.m. a 9 p.m.). Los animales
fueron alojados socialmente (2-5 por jaula, maximo 4 para machos). Se proporcionaron bloques de
madera y material de anidacion para el enriquecimiento de la jaula. Las ratas tenian acceso ad
libitum a comida y agua. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las pautas
gubernamentales para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Centrale Commissie
Dierproeven). Se hicieron todos los esfuerzos para minimizar la cantidad de animales y el posible
sufrimiento.

2.2 Ratas hembras

Las hembras tenian ligadura doble de trompas para evitar gestaciones. Para realizar la cirugia, las
hembras fueron anestesiadas (isoflurano) y recibieron analgésicos (fynadina, 0.1 mg/100 g) antes

de la cirugia, y a las 24 y 48 horas después de la cirugia. Las hembras tenian al menos 12 semanas

131



de edad cuando se realizd la cirugia, y se administraron dos semanas de recuperacion antes de que
se les indujera receptividad sexual con estradiol (50 pug en 0.1 ml de aceite, SC, 36-48 horas antes
de la prueba) para el entrenamiento de comportamiento sexual (pruebas y experimentos). Las
hembras se usaron una vez cada dos semanas y no mas de 2 veces por dia experimental.

2.3 Tratamiento farmacoldgico y experimentos conductuales

Se planificé un disefio aleatorio cruzado para evitar que los animales recibieran las mismas dosis de
farmaco o vehiculo durante todos los experimentos, que se realizaron durante un par de meses.
Como se describié anteriormente en Olivier et al. (2017), cuando se realizaron pruebas
farmacoldgicas, a las ratas macho se les dio un tiempo de habituacion de 30 minutos en las camaras
de prueba justo después de la administracion del medicamento mediante inyeccion IP, antes de que
se introdujera la rata hembra. Se administraron inyecciones multiples consecutivas a 10 minutos de
intervalo. Todo el comportamiento durante la prueba de 30 minutos se grabo en video después de la
introduccion de la hembra y también se evalud en vivo y se registraron los siguientes parametros de
la primera serie de eyaculacion (Chan et al., 2011): nimero de eyaculaciones (E), nUmero de montas
(M), numero de intromisiones (1), latencia (s) a la primera monta (LM), latencia (s) a la primera
intromision (LI) y latencia (s) a la primera eyaculacién (LE). Después de la eyaculacién, se calculd
el intervalo post eyaculatorio (PEI, por sus siglas en inglés), utilizando el tiempo desde la primera
eyaculacion y el tiempo de la primera monta / intromision (lo que ocurrié primero) de la segunda
serie eyaculatoria. La relacion de intromision (IR, por sus siglas en inglés) se calculé como: IR = (#
I/ (#1 + #M)) * 100%. EL se calcul6 utilizando el tiempo de la primera serie de eyaculacion menos
la latencia de intromision de la primera serie de eyaculacion. Los porcentajes de animales que
realizan conducta sexual durante el periodo experimental se pueden encontrar en la figura

complementaria 2.

132



Debido a que es importante tener una farmacodinamica y una cinética comparables en los estudios
farmacologicos, se ha elegido una prueba de duracion fija; 30 minutos (1800 segundos). Los
parametros de solo la primera serie de eyaculacion, que incluye el primer intervalo post eyaculatorio,
se usaron para ejecutar el andlisis estadistico. La razon detras de esto es que algunos tratamientos
pueden disminuir el comportamiento sexual e incluso inhibirlo completamente (por ejemplo, cero
eyaculaciones) y algunos animales no pueden usarse para realizar estadisticas. Para esos casos,
utilizamos valores artificiales de 1800 segundos (es decir, la duracion maxima de la prueba) para
las latencia de eyaculacion, monta e intromision, aunque esto es sin duda un tema de discusion como
hemos mencionado antes (Chan et al., 2011; Olivier et al., 2017). En los casos en que los farmacos
inhibieron el comportamiento eyaculatorio, pocos animales eyacularon una segunda vez o no fue
posible realizar analisis estadisticos de la segunda serie eyaculatoria. Si un farmaco bloqueé la
eyaculacion y el rendimiento sexual, los valores de datos atribuidos a EL, ML, IL fueron 1800
segundos y los valores de frecuencia (MF, IF) para todos los animales con fines estadisticos. Todas
las tablas y figuras muestran los resultados de la primera serie de eyaculacion.

2.4 Farmacos

El clorhidrato de tramadol (Farmacia, UMCG Groningen, Paises Bajos, con una vida media de 6
horas) se preparé a partir de tabletas (100mg) obtenidas de una farmacia local, molidas y
suspendidas en NaCl al 0.9% (solucion salina). El clorhidrato de naloxona (Abcam; Cambridge,
Reino Unido, vida media de 90 minutos)) y el maleato WAY 100,635 (Tocris Bioscience; Bristol,
Reino Unido, vida media de 2-4 horas)) se disolvieron en solucién salina y cada solucion se prepard
recientemente en cada dia de prueba. Todos los farmacos se administraron mediante inyeccién

intraperitoneal (IP).
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2.5 Entrenamiento

Después de las pruebas de entrenamiento de 6 semanas (30 min/prueba), las ratas macho fueron
consideradas sexualmente entrenadas y clasificadas segun las frecuencias de eyaculacion por prueba
en grupos: promedio (2-3 eyaculaciones/prueba), rapido (> 3 eyaculaciones/prueba) y lento (0-1
eyaculaciones/prueba); (Chan et al., 2008; B Olivier et al., 2006; Pattij et al., 2005). En
consecuencia, noventa y cinco machos fueron entrenados sexualmente, de los cuales se
seleccionaron y utilizaron un total de 36 ratas machos con un nimero promedio de eyaculaciones
durante todos los experimentos, que duraron 25 semanas. En todos los experimentos individuales se
usaron 12 ratas por genotipo (SERT** (N=32), SERT*" (N=32) y SERT” (N=31)) y los animales
se usaron solo una vez por semana para garantizar suficiente tiempo de lavado de los farmacosLas
ratas tuvieron un periodo de habituacion de 10 minutos en la caja de prueba justo antes de la sesién
de entrenamiento. Al final del periodo de habituacion, se introdujo una hembra receptiva en la caja
y se evalud el comportamiento sexual durante 30 minutos. Las hembras que no eran receptivas
fueron cambiadas por una hembra diferente que mostro receptividad. El entrenamiento y las pruebas
se realizaron en cajas de prueba rectangulares de madera (57 cm x 82 cm x 39 ¢cm; pared de vidrio)
llenas de material de cama regular. Para estimular el comportamiento sexual, no se cambid el
material de cama durante el entrenamiento y las pruebas para preservar las feromonas de las rondas
anteriores y crear un ambiente sexual mas competitivo. Los pardmetros sexuales evaluados fueron:
namero total de eyaculaciones de todas las pruebas; el namero total de montas e intromisiones por
serie eyaculatoria y sus respectivas latencias se evaluaron durante las semanas 2, 3 y 6. Solo los
machos que mostraron niveles de eyaculacidn estables (2-3 eyaculaciones en las Gltimas pruebas de
entrenamiento) se utilizaron para los experimentos farmacologicos (N=12 por genotipo, 36 en total).

Aunque las ratas macho SERT”" generalmente muestran un nivel de comportamiento sexual mas
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bajo que las ratas SERT** (Chan et al., 2011; Berend Olivier et al., 2011) seleccionamos los
animales SERT”" de mayor rendimiento, determinados por el nimero de eyaculaciones/pruebas,
para estos experimentos para evitar diferencias de linea base que pueden complicar los estudios
farmacologicos. Todas las sesiones de entrenamiento y experimentos se realizaron en condiciones

de luz roja entre las 10:00 a.m. y las 17:00 p.m.

2.6 Experimentos farmacoldgicos

Disefio experimental: Seleccionamos 36 ratas macho de un grupo de 95 machos que fueron
entrenados semanalmente durante 6 semanas en su comportamiento sexual basal. Estas 36 ratas (12
de cada genotipo) no diferian en su nivel de rendimiento sexual. Se realizaron cuatro experimentos
en estas 36 ratas, realizando una prueba por semana en cada rata. Las dosis de farmacos y vehiculos
probados se distribuyeron a través de un disefio cruzado. Entre los experimentos, se proporciono al
menos una semana de descanso (sin prueba).

Experimento uno: respuesta a la dosis de tramadol. Se seleccionaron 36 ratas macho eyaculadoras
promedio (N=12 por genotipo). Los tres grupos siguieron un disefio cruzado y recibieron vehiculo
(solucion salina), 5, 10, 20, 40 y 50 mg/kg de tramadol, IP (clorhidrato de tramadol). Debido a que
fisicamente no era posible evaluar 36 animales en un dia de prueba, realizamos dos pruebas por
semana en dias consecutivos (siempre los mismos dos dias) durante seis semanas y aleatorizamos
animales y el tratamiento durante estos dos dias y durante las seis semanas.

Experimento dos: WAY 100,635 dosis respuesta. Se utilizaron los mismos 36 animales en un
disefio cruzado para recibir vehiculo (solucién salina), 0.1, 0.3 y 1 mg/kg WAY100,635, IP. Las

pruebas se realizaron durante cuatro semanas y dos dias consecutivos por semana.
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Experimento tres: respuesta a la dosis de naloxona. Se utilizaron los mismos 36 animales en un
vehiculo de disefio cruzado (solucion salina), 5, 10 y 20 mg/kg de naloxona, IP. Las pruebas se
realizaron durante cuatro semanas y dos dias consecutivos por semana.

Experimento cuatro: Tramadol + WAY100,635 + Naloxona. Las 36 ratas fueron tratadas usando
un disefio cruzado con vehiculo + vehiculo, vehiculo + tramadol (20 mg/kg), tramadol (20 mg/kg)
+ WAY100,635 (0.3 mg/kg;), tramadol (20 mg/kg) + naloxona (20 mg/kg) o tramadol (20 mg/kg)
+ WAY100,635 (0.3 mg/kg) + naloxona (20 mg/kg) usando dosis IP. Este experimento se realizo

durante seis semanas y dos dias consecutivos por semana.

2.7 Analisis estadisticos

Para el tramadol, los datos de los experimentos de respuesta a la dosis de WAY 100,635 y naloxona
se distribuyeron normalmente y fueron analizados con pruebas paramétricas, realizando ANOVA
de una via con medidas repetidas y prueba post hoc de Bonferroni (dentro del grupo) y ANOVA de
dos vias y prueba post hoc Dunn (entre grupos) para analizar estos datos. Para el Gltimo experimento
(Tramadol + WAY 100635 + Naloxona) los datos no se distribuyeron normalmente y se realizaron
estadisticas no paramétricas; prueba de medidas repetidas de Friedman con una prueba post hoc de
suma de rango (Tukey-HSD) y un ANOVA bidireccional de Friedman con comparaciones
maultiples. Todos los datos se analizaron con el software GraphPad Prism 6.0 (Graph Pad Software
Inc., La Jolla, EE. UU.). El nivel de significancia se establecié en p<0.05. Los datos paramétricos
se expresan como media £ SEM y los datos no paramétricos se expresan como mediana y rango

Inter cuartil (IQR).
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3. Resultados

3.1 Estabilidad sexual

El rendimiento sexual de los animales durante la duracion del estudio se estabilizé durante todo el
periodo de la sesion de entrenamiento. De las 95 ratas macho entrenadas sexualmente, solo 36
animales que mostraron rendimiento sexual y eyaculaciones fueron seleccionados para realizar los
estudios farmacoldgicos (SERT** y SERT*": 2-3 eyaculaciones; SERT” 1-2 eyaculaciones).
Durante este periodo, se registrd el nimero de eyaculaciones y los animales mostraron un
comportamiento eyaculatorio estable (figura 1). Las frecuencias de eyaculaciéon de los animales
SERT*" no fueron significativamente diferentes de las ratas SERT*'*; Las ratas SERT~ no difirieron
significativamente en las frecuencias de eyaculacion en comparacion con las ratas de tipo salvaje
durante toda la duracion de los experimentos. Debido a que los animales SERT*" no mostraron
diferencias significativas con respecto a las ratas SERT** en ningln momento en ningun
experimento farmacol6gico, no se utilizaron todos los resultados de los animales SERT*", pero
todos los datos se pueden encontrar en las figuras y tablas suplementarias.

Debido a que probamos los animales experimentales durante un periodo de tiempo extenso (mas de
medio afo), podria existir un riesgo de cambios en el nivel de rendimiento sexual con el tiempo.
Ademas, los animales recibieron secuencialmente un nimero considerable y dosis de diferentes
farmacos. Aunque despueés de cada administracion farmacoldgica se dej6 pasar un periodo de por
lo menos una semana (washout) para eliminar cualquier rastro de farmacos, ya que siempre existe
la posibilidad de que se produzcan efectos de "arrastre™. Este es un efecto que "se transfiere™ de una
condicion experimental a otra, ya que siempre que los sujetos se desempefien en mas de una
condicion (como lo hacen en disefios cruzados) existe la posibilidad de efectos de arrastre. No

encontramos evidencia de cambios en el nivel basal de comportamiento sexual a lo largo del tiempo,
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ni de ningun efecto de "arrastre” con los farmacos utilizados. La figura 1 ilustra que los valores del
"vehiculo" (placebo; por ejemplo, de la frecuencia de la eyaculacién) de los tres grupos de genotipos
son muy constantes a lo largo del tiempo (al menos por 26 semanas; tabla supl. 1). Estos hallazgos
estan en linea con nuestros experimentos anteriores y lo reportado en la literatura usando tramadol

(Olivier et al., 2017;Olivier et al., 2017Db).

Eyaculaciones

- +/+
-H- +/-

Frecuencia de eyaculacién (#)

Semana

Figura 1. Distribucion de frecuencias de eyaculacién de ratas macho Wistar que fueron entrenadas sexualmente durante
6 semanas (total n=95; SERT** n=32, SERT*" n=32 y SERT' n=31) y analizadas farmacoldgicamente a partir de
semana 7 a 25. Total n=36; SERT** n=12, SERT*" n=12 y SERT" n=12.

3.2 Respuesta a la dosis de tramadol

En el experimento de dosis-respuesta (Experimento. 1; figura. 2; Tablas Supl. 3 y 4) las dosis mas
bajas de tramadol (5y 10 mg/kg) no tuvieron efectos significativos sobre el comportamiento sexual;
las dosis intermedias y altas (20, 40 y 50 mg/kg) indujeron efectos significativos sobre los

parametros del comportamiento sexual (figura 2) en animales SERT**, mientras que solo las dosis
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de 40 y 50 mg/kg indujeron efectos significativos en ratas macho SERT". Con estas dosis altas, los

numeros de E, M y | disminuyeron significativamente y las latencias de E, M y | aumentaron
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significativamente en comparacién con el grupo placebo (solucidn salina). La dosis de 50 mg/kg
provocd una reduccion dramatica de la actividad sexual en los animales SERT** y SERT™. La dosis
de 20 mg/kg aumento significativamente las latencias de monta e intromision y disminuy6
significativamente la frecuencia de intromision en animales SERT**, y el nimero de intromisiones

fue significativamente diferente entre los genotipos.

Figura 2. Comportamiento sexual de ratas macho (N = 12/grupo) tratadas con 0, 10, 20, 40 o 50 mg/kg de tramadol.
Los datos se representan como la media + SEM. Se proporciona el nimero y la latencia de las eyaculaciones por 30
min (A, D), el nimero y la latencia de las montas (B, E), el nimero y la latencia de las intromisiones (C, F) de la
primera serie de eyaculacion. Los analisis estadisticos detallados (ANOVA de medidas repetidas) se muestran en las
Tablas Supl. 1y 2. a: diferencia significativa (p <0.05) en comparacion con el grupo de solucion salina. +: diferencia
significativa (p<0.05) entre SERT**y SERT™".

3.3 Respuesta a la dosis de WAY 100,635
Las dosis de WAY100,635 (0.1, 0.3 y 1 mg/kg) no tuvieron efectos significativos sobre los

parametros sexuales en animales SERT**; sin embargo, en las ratas SERT” todas las dosis
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redujeron significativamente la frecuencia de eyaculacion y aumentaron la latencia de eyaculacion
(figura 3; Tablas Supl. 5y 6) en comparacion con la solucion salina. EI nUmero de montas (a 1
mg/kg) e intromisiones (a 0.3 y 1 mg/kg), y la relacion de intromision (a 0.1, 0.3 y 1 mg/kg)
disminuyeron significativamente, mientras que las latencias de monta e intromision (a 0.3 y 1

mg/kg) aumentaron significativamente en las ratas SERT” en comparacion con las ratas SERT**.
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Figura 3. Comportamiento sexual de ratas macho (N = 12/grupo) tratadas con solucién salina, WAY 100,635 0.01
mg/kg, WAY 100,635 0.03 mg/kg o WAY 100,635 3 mg/kg. Los datos se representan como media £ SEM. El nimero
y la latencia de las eyaculaciones por 30 min (A, D), el nimero y la latencia de las montas (B, E), el nimero y la
latencia de las intromisiones (D, F) y la eficiencia copulatoria (G). Los analisis estadisticos detallados (ANOVA de
medidas repetidas) se muestran en las Tablas Supl.3 y 4. a: diferencia significativa (p <0.05) en comparacion con el
grupo de solucion salina. +: diferencia significativa (p <0.05) entre SERT** y SERT™".
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3.4 Respuesta a la dosis de naloxona

La naloxona tuvo efectos muy limitados en los animales SERT**; solo la dosis de 5 mg/kg
disminuy6 la frecuencia de eyaculacion (figura 4; Tablas Supl.7 y 8), pero no en ratas SERT*". La
naloxona (5, 10 y 20 mg/kg) tuvo efectos significativos en la frecuencia de eyaculacion de las ratas
SERT”, disminuyendo ligeramente (pero no de forma dependiente de la dosis) el ndmero de
eyaculaciones. El resto de los parametros (frecuencias y latencias M e ) no se vieron

significativamente afectados en animales SERT** o SERT™. La eficiencia para eyacular (IR)

aumento después de la administracion de 10 y 20 mg/kg de naloxona en animales SERT**.
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Figura 4. Comportamiento sexual de ratas macho (N = 12/grupo) tratadas con solucion salina, naloxona 5 10 mg/kg 6
20 mg/kg. Los datos se expresan como la media + SEM. El nimero y la latencia de las eyaculaciones por 30 min (A,
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D), el nimero y la latencia de las montas (B, E), el nimero y la latencia de las intromisiones (C, F) y la eficiencia
copulatoria (G). Los analisis estadisticos detallados (ANOVA de medidas repetidas) se muestran en las tablas supl. 5y
6. a: diferencia significativa (p <0.05) en comparacion con el grupo de solucion salina. +: diferencia significativa (p
<0.05) entre SERT**y SERT".

3.5 Interacciones de WAY 100,635, naloxona y tramadol

Tramadol (20 mg/kg) no indujo diferencias significativas en comparacién con placebo (S + S) en
animales SERT** 0 SERT” (figura 6; tablas supl. 9 y 10). La combinacion de tramadol (20 mg/kg)
con 0.3 mg/kg de WAY100,635 en comparacion con el vehiculo (S + S), indujo disminuciones
significativas en E y M, y un aumento en LM en ratas SERT**, mientras que en SERT" ratas todos
los parametros se vieron significativamente afectados; disminuye en E, M, | e IR, aumenta en LE,
LMy LI. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en ningiin parametro entre ratas SERT**
y SERT. La combinacion de tramadol (20 mg/kg) con 20 mg/kg de naloxona, en comparacion con
el vehiculo, indujo disminuciones significativas en E, M e | y aumentos significativos en LM y L1
en ratas SERT**, mientras que en ratas SERT™ E y | se redujeron significativamente. Los efectos
sobre I, LM y LI fueron significativamente mas fuertes en los animales SERT** en comparacion
con los animales SERT”. La combinacion de 0.3 mg/kg WAY 100,635 + 20 mg/kg de naloxona +
20 mg/kg de tramadol abolié por completo el comportamiento sexual en ratas SERT** y SERT™

(figura 6).
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Figura 5. Comportamiento sexual de ratas macho (N = 12/grupo) tratadas con solucion salina + solucion salina (S + S),
tramadol (20 mg/kg) + solucién salina (T + S), tramadol (20 mg/kg) + WAY100,635 (0.3 mg/kg) (T + W), tramadol
(20 mg/kg) + Naloxona (20 mg/kg; T + N) y tramadol (20 mg/kg) + WAY 100,635 (0.3 mg/kg ) + Naloxona (20 mg/kg;
T+ W + N). El nimero vy la latencia de las eyaculaciones por 30 min (A, D), el nimero y la latencia de las montas (B,
E), el nimero y la latencia de las intromisiones (C, F) y larelacién de intromision (G). Los andlisis estadisticos detallados
(prueba de Friedman) se muestran en las Tablas Supl.7 y 8. a: diferencia significativa (p <0.05) en comparacion con S
+ S. +: diferencia significativa (p <0.05) entre los grupos SERT**y SERT™.

4. Discusién

Cuando se administra de forma aguda (IP), las dosis bajas de tramadol (5 y 10 mg/kg) no tienen
efectos significativos sobre el comportamiento sexual de las ratas macho SERT**, SERT*"y
SERT, seleccionadas para niveles normales de eyaculacion (alrededor 2-3 eyaculaciones/prueba).
La dosis de 20 mg/kg de tramadol estaba claramente en el limite de relevancia farmacoldgica. Se

observaron algunos efectos menores, pero inconsistentes. A dosis de 40 y 50 mg/kg, el tramadol
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inhibio significativamente el rendimiento sexual de todos los genotipos SERT, con el efecto mas
fuerte en la dosis de 50 mg/kg que casi lo redujo a cero. Estos hallazgos esencialmente replicaron
nuestros hallazgos anteriores sobre los efectos del tramadol en el comportamiento sexual masculino
en ratas (Olivier et al., 2017). Intentamos comprender mejor si los efectos del tramadol sobre el
comportamiento sexual son consecuencia de los efectos inhibidores de la recaptacion de 5-HT del
tramadol y/o la accion sobre el receptor de opiaceos [. En investigaciones previas de nuestro grupo
de investigacion, realizadas solo en ratas Wistar de tipo salvaje (Olivier et al., 2017), se planted la
hipdtesis de que los efectos inhibitorios sobre el comportamiento sexual después de la
administracion aguda de tramadol se debian principalmente a sus propiedades ISRS, pero no podian
excluir a papel para el receptor opioide p (Olivier et al., 2017). Decidimos probar el tramadol
también en ratas nogueadas a SERT (animales noqueados heterocigotos y homocigoticos) para
excluir el componente SSRI en el mecanismo de accion del tramadol en sus efectos inhibidores
sexuales. Debido a que los efectos de todos los farmacos y dosis utilizados (tramadol, WAY 100,635,
naloxona y combinaciones) en ratas SERT*" heterocigéticas no se desviaron esencialmente de
aquellos en SERT**, no utilizamos los datos de SERT*", pero toda la informacion se proporciona
en los datos suplementarios.

Sorprendentemente, el tramadol tuvo acciones inhibitorias comparables sobre el comportamiento
sexual en ratas SERT** y SERT"" (figura 2). Esperabamos que el tramadol ejerciera menos efectos
inhibitorios sobre el comportamiento sexual en las ratas SERT debido a la ausencia de cualquier
molécula SERT en este genotipo (Homberg et al., 2007). Aparentemente, el otro mecanismo
principal de accion presente en el tramadol, el agonismo para el receptor de opiaceos p, podria haber
causado la accién sexual inhibitoria en las ratas noqueadas. De ser asi, se esperaba que la naloxona,

un antagonista del receptor de opiaceos p, antagonizaria la disminucion inducida por tramadol en el
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comportamiento sexual en ratas SERT™. Sin embargo, la dosis de 20 mg/kg de naloxona, que tuvo
efectos limitados (solo inhibicion de la frecuencia de la eyaculacion) en ratas SERT por si sola
(experimento 3; figura 4), no fue capaz de antagonizar el efecto del tramadol en la frecuencia de
eyaculacion ni tuvo ningun efecto inhibidor adicional sobre otros parametros sexuales. En realidad,
esta dosis de naloxona combinada con tramadol (20 mg/kg) no cambié el comportamiento de manera
consistente en comparacion con la naloxona sola. Esto sugiere que la sensibilidad del sistema
opioide p en el cerebro de las ratas SERT” no habia cambiado debido a la ausencia de SERT durante
la vida del animal. No se han publicado datos en ratas SERT” sobre la sensibilidad del sistema
opioide, pero en ratones SERT” se sugiere que la sensibilidad farmacolégica a los efectos
analgesicos de la morfina no ha sido alterada (Hall et al., 2011). Sorprendentemente, la naloxona
(figura 3) tuvo, en todas las dosis probadas en el estudio de dosis-respuesta (5-20 mg/kg), pero
también en el estudio de dosis Unica (figura 5), un efecto muy consistente pero no dependiente de
la dosis en la frecuencia de eyaculacion en las ratas SERT™", pero no asi en los machos SERT**. En
nuestros estudios previos de tramadol en ratas Wistar de tipo salvaje ( Olivier et al., 2017), 5y 10
mg/kg de naloxona no tuvieron ningun efecto sobre el comportamiento sexual de las ratas macho,
mientras que 20 mg/kg de naloxona tuvo un efecto mas inhibitorio sobre el comportamiento sexual
gue en los presentes experimentos. Aungue en el estudio anterior (Olivier et al., 2017) hubo alguna
evidencia de que una dosis relativamente baja de naloxona (10 mg/kg) antagonizé de manera
marginal algunos parametros del comportamiento sexual (LM y LE) después de una dosis alta de
tramadol (50 mg/kg) que redujeron todos los parametros de comportamiento sexual, no repetimos
este experimento en los presentes estudios porque los datos emergentes no apuntaban a una fuerte
influencia del sistema opioide en los efectos del tramadol sobre el comportamiento sexual. Otros

ligandos con actividad agonista del receptor de opiaceos pu como la morfina que inhiben el
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comportamiento sexual masculino en ratas (Agmo & Paredes, 1988; Mclntosh et al., 1980) podrian
ser, dependientes de la dosis y completamente, antagonizados por la naloxona. Ademas, como en
nuestras manos, la actividad intrinseca de la naloxona en el comportamiento sexual de la rata macho
no esta clara (Gessa et al., 1979; Mclintosh et al., 1980; Myers & Baum, 1979), habiéndose reportado
tanto efectos estimulantes como inhibitorios. Aparentemente, otros factores que contribuyen a los
efectos inhibitorios del tramadol en las actividades sexuales masculinas son probablemente mas
importantes que la contribucion del sistema opioide.

Como se sugirié en nuestro estudio anterior (Olivier et al., 2017), creemos que los efectos
inhibitorios del tramadol sobre el comportamiento sexual masculino en los animales SERT** se
deben principalmente (si no exclusivamente) al bloqueo del transportador de serotonina. Cuando en
ratas SERT*"* una dosis aguda (20 mg/kg) de tramadol que no tiene efectos consistentes sobre el
comportamiento sexual, se combina con 0.3 mg/kg WAY100,635, un antagonista del receptor 5-
HT1a que tampoco afecta el comportamiento sexual por si solo (figura 5), el comportamiento sexual
se inhibe, lo que confirma nuestros datos anteriores (Olivier et al., 2017). Se postula que la accion
inhibitoria de los ISRS sobre el comportamiento sexual masculino esta mediada por los receptores
5-HT1a (de Jong et al., 2005; Olivier et al., 2011). Se ha reportado (Bloms-Funke et al., 2011) que
el componente SSRI en tramadol conduce a niveles elevados de las concentraciones extracelulares
de 5-HT en el cerebro. En realidad, el enantiomero (+) y su metabolito (+) - M del tramadol tienen
efectos inhibidores de la recaptura de serotonina, mientras que el enantiomero (-) y su metabolito (-
) - M2 tienen efectos inhibidores de la recaptura de noradrenalina (Matthiesen et al., 1998). El Gltimo
enantiémero causa los niveles de noradrenalina extracelular mejorados debido al bloqueo de la NET
(Bloms-Funke et al., 2011). Los ISRS apenas mejoran la 5-HT después de la administracion aguda,

v.g. en la corteza frontal (Beyer et al., 2002; Beyer & Cremers, 2008). Este fendbmeno posiblemente
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causa la falta de efectos inhibitorios sexuales de los ISRS después de la administracién aguda
(Olivier et al., 2017b). No se han realizado experimentos farmacoldgicos con los enantiomeros (+)
-y (-) de tramadol, pero podrian ser Utiles para determinar ain mas el papel de las propiedades de
absorcion noradrenérgica frente a serotoninérgica del tramadol en el comportamiento sexual.
Agregar un antagonista del receptor 5-HT1a a un ISRS conduce a niveles agudos mejorados de 5-
HT en el cerebro (Beyer et al., 2002). Estos niveles mejorados de 5-HT muy probablemente
conducen a una inhibicién aguda y dependiente de la dosis del comportamiento sexual masculino
por ISRS (de Jong et al., 2005; Olivier et al., 2010b; Olivier et al., 2017). Nuestros hallazgos con
tramadol estan en linea con los datos del ISRS. Dosis mas bajas de tramadol tienen efectos
potenciadores relativamente pequefios sobre los niveles extracelulares de 5-HT en el hipocampo
ventral, pero dosis mas altas tienen efectos potenciadores considerables (Bloms-Funke et al., 2011),
asociados con efectos inhibidores sexuales a altas dosis de tramadol en nuestro presente estudio. La
dosis de 20 mg / kg de tramadol no tiene o tiene efectos inhibitorios sexuales muy limitados, pero
en combinacién con 0.3 mg/kg WAY100,635, se encuentran potentes efectos inhibitorios. Estos
datos sugieren fuertemente, en analogia con los ISRS, que el tratamiento cronico con tramadol en
ratas de tipo salvaje conducira a la inhibicién del comportamiento sexual de las mismas.

Como se mostro6 anteriormente (Chan et al., 2011) y replicado en este trabajo, las ratas SERT, pero
no las ratas SERT*", tienen un nivel basal més bajo de comportamiento sexual. Debido a que
gueriamos estudiar drogas en animales con niveles basales comparables de rendimiento sexual,
seleccionamos los machos SERT” con mejor rendimiento (N=12) del grupo de entrenamiento
(N=31) después de 6 sesiones de entrenamiento semanales de 30 min (figura 1) En todos los
experimentos farmacol6gicos (figuras 2- 5) los datos del vehiculo de estos animales SERT”- nunca

se desviaron significativamente de los machos SERT**, lo que indica la estabilidad de los dos
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genotipos a lo largo del tiempo. Sorprendentemente, las ratas SERT* nunca se desviaron en ningin
aspecto o bajo ningun tratamiento farmacoldgico de las ratas SERT**, confirmando datos anteriores
(Chan et al., 2011). El nivel basal de comportamiento sexual en ratas SERT”" es comparable al de
las ratas tratadas cronicamente con ISRS (de Jong et al., 2005; de Jong et al., 2005b; de Jong et al.,
2006; Olivier et al., 2017b). La administracion aguda de ISRS a dosis que alcanzan> 80% de
ocupacion SERT, no induce de manera confiable la inhibicion de la conducta sexual.
Probablemente, las adaptaciones (disminucién de la regulacion) en los SERT ocurren después del
tratamiento crénico con ISRS que subyace al cambio en el rendimiento sexual (Oosting et al., 2016).
Las ratas SERT’ muestran alteraciones en la sefializacion serotoninérgica y la homeostasis
(Homberg et al., 2007), que incluyen niveles de tejido 5-HT muy reducidos y liberacion de 5-HT
inducida por despolarizacion. Los niveles basales extracelulares de 5-HT aumentaron nueve veces,
mientras que no se encontraron adaptaciones importantes en otros sistemas monoaminérgicos
(noradrenalina y sistemas dopaminérgicos). La ausencia constitutiva de la SERT conduce a varias
adaptaciones en el sistema serotoninérgico, donde en particular las adaptaciones de los receptores
5-HT1a estan presentes (Homberg et al., 2008; Olivier et al., 2008). Estudios anteriores en ratas
SERT”" con respecto al comportamiento sexual masculino (Chan et al., 2011) sugirieron que la
ausencia de SERT durante toda la vida podria tener efectos diferenciales en dos grupos diferentes
de receptores 5-HT1a. Un grupo de receptores 5-HT1a con sensibilidad inalterada parece mediar los
efectos pro sexuales de los agonistas del receptor 5-HT1a como 8-OH-DPAT (Chan et al., 2011),
mientras que el otro grupo, mediando los efectos inhibitorios del bloqueo, los receptores 5-HT1a
aparecen sensibilizados en las ratas SERT” (Chan et al., 2011). Este complejo de dos conjuntos de
receptores 5-HT1a regulados diferencialmente en ratas SERT también se ha encontrado en la

regulacién autonoma de la temperatura corporal y las respuestas al estrés (Olivier et al., 2008). Este
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conjunto de receptores 5-HT1a sensibilizados conduce a una respuesta mejorada a WAY 100,635,
que se confirmd en el presente estudio. WAY100,635 no tuvo efectos de comportamiento en las
ratas SERT*"*, pero inhibi6 (y algo dependiente de la dosis) el comportamiento sexual masculino a
todas las dosis en ratas SERT”". La combinacion de tramadol y WAY 100,635 a dosis que por si
mismas no tuvieron efectos sobre el comportamiento sexual en ratas SERT**, condujo a la
inhibicion del comportamiento sexual en animales SERT**y SERT™, aunque més fuertes (pero no
significativamente) en ratas SERT” (figura 5). Aparentemente, en ratas SERT**, agregar un efecto
SSRI (en tramadol) al bloqueo de los receptores 5-HT1a en si mismo conduce a la inhibicion sexual,
mientras que la combinacion de tramadol + WAY100,635 en animales SERT” no inhibe més que
WAY100,635 solo.

La combinacion de tramadol (20 mg/kg) + naloxona (20 mg/kg) + WAY 100,635 (0.3 mg/kg)
condujo a una inhibicion severa del comportamiento sexual en ratas SERT** y SERT (figura 5).
La combinacion de tramadol/WAY100,635 en ratas SERT** ya tiene efectos inhibitorios
considerables, agregando esto a una dosis de naloxona (20 mg/kg) que no es efectiva por si misma,
elimina el comportamiento sexual casi por completo. Esto también es valido para los animales
SERT™. No esta claro como explicar esta eliminacion de todos los comportamientos activos, pero
podrian estar involucrados factores conductuales no especificos (sedacion, trastornos motores u
otros). No estd claro si las interacciones farmacocinéticas pueden estar involucradas, pero el
tramadol (racémico) se metaboliza ampliamente dentro del periodo experimental (30-60 minutos
después de la inyeccién) y rapidamente, se forman metabolitos activos (enantibmeros + y -;
Sheikholeslami et al., 2016). En nuestros experimentos, la dosis de 20 mg/kg desempefié un papel
destacado en nuestros estudios de comportamiento, y esta dosis (Sheikholeslami et al., 2016)

condujo a niveles de plasma y liquido cefalorraquideo (LCR) de (+ y - tramadol) y M1 y M2
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metabolitos que alcanzaron rapidamente los niveles pico de plasma y LCR; los niveles plasmaticos
de todos los componentes estuvieron al menos a un nivel alto constante durante los primeros 60
minutos (Sheikholeslami et al., 2016), el tiempo que llevamos a cabo nuestros experimentos. Sin
embargo, es posible que una combinacion de tramadol con naloxona y/o WAY100,635 haya
provocado interacciones farmacocinéticas, v.g. a través de la modulacion de las reacciones
metabolicas de fase | mediadas por CYP450 del tramadol racémico responsable de la aparicion de
los metabolitos activos en el comportamiento M1 y M. En humanos, el metabolismo de fase | se
ejecuta principalmente a través de CYP2D6 y CYP3A4 (Miotto et al., 2017). Aunque no se ha
investigado exhaustivamente, parece haber una gran similitud entre el metabolismo humano y de
rata del tramadol (Sheikholeslami et al., 2016). Desafortunadamente, no se conoce nada sobre la
farmacocinética y el metabolismo exactos de WAY 100,635, mientras que los datos sobre naloxona
también son escasos, particularmente en ratas. Desafortunadamente, esto significa que no podemos
concluir que los tratamientos combinados de tramadol con WAY100,635 y naloxona estan
influenciados por los efectos metabolizantes debido a la facilitacion o inhibicién de ciertos sistemas
CYP450 en el higado o el cerebro.

Finalmente, se debe considerar los efectos de recaptacion de noradrenalina del tramadol. Es posible
que los transportadores de noradrenalina (NET) hayan asumido (en parte) el papel de SERT para
compensar la pérdida de SERT en la rata SERT™ (Olivier et al., 2011; 2017). Aunque hay evidencia
de una minima promiscuidad de la NET para 5-HT (Homberg et al., 2007), hay evidencia
considerable (Olivier et al., 2011) de que las ratas SERT’ han adaptado sus sistemas
catecolaminérgicos para compensar la neurotransmision de 5-HT alterada de por vida y que los
farmacos que influyen en dichos sistemas pueden tener efectos diferenciales en ratas SERT™* y

SERT™. La evidencia preliminar con atomoxetina, un inhibidor de NET, no sefialé diferencias en el
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comportamiento sexual en ratas SERT** y SERT” (datos no mostrados), lo que sugiere que los
efectos del tramadol en ambos genotipos son en gran medida, si no exclusivamente, debidos a los
cambios en el sistema serotoninérgico.

En conclusion, todos los datos recopilados hasta el momento sugieren que la accion inhibitoria del
tramadol sobre el comportamiento sexual masculino se debe principalmente, si no exclusivamente,
al bloqueo del transportador de serotonina, un mecanismo que también en los ISRS es responsable

de su accion inhibitoria sobre la latencia de eyaculacion en varones con eyaculacion precoz.
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Datos suplementarios

Figura Supl. 1. Efectos del tramadol en ratas macho SERT*-. N = 12 animales/grupo.
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Figura Sup. 1. Comportamiento sexual de ratas macho SERT*- (N = 12/grupo) tratadas con 0, 10, 20, 40 o 50 mg/kg
de tramadol. Los datos se expresan como la media £ SEM. Se proporciona el nimero y la latencia de las eyaculaciones
por 30 min (A, D) y la latencia de las montas (B, E), el nimero y la latencia de las intromisiones (C, F) de la primera
serie de eyaculacion. Los anélisis estadisticos detallados (ANOVA de medidas repetidas) se muestran en la tabla supl.
9. a: diferencia significativa (p <0.05) en comparacién con el grupo de solucion salina.
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Figura Supl. 2. Efecto de WAY 100,635 en ratas macho SERT*-. N = 12 animales/grupo
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Figura Sup. 2. Comportamiento sexual de ratas macho SERT*" (N = 12/grupo) tratadas con solucion salina,
WAY100,635 0.01 mg/kg, WAY100,635 0.03 mg/kg o0 WAY100,635 3 mg/kg. Los datos se expresan como media +
SEM. Se muestran el nimero y la latencia de las eyaculaciones por 30 min (A, D), el nimero y la latencia de las montas
(B, E), el nimero y la latencia de las intromisiones (D, F). Los anélisis estadisticos detallados (ANOVA de medidas
repetidas) se muestran en la tabla supl. 10. a: diferencia significativa (p <0.05) en comparacién con el grupo de solucién

salina.
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Figura Supl. 3. Efecto de la naloxona en ratas macho Wistar SERT*-. N = 12 animales/grupo.
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Figura Sup. 3. Comportamiento sexual de ratas macho SERT*- (N = 12/grupo) tratadas con solucién salina, naloxona
5 mg/kg, naloxona 10 mg/kg o naloxona 20 mg/kg. Los datos se representan como la media + SEM. Se muestran el
namero y la latencia de las eyaculaciones por 30 min (A, D), el nimero y la latencia de las montas (B, E), el niUmero y
la latencia de las intromisiones (C, F). Los analisis estadisticos detallados (medidas repetidas ANOVA) se muestran en
la Tabla Supl. 11. a: diferencia significativa (p <0.05) en comparacién con el grupo de solucion salina.
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Figura Supl. 4. Efectos de WAY 100,635 + naloxona + tramadol en ratas macho Wistar SERT*-
. N =12 animales/grupo.
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Figura Sup. 4. Comportamiento sexual de SERT* ratas macho (N = 12/grupo) tratadas con solucion salina + solucién
salina (S + S), tramadol (20 mg/kg) + solucién salina (T + S), tramadol (20 mg/kg ) + WAY100,635 (0.3 mg/kg; T +
W), tramadol (20 mg/kg) + naloxona (20 mg/kg; T + N) y tramadol (20 mg/kg) + WAY100,635 (0.3 mg/kg) +
naloxona (20 mg/kg; T + W + N). Se muestran el nimero y la latencia de las eyaculaciones por 30 min (A, D), el
namero y la latencia de las montas (B, E), el nimero y la latencia de las intromisiones (C, F) y la relacion de
intromision (G). Los andlisis estadisticos detallados (ANOVA de medidas repetidas) se muestran en la tabla supl. 12.
a: diferencia significativa (p <0.05) en comparacion con solucion salina + solucion salina.

Tabla Supl. 1: Rendimiento del comportamiento sexual a lo largo del tiempo de ratas macho
Wistar SERT**, SERT*-y SERT".

Semana
Geno- 1 2 3 4 5 6 7-13  14-18  19-25  ANOVA
Media + Media + Media + Media+  Media+ Media+ Media+  Media+  Media+ medidas
VDo SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM repetidas
yp A B I D E F G H
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SERT

+/+

+/-

ANOVA
2 vias

0.0£0.0

0.5+0.2

0.4+0.1

ns

0.3+0.1

0.6+0.2

0.1+0.0

ns

1.0+0.3
AB

1.6+0.3

0.7+0.2

ns

2.1+0.2
AB

2.1+0.2
AB

1.1+0.2

ns

1.9+0.2

1.8+0.2

1.5+0.1
AB

ns

1.1+0.2

1.2+0.3

1.5+0.2
AB

ns

1.9+0.2
AB

2.9+0.2
AB,F

1.4+0.3

P<0.001

2.140.3
AB

2.5%0.3
AB

1.6+0.3
AB

ns

3.1+0.2
AB,CE,
F.G
2.6+0.3
ABF

2.840.2
AB,C.D
,E,F,G,
H
ns

F(s.88)=15.23;
P<0.0001

F(s.88)= 8.94;
P<0.0001

F(s.88)= 14.05;
P<0.0001

F(s207)= 28.05;
P<0.001

Durante las primeras 6 semanas (entrenamiento: una prueba/semana) se proporcionan datos de animales seleccionados
(SERT** n=12, SERT*"n=12 y SERT" n=12). En este Gltimo caso, se proporciona la media (+SEM) de los tratamientos
con vehiculo en los tres experimentos.

Tabla Supl. 2: Porcentaje en animales que realizan pardmetros de comportamiento sexual
durante la administracion de farmacos en ratas macho Wistar SERT**SERT”y SERT*-. N

= 12/grupo.
Dosis de Parametros 0 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg 50 mg/kg
tramadol, mg/kg
Genotipo SERT % % % % % %
+/+ | Eyaculacion 91.6 100 100 58.3 33.3 0
-/- 75 91.6 100 66.6 25 0
+/- 100 91.6 100 83.3 333 25
+/+ Monta 100 100 100 75 41.6 0
-/- 100 100 100 100 41.6 33.3
+- 100 100 100 91.6 41.6 8.3
+/+ | Intromision 100 100 100 75 41.6 0
-/- 100 91.6 100 91.6 25 333
+- 100 100 100 83.3 41.6 25
Dosis de Parametros 0 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
naloxona, mg/kg
Genotipo SERT % % % %
+/+ | Eyaculacion 100 91.6 100 100
-/- 100 91.6 100 100
+/- 100 91.6 100 91.6
+/+ Monta 100 100 100 100
-/- 100 100 100 100
+/- 100 100 100 91.6
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+/+
-/-

0 mg/kg

0.1 mg/kg

0.3 mg/kg

1 mg/kg

66.6
25
66.6

+/-
Dosis de Parametros
WAY100,635,
mg/kg
Genotipo SERT
+/+ | Eyaculacion
-/-
+/-

Intromision

Dosis de
farmaco, mg/kg

Genotipo SERT

+/+
-/-
+-

75
91.6
91.6

83.3
33.3
91.6

66.6
16.6
66.6

Tabla Supl. 3: Efectos de tramadol sobre el comportamiento sexual de ratas macho Wistar

SERT**. N = 12/grupo.

Dosis de
tramadol,
mg/kg

0 mg/kg 5 mg/kg
A B

Parametros
medidos

#E 1.9+0.2 2.8+0.2

Latencia 12
M (s)

10 mg/kg
C

2.1+0.1

20 mg/kg
D

1.4+0.4
B

40 mg/kg
E

50 mg/kg

0.0£0.0
A,B,C,D

ANOVA de medidas
repetidas
(significancia)

F(s5,11)=17.29;

P<0.0001
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Latencia 12 1| 249.9+147 161.9484.2 229.3+106.2 843.6+214.5 1249+225.5 1795+#5.3  F(511)=18.26;
(s) A,B A,B,C A,B,C,D P<0.0001
# M 12 serie 14.5+1.8 9.4+2.3 12.5+2.6 7.5+2.8 3.3+1.6 0.0+0.0 F(5,11)=8.136;
B AC AB,C P<0.0001
#1 12 serie 7.8+1.0 8.9+0.9 7.6+0.8 3.6x0.8 2.8£1.0 0.0+0.0 F(511)=14.61;
A AB,C AB,C P<0.0001
Latencia 12 | 773.9+142 448.4492.4 714.9+115.1 1107+195.3 1503+133.6 1800+£0.0  F(s11)=17.21;
E (s) B A,B,C A,B,D P<0.0001
PEI| 425.9+22.9 394.6£23.6 440.4+21.6 399.7456.8 493.3+53.6
CE1| 34.0+4.8 54.9+6.3 43+5.2 37.9+9.6 21.8+8.4 8.3+8.3 F(5,11)=4.65;P=
B B,C 0.0013
M = monta; | = intromisién; E = eyaculacion; PEL = intervalo post eyaculatorio; # = numero; CE = eficiencia

copulatoria = [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)] * 100. A = Significativamente (p <0.05) diferente de 0
mg/kg. B = Significativamente (p <0.05) diferente de 5 mg/kg. C = Significativamente (p <0.05) diferente de 10
mg/kg. D = Significativamente (p <0.05) diferente de 20 mg/kg. E = Significativamente (p <0.05) diferente de 40

mg/kg.

Tabla Supl. 4: Efectos del tramadol en el comportamiento sexual de ratas macho Wistar
SERT". N = 12/grupo.

Dosis de 0 mg/kg 5 mg/kg 10 20mg/lkg 40 mg/kg 50 mg/kg ANOVA de
tramadol, A B mg/kg D E medidas repetidas
mg/kg C (significancia)
Parametros Media + Media + Media+ Media £ Media Media
medidos SEM SEM SEM SEM SEM SEM
#E 1.4+0.3 1.9+0.3 1.6+0.2 1.0+0.29 0.440.2 0.0£0.0  F(5,11)=9.64;
B,C AB,C,D P<0.0001
Latencia 12 | 91.7£80.1 11.4+2.2 12.1+4.4 184.1+109 1165+220 1316+225. F(511)=17.88;
M (s) 2 A,B,C 5 P<0.0001
A,B,C,.D
Latencia 12 | 290.8+150 186.7+147. 141.3%9 386.4+152 1445+189. 1469+198 F(511)=17.98;
I (s) 2 8.3 9 7 A,B,C,D P<0.0001
A,B,C,.D
#M 12 serie | 21.1+4.5 13.3x1.3 19.7#5.6 9.9+2.26 3.5+1.4 1.8+1.4  F(511)=6.58;
AC AC P<0.0001
#1 12 serie 7.4+0.8 8.5+1.04 8.5+0.8 7.1+1.07 2.0£1.0 1.0+0.5 F(511)=15.35;
A,B,D ABD  P<0.0001
Latencia 12 | 1062+162.6 840.6+141. 939.5+1 1180+£163. 1630+103. 1800+0.0 F(511)=9.16;
E (s) 6 607 3 1 A,B,C.D P<0.0001
AB,C
PEl | 485.6+28. 476.3+36.5 503.2+2 521.5+58. 506.1+90.
2 2.2 44 6
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11.3+#5.9
CD

CE1| 31.3#45 37.3t4.0 40.7#5.5 43.2+6.15 20.8+10.1 F(5,11)=4.16;P=

0.0028

M = monta; | = intromisidn; E = eyaculacion; PEL = intervalo post eyaculatorio; # = nimero; CE = eficiencia copulatoria
= [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)] * 100. A = Significativamente (p <0.05) diferente de 0 mg/kg. B =
Significativamente (p <0.05) diferente de 5 mg/kg. C = Significativamente (p <0.05) diferente de 10 mg/kg. D =
Significativamente (p <0.05) diferente de 20 mg/kg. E = Significativamente (p <0.05) diferente de 40 mg/kg.

Tabla Supl. 5: Efectos de WAY100,635 en el comportamiento sexual de ratas macho Wistar
SERT**. N = 12/grupo.

Dosis de 0 mg/kg 0.1 mg/kg 0.3 mg/kg 1 mg/kg ANOVA de medidas
WAY100,635 A B C repetidas (significancia)
mg/kg
Parametros | Media+SEM  Media+ SEM  Media+SEM  Media + SEM
medidos
#E 2.08+0.3 1.7£0.3 1.7£0.4 1.58+0.3 F(3,11)=0.44; P=0.7246
Latencia 12 M | 219.0+151.6 94.1+30.7 356.8+195 358.8+196.1 F(311)=1.22; P=0.3178
(s)
Latencia 12 1| 230.3+151.4 196.9+£70.1 523.7+206.6 561.2+224.2 F(3,11)=1.86; P=0.1542
(s)
# M 12 serie 12.7£2.6 15.58+4.4 10.8£2.4 11.5£3.9 F(3,11)=0.33; P=0.8025
# 1 12 serie 6.8+0.8 7.6£0.9 4.8+1.0 5.2+1.2 F(3,11)=1.75; P=0.1746
Latencia 12 E | 637.8+137 963.3+185.4 901.9+201.3 1056+202.9  F(311)=1.64; P=0.1980
(s)
PEI 335.6+40.6 438.8+45.2 359.1+34.9 378.9+£15.9 F(s11)= 1.46; P=0.2440
CE: 35.7+4.9 43.416.2 26.51£6.3 28.7+6.3 F(3,11)=3.14;P=0.381

M =monta; | = intromisién; E = eyaculacion; PEL = intervalo post eyaculatorio; # = nimero; CE = eficiencia copulatoria
= [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)] * 100. A = Significativamente (p <0.05) diferente de 0 mg/kg. B =
Significativamente (p <0.05) diferente de 0.1 mg/kg. C = Significativamente (p <0.05) diferente de 0.3 mg/kg.

Tabla Supl. 6: Efectos de WAY 100,635 sobre el comportamiento sexual de ratas macho Wistar
SERT"-. N = 12/grupo.

Dosis de 0 mg/kg 0.1 mg/kg 0.3 mg/kg 1 mg/kg ANOVA de medidas
WAY100,635 A B C repetidas (significancia)
mg/kg
Parametros | Media £ SEM  Media + SEM Media + SEM  Media £ SEM
medidos
#HE 1.6+0.3 0.50.2 0.4+0.2 0.3+0.2 F(3,11)=6.95; P=0.0009
A A A
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Latencia 1* M

(s)

Latencia 121 (s)
# M 12 serie

# 112 serie
Latencia 12 E
(s)

PEI

CE:

13.9+3.9

173.2+148.1

12.5+1.3

8.2+1.1

769.8+136.8

471.545.7

37.8+4.206

381.1+199.4

595.3+219.4

15.2+34

4.8+1.2

1549+117.6

A

459.5+£139.5

18.0£3.7
A

995.9+254.9
A

1049+237.1
A

8.3+4.1

2511
A

1569+123.2
A

383.5£16.5

11.0+4.8
A

1502+200.9
AB

1505+198.9
AB

2.3+15
AB

1.1+0.7
AB

1590+124.6
A

310.0+0.0

9.346.0
A

F(3,11)=13.41; P=0.0001

F(s11)=10.68; P=0.0001

F(3,11)=5.02; P=0.0056

F(s.11)=8.97; P=0.0002

F(s.11)=8.27; P=0.0003

F(s,11)=9.26;P=0.0001

M = monta; | = intromisién; E = eyaculacion; PEL = intervalo post eyaculatorio; # = nimero; CE = eficiencia copulatoria
= [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)] * 100. A = Significativamente (p <0.05) diferente de 0 mg/kg. B =
Significativamente (p <0.05) diferente de 0.1 mg/kg. C = Significativamente (p <0.05) diferente de 0.3mg/kg.

Tabla Supl. 7: Efectos de la naloxona en el comportamiento sexual de ratas macho Wistar
SERT**. N = 12/grupo.

Dosis de 0 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg ANOVA de medidas
Naloxona, A B C repetidas (significancia)
mg/kg
Parametros | Media+ SEM Media + SEM Media+ SEM  Media + SEM
medidos
#E 3.1+0.2 2.0£0.2 2.6£0.2 2.74+0.1 F(s.11)=5.14; P=0.0050
A
Latencia 1* M 10.0+1.4 179.5+£135.4 20.245.7 23.5+6.1 F(3,11)=1.46; P=0.2430
(s)
Latencia 121 (s) | 58.9+22.1 223.9+147.3 71.5+38.2 35.0+6.5 F(311)=1.35; P=0.2741
# M 12 serie 10.3+2.1 9.842.9 7.6x1.6 5.3£0.8 F(3,11)=1.61; P=0.2040
#112 serie 6.0+0.8 7.0£1.0 6.8+0.6 6.0£0.3 F(311)=0.52; P=0.6664
Latencia 12 E | 315.7+68.6 610.8+140.1 400.7+72.4 413.8+79.1 F(3,11)=3.55; P=0.0246
(s) A
PEl | 324.1+17.3 410.4+33.8 386.3x+18.7 385.8+25.8 F(s.11)= 2.35; P=0.0860
CE: 40.3+4.5 44.615.6 51.7+5.1 56.0+3.2 F(3,11)=5.00;P=0.0057
A
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M = monta; | = intromisidn; E = eyaculacion; PEL = intervalo post eyaculatorio; # = nimero; CE = eficiencia copulatoria
= [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)] * 100. A = Significativamente (p <0.05) diferente de 0 mg/kg. B =
Significativamente (p <0.05) diferente de 5 mg/kg. C = Significativamente (p <0.05) diferente de 10 mg/kg.

Supl. tabla 8: Efectos de la naloxona en el comportamiento sexual de ratas macho Wistar
SERT. N =12/ grupo

Dosis de 0 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg ANOVA de medidas
Naloxona, mg/kg repetidas (significancia)
Parametros | Media + SEM  Media + SEM Media + SEM Media + SEM
medidos
#E 2.8+0.2 1.940.2 2.0+0.1 1.9+0.1 F(3,44)=5.31; P=0.0042
A A A
Latencia 13 M 8.7£1.6 22.0+10.4 9.5+1.9 9.7+1.6 F(3,44)=1.32; P=0.2844
(s)
Latencia 121 (s) 15.7+4.1 39.5+15.2 54.4+£20.6 22.4+£12.4 F(3,44)=1.39; P=0.2611
# M 12serie 10.6+1.5 8.8+1.0 8.9+t1.4 8.9+1.5 F(3,44)=0.41; P=0.742
#1 12 serie 8.5+0.6 7.5£0.6 8.0+0.7 8.9+0.8 F(3,44)=0.80; P=0.502
Latencia 12 E (s) | 465.6+117.2 795.5+150.7 527.1+68.9 633.8£51.7 F(3,44)=2.62; P=0.0669
PEI | 341.0+21.9 411.3+36.9 463.9+34.0 436.8+35.5 F(3,44)= 2.68; P=0.0594
CE: 46.3+3.3 47.5+4.0 50.0%4.2 52.6+3.1 F(3,44)=0.54;P=0.6573

M = monta; | = intromisién; E = eyaculacion; PEL = intervalo post eyaculatorio; # = nimero; CE = eficiencia copulatoria
= [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)] * 100. A = Significativamente (p <0.05) diferente de 0 mg/kg. B =
Significativamente (p <0.05) diferente de 5 mg/kg. C = Significativamente (p <0.05) diferente de 10 mg/kg.

Tabla Supl. 9: Efectos de WAY100,635 + naloxona + tramadol en ratas macho Wistar
SERT**. N = 12 animales/grupo.

Dosis de 0 mg/kg 20 mg/kg 20 mg/kg 20 mg/kg 20 mg/kg Test de Friedman
farmaco, mg/kg (salina + Tramadol + Tramadol + Tramadol + Tramadol + significancia
P salina) Salina WAY 100635 Naloxona WAY 100635 +
A B C D Naloxona
Parametros | Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR)
medidos
#E 2.0(2.7) 0.5(2) 0.0(2) 0.0(0) 0.0(0.0) F(s,11)=4.57; P=0.0035
A A A
Latencia 12 M (s) 27.0(66.5) 802.0(1699) 1800(1682) 1800(869) 1800(0.0) F(2,11)=20.63;
A P=0.0004
Latencia 121 (s) | 108.5(1569) 1390(1576) 1800(1679) 1800(0) 1800(0.0) F(4,11)=19.60;
A P=0.0006
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#M12serie| 6.0(14.7) 2.5(5) 0.0(2.75) 0.0(1.75) 0.0(0.0) F(s,11)=25.31;
A A P<0.0001
# 1 12 serie 4.5(6) 1.5(5) 0.0(5) 0.0(0) 0.0(0.0) F(s,11)=18.14;
A P=0.0012
Latencia 12 E (s) | 771.5(1476.5)  1101(1538) 1800(1325) 1800(0) 1800(0.0) F(411)=4.59; P=0.0034
A
PEI| 423.0(69) 423.0(157) 467.5(325) = e e F(2,11)=2.43; P=0.2954
CE1| 32.5(56.5) 18.5(54.5) 0.0(44.7) 0.0(0) 0.0(0.0) F(411)=13.86;
P=0.0078
M = monta; | = intromision; E = eyaculacion; PEL = intervalo post eyaculatorio; # = nimero; CE = eficiencia

copulatoria = [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)] * 100. A = Significativamente (p <0.05) diferente de 0
mg/kg. B = Significativamente (p <0.05) diferente de solucion salina + tramadol (20 mg/kg). C = Significativamente
(p <0.05) diferente del tramadol (20 mg/kg) + WAY100,635 (0.3 mg/kg). D = Significativamente (p<0.05) diferente
del tramadol (20 mg/kg) + naloxona (20 mg/kg).

Tabla Supl. 10: Efectos de WAY 100,635 + naloxona + tramadol en ratas macho Wistar SERT"
"N = 12 animales/grupo.

Dosis de 0 mg/kg 20 mg/kg 20 mg/kg 20 mg/kg 20 mg/kg Test de Friedman
farmaco, (salina + Tramadol + Tramadol + Tramadol + Tramadol + significancia
mg/kg IP salina) Salina WAY 100635 Naloxona WAY 100635 +
A B C D Naloxone
Parametros | Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR)
medidos
#E 1.5(1.5) 0.5000(1.7) 0.0(0) 0.0(1) 0.0(0.0) F(4,11)=8.57; P<0.0001
A A A
Latencia 1@ M 27.5(31.5) 33.00(498) 1800(591) 74.00(473) 1800(0.0) F(4,11)=36.46;
(s) AB ABD P<0.0001
Latencia 121 | 35.5(66.7) 430.0(1655) 1800(0) 339.0(1488) 1800(0.0) F(a.11)= 32.56;
(s) A A P<0.0001
# M 12 serie 15.5(25.2) 8.5(16) 0.0(0.75) 4.500(9.25) 0.0(0.0) F(4,11)=32.02;
A,B A,B P<0.0001
#1 12 serie 8.0(3.2) 5.5(7) 0.0(0) 3.0(4.75) 0.0(0.0) F(4,11)= 31.63;
A AB P<0.0001
Latencia 12 E | 767.5(1341.2) 1642(1228.7) 1800(0) 1800(849.5) 1800(0.0) F(4,11)=22.94;
(s) AB A,B,D P=0.0001
PEI 411.0(6) 446.0(6) - 373.0(263) - F(311)= 0.61;
P=0.7348
CE:1| 37.5(44.2) 19.5(42.7) 0.0(0) 27.00(35.7) 0.0(0.0) F(s,11)= 24.31;
A A,D P<0.0001

M = monta; | = intromision; E = eyaculacion; PEL = intervalo posteyaculatorio; # = nimero; CE = eficiencia copulatoria
= [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)] * 100. A = Significativamente (plina + tramadol (20 mg/kg). C =
Significativamente (p <0.05) diferente del tramadol (20 mg/kg) + WAY 100,635 (0.3 mg/kg). D = Significativamente
(p <0.05) diferente del tramadol (20 mg/kg) + naloxona (20 mg/kg).
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Tabla Supl. 11: Efectos de Tramadol sobre el comportamiento sexual de ratas macho Wistar
SERT*". N = 12/grupo.

Dosis de 0 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg 50 mg/kg ANOVA de medidas
tramadol, A B C D E repetidas
mg/kg (significancia)
Parametros Media + Media + Media + Media + Media + Media +
medidos SEM SEM SEM SEM SEM SEM
#E| 2.9+0.2 2.6+0.3 2.5+0.3 1.540.3 0.7+0.3 0.7+0.4 F(s11)= 10.91;
A AB,C AB,C P<0.0001
Latencia 1> M | 84.4+43.8 18.3+3.4 76.9+57.2 364.7+163. 1230+227.8 1353+233.4 F(s511)= 17.07;
(s) 9 A,B,C,D A,B,C,D P<0.0001
Latencia 12 | | 95.9+46.8 144.7+87.8 223.8+118. 688.8+197. 1249+226.2 1360+229.8 F(5,11)= 12.80;
(s) 6 9 AB,C AB,C P<0.0001
#M 12 serie | 7.9+2.2 13.0+4.9 9.04£3.7 6.4+1.7 1.9+0.7 0.5+ 0.5 F(s,11)= 3.00; P<
B 0.0171
#112serie| 5.6+0.6 7.5+0.7 6.6+0.8 5.333+1.23 1.917+0.84 1.167+0.637 F(s11)= 11.07;
3 80ABCD 6AB,CD P<0.0001
Latencia 12 E | 414.9+122. 559.24148. 542.4+175. 966.8+189. 1396+182.6 1421+201.5 F(s11)=8.64;
(s) 1 5 0 P<0.0001
AB,C AB,C
CE1| 54.7+#8.5 50.3+7.3 54.546.3 46.0+8.4 20.8+8.4 20.5£11.3 F(511)=5.07;P=
AB AB 0.0007

M =monta; | = intromisién; E = eyaculacion; PEL = intervalo post eyaculatorio; # = nimero; CE = eficiencia copulatoria
= [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)] * 100. A = Significativamente (p <0.05) diferente de 0 mg/kg. B =
Significativamente (p <0.05) diferente de 5 mg/kg. C = Significativamente (p <0.05) diferente de 10 mg/kg. D =
Significativamente (p<0.05) diferente de 20 mg/kg. E = Significativamente (p <0.05) diferente de 40 mg/kg.

Tabla Supl.12: Efectos de WAY100,635 sobre el comportamiento sexual de ratas macho

Wistar SERT*-. N = 12/grupo.

Dosis de 0 mg/kg 0.1mg/kg 0.3 mg/kg 1 mg/kg ANOVA de medidas
WAY10065, A B Cc repetidas (significancia)
mg/kg
Parametros | Media+SEM  Media+SEM  Media + SEM Media £ SEM
medidos
#E 2.5+0.3 2.3+0.3 1.5+0.3 1.9+0.4 F(s11)= 1.60; P=0.2067
Latencia 1* M 49.1+27.7 49.0£14.2 428.0+200.5 463.9+232.6 F(311)= 2.98; P=0.0451
()
Latencia 121 | 155.9+85.6 91.8+36.0 462.4+201.2 495.1%228.2 F(311)= 2.66; P=0.0638
()
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# M 12 serie 10.2+2.4 12.4+2.8 14.0+4.2 9.4+3.6 F(s11)= 0.51; P=0.6781
# 1 12 serie 6.6+0.8 7.0£0.4 5.3+1.1 5.6£1.0 F(s11)= 0.90; P=0.4497

Latencia 12 E | 299.9£49.7 459.2+128.1 898.2+206.3  787.4%217.2 F(s11)= 3.73; P=0.0205
(s)

PEl| 362.5+23.5 433.1+49.9 406.8+42.6 369.0£27.9  F(s11)= 0.82; P=0.4889

CE:1| 41.0£5.178 43.2+4.8 31.546.8 35.8+6.1 F(z11)= 1.15;P=0.3428

M = monta; | = intromisién; E = eyaculacion; PEL = intervalo post eyaculatorio; # = nimero; CE = eficiencia copulatoria
= [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)] * 100. A = Significativamente (p <0.05) diferente de 0 mg/kg. B =
Significativamente (p <0.05) diferente de 0.1 mg/kg. C = Significativamente (p <0.05) diferente de 0.3mg/kg.

Tabla Supl. 13: Efectos de la naloxona sobre el comportamiento sexual de ratas macho Wistar
SERT*". N = 12/grupo.

Dosis de 0 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg ANOVA de medidas repetidas
Naloxona, mg/kg A B C (significancia)

Parametros | Media+ SEM  Media+ SEM Media+ SEM  Media + SEM

medidos
#E 2.6£0.3 2.310.4 2.6+£0.3 2.840.3
F(z11)= 0.41; P=0.7430
Latencia 12 M (s) 14.9+2.5 88.8+75.1 28.1+8.4 165.7+148.6
F(311)= 0.67; P=0.5759
Latencia 121 (s) 51.5+20.9 116.8+90.6 32.848.9 187.8+147.0
F(3.11)= 0.68; P=0.5672
# M 12 serie 14.3+3.7 7.3+1.1 10.1+4.1 6.2+1.3
F(s11)= 1.54; P=0.2226
# 112 serie 6.5+0.7 5.6x£0.6 6.6+£0.8 5.0£0.9

F(3.11)= 1.16; P=0.3370
Latencia 12 E (s) | 538.3+176.3 644.8+204.6  427.3+115.6 412.1+150.9

F(3,11)= 0.50; P=0.6844
PEI 337.0+£18.7 417.1£37.5 390.6+£21.5 376.8£17.9 F(s11)= 1.78; P=0.1665
CE: 44.2+6.8 46.0x4.7 50.3t4.8 43.515.8 F(311)= 0.34; P=0.7901

M = monta; | = intromisién; E = eyaculacidn; PEL = intervalo post eyaculatorio; # = nimero; CE = eficiencia copulatoria
= [# intromisiones / (# intromisiones + # montas)] * 100. A = Significativamente (p <0.05) diferente de 0 mg/kg. B =
Significativamente (p<0.05) diferente de 5 mg/kg. C = Significativamente (p <0.05) diferente de 10 mg/kg.

Tabla Supl. 14. Efectos de WAY100,635 + naloxona + tramadol en ratas macho Wistar
SERT*". N = 12/grupo.

Dosis de 0 mg/kg (salina 20 mg/kg 20 mg/kg 20 mg/kg 20 mg/kg Test de Friedman
farmaco, + salina) Tramadol + Tramadol + Tramadol + Tramadol + significancia
mg/kg IP A Salina WAY 100635 Naloxona WAY 100635

B C D + Naloxona
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Parametros
medidos

#E

Latencia 12
M (s)

Latencia 12|

(s)
# M 12 serie

#1 12 serie

Latencia 12
E (s)

PE

CE:

Mediana (IQR)

2.5(1.4)

21.0(21.0)

80.5(501.6)

14.0(7.6)

5.0(2.5)

421.0(639.8)

373.0(73.2)

35.0(16.3)

0.0(1.3)

474.0(805.0)

956.0(791.5)

2.5(4.0)

3.0(2.6)

1800(785.7)

467.0(45.8)

27.5(26.0)

0.0(1.2) 0.0(0.9)
A A

1714(772.8)
A

139.0(840.6)
1800(779.2)  805.0 (827.0)

0.5(5.4) 0.5(4.2)

0.0(2.9) 2.5(1.7)

1800(699.8)  1800(631.9)
465.0(120.3)  468.5(48.7)

0.0(27.0) 27.0(36.7)

Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR) Mediana (IQR)

0.0(0.0)
A

1800(0.0)
A

1800(0.0)
A

0.0(0.0)
A

0.0(0.0)
A

1800(0.0)

0.0(0.0)
A

F(a11)= 21.17;
P<0.0003

F(2,11)=31.17 ;
P<0.0001

F(sa11)= 20.52 ; P=
0.0004

F(s,11)= 25.62;
P<0.0001
F(4,11)= 31.63;
P<0.0001

F(s,11)=21.19 ;
P=0.0003

F(s11)= 4.492 ; P=
0.2130

F(a,11)= 15.28;
P<0.0042
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Resumen

La neurotransmision cerebral de serotonina (5-HT) desempefia un papel importante en el
comportamiento sexual masculino y esta bien establecido que, en ratas, la activacion de los
receptores 5-HT1a facilita el comportamiento eyaculatorio. Sin embargo, la contribucion relativa
de los autorreceptores somatodendriticos 5-HT1a Y los heterorreceptores 5-HT1a postsinapticos en
este comportamiento pro sexual no esta clara. El objetivo de este trabajo es determinar el papel de
los autorreceptores presindpticos versus los heterorreceptores postsinapticos en los efectos pro
sexuales de la activacion del receptor 5-HT1a. Los efectos agudos de los agonistas preferenciales
del receptor 5-HT1a: F-13714 (0.0025-0.16 mg/kg, IP), un agonista preferencial del autorreceptor
5-HT1a 0 F-15599 (0.01-0.64 mg/kg, IP) , un agonista preferencial del heterorreceptor 5-HT1a, ¥y
S15535 (0-4 mg/kg, IP) un agonista mixto del autorreceptor 5-HTia y antagonista del
heterorreceptor, sobre el comportamiento sexual masculino en ratas macho de la cepa Wistar de
tipo salvaje (wildtype, SERT**) y en aquellas cullo transportador de serotonina ha sido eliminado
(SERT). Estos dltimos animales, que exhiben altos niveles de 5-HT extracelulares y receptores
5-HT1a desensibilizados, modelan cambios neuroquimicos subyacentes a la disfuncion sexual
cronica inducida por ISRS.

Nuestros resultados demuestran un efecto de genotipo claro y estable después del entrenamiento
sexual, donde las ratas macho SERT** tuvieron un comportamiento sexual a un nivel mas alto que
los machos SERT™. Tanto F-15599 como F-13714 indujeron actividad pro sexual tanto en
animales SERT** como SERT~". En comparacion con las ratas SERT**, la curva dosis-respuesta
de F13714 en las ratas SERT” se desplazé hacia la derecha. Las ratas SERT** y SERT”
respondieron de manera similar a F15599. En ambos genotipos, la potencia del F-13714 fue mucho
maés fuerte en comparacion con F-15599. S15535 no tuvo ningun efecto sobre el comportamiento
sexual en ninguno de los genotipos.

En conclusion, los dos compuestos con efectos diferenciales sobre los autorreceptores y
heterorreceptores 5-HT1a, ejercieron actividad pro sexual en ratas SERT** y SERT". Esto hace
que las interpretaciones de si los receptores 5-HT pre o postsinapticos estan involucrados en la
actividad pro sexual sean bastante dificiles. Ademas, la inactividad de S15535 en el
comportamiento sexual en cualquiera de los genotipos fue inesperada. La pregunta sigue siendo si
el perfil de actividad in vivo de los diversos ligandos del receptor 5-HT1a utilizados es suficiente
para diferenciar las posibles contribuciones de los receptores 5-HT1a pre y/o postsinaptico en el
comportamiento sexual de ratas macho.

Palabras clave: serotonina, comportamiento sexual masculino, rata, receptor 5-HTia,
transportador de serotonina, autorreceptores 5-HT1a, heterorreceptores 5-HT1a.
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1. Introduccion

El sistema serotoninérgico desempefia un importante papel modulador en el comportamiento
sexual (Uphouse & Guptarak, 2010). Esto se ilustra, por ejemplo, con los efectos del tratamiento
cronico de ISRS en pacientes deprimidos que produce un incremento en los niveles de 5-HT que
a menudo causan disfunciones sexuales, como en el caso de los hombres, eyaculacién tardia y
problemas de libido (Segraves & Balon, 2014). Los primeros estudios en ratas macho identificaron
agonistas del receptor 5-HT1a (R) como 8-OH-DPAT, las azapironas (por ejemplo, buspirona,
ipsapirona y gepirona) y otras (por ejemplo, flesinoxano) como farmacos pro sexuales (Ahlenius
etal., 1981; Ahlenius & Larsson, 1985; revisado en: Snoeren et al., 2014). El agonista prototipico
5-HT1a R (+/-) y (+) - 8-OH-DPAT, estimula de manera potente el comportamiento sexual de la
rata macho; en un cierto periodo de tiempo (por ejemplo, 30 min), el nimero de eyaculaciones
aumenta en asociacion con el acortamiento en las latencias de eyaculacion y la necesidad de un
menor ndmero de intromisiones para eyacular (Chan et al., 2011; Hillegaart & Ahlenius, 1998;
Uphouse & Guptarak, 2010).

Los receptores 5-HT1a Se encuentran presentes como autorreceptores inhibidores presinépticos en
el somay las dendritas de las neuronas serotoninérgicas del nucleo de Raphé que se proyectan en
muchas areas del prosencéfalo (Altieri et al.,2013; Fernandez-Guasti et al., 1992; Le Poul et al.,
1995; Marek, 2010). Ademas, los receptores 5-HTia también estdn presentes como
heteroreceptores postsinapticos en diversas areas del cerebro, principalmente en el cerebro anterior
(Frink et al., 1996; Garcia-Garcia et al., 2017). La administracion sistémica aguda de agonistas no
selectivos de 5-HT1a R (activacion de receptores pre y postsindpticos) conduce a una disminucion
de la liberacidon serotoninérgica, pero al mismo tiempo a la activacion de heteroreceptores

postsinépticos de 5-HT1a (Lladd-Pelfort et al., 2012; Mller et al., 2007). El resultado conductual
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resultante (facilitacion del comportamiento sexual masculino) es bastante dificil de explicar por
este complejo mecanismo que subyace a la activacion de todos los receptores 5-HTa.

Para explorar mas a fondo el papel de los receptores 5-HTi1a pre y postsinapticos en el
comportamiento sexual masculino, los agonistas 5-HTi1aR selectivos y de alta afinidad
desarrollados mas recientemente son sumamente Utiles. Estos denominados agonistas
preferenciales o funcionalmente selectivos (Garcia-Garcia et al., 2014; Adrian Newman-Tancredi,
2011) para receptores 5-HT1a pre o postsinépticos. F15599 es un agonista selectivo de 5-HT:a R
de alta afinidad (Ki = 3.4 nM) para los heteroreceptores postsinapticos de 5-HT1a, mientras que
F13714 (Ki = 0.1nM) es un agonista de autorreceptor preferencial de 5-HT1a (Sietse F. de Boer &
Newman-Tancredi, 2016; Hazari et al., 2017; Koek et al., 2001). Nuestro grupo estudio ambos
compuestos en un estudio de dosis-respuesta en el comportamiento sexual de ratas macho. Otro
ligando 5-HT1A R de alta afinidad (Ki = 1.8 nM), S-15535 actla in vivo como un agonista
preferencial en los autorreceptores presinapticos y como antagonista en los heterorreceptores 5-
HT1a postsinépticos (Carli et al., 1999; Millan et al., 1993). Este compuesto es una herramienta
interesante para estudiar en el comportamiento sexual masculino, ya que puede arrojar mas luz
sobre el papel complejo de los receptores 5-HT1a en el comportamiento sexual de la rata macho.
Las ratas macho que carecen del transportador de serotonina (SERT”) consisten en un genotipo
robusto que tiene un rendimiento eyaculatorio basal mas bajo que las ratas de tipo salvaje (SERT
**) 0 las ratas noqueadas heterocigoto del transportador de serotonina (SERT*; Chan et al., 2011;
Esquivel-Franco et al., 2018). Este modelo animal también se ha propuesto y utilizado como
modelo animal para el estudio de la de disfuncion sexual inducida por el uso crénico de ISRS, que
se cree que es causada por la combinacion de niveles altos de 5-HT y disminucion del

funcionamiento del receptor 5-HT1a similar a la que induce el tratamiento crénico con ISRS en
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animales normales (Chan et al., 2011). En particular, este fendmeno de desensibilizacién de los
receptores 5-HT1a s muy relevante en este caso para poder proporcionar aun mas claridad en
cuanto a la potencia de los agonistas preferenciales para estimular el comportamiento sexual. Las
ratas SERT” tienen niveles de serotonina extracelular mas altos que los animales SERT**, lo cual
es comparable a la administracion cronica de ISRS (Homberg et al., 2007). Los experimentos
farmacoldgicos en estas ratas indicaron que las ratas que carecen de SERT tienen sensibilizada la
reactividad del receptor 5-HTia; este funcionamiento sensibilizado del receptor 5-HTia
probablemente no sea un fendémeno global, pero podria estar limitado a algunas subpoblaciones
especificas de receptores 5-HT1a, como lo indican la expresion modificada de las respuestas
auténomas como la temperatura corporal central en animales SERT** y SERT”" (Homberg et al.,
2008; Olivier et al., 2008), los experimentos realizados en el comportamiento sexual masculino
(Chan et al. 2011) también indicaron que al menos dos poblaciones de receptores 5-HT1a estan
involucrados en su expresion. Para el comportamiento sexual normal, se necesita la activacion de
una poblacion de receptores 5-HT1a y este grupo se desensibiliza en ratas SERT™. Los efectos pro
sexuales de 8-OH-DPAT estan mediados por receptores 5-HT1a, que son menos sensibles en ratas
SERT". Esta diferencia hace que la rata SERT” sea un modelo mas atractivo para probar los
diferentes farmacos moduladores del receptor 5-HTA: F15599, F13714 y S-15355. Finalmente,
seleccionamos ratas macho que, después de un entrenamiento extenso (Pattij et al., 2005),
muestran un bajo nivel de comportamiento sexual, es decir, eyaculaciones. Debido a que los
agonistas del receptor 5-HTi1a facilitan la eyaculacion, un nivel inicial demasiado alto de
eyaculaciones probablemente interactuaria con los efectos pro sexuales de estos farmacos. Para
identificar el papel de los receptores somatodendriticos (auto) y los receptores post (hetero),

utilizamos F13714, F15599 y S15535 en ratas SERT** y SERT™.
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2. Materiales y métodos

2.1 Animales

Las ratas de la cepa Wistar se criaron en nuestras instalaciones para animales (Universidad de
Groningen, GELIFES) utilizando machos y hembras heterocigotos transportadores de serotonina
(SERT), lo que result6 en animales SERT macho y hembra de tipo salvaje (SERT**), heterocigoto
(SERT*") y homocigoto o noqueadas (SERT™). Utilizamos dos lotes de animales, el primero
compuesto por sesenta y tres ratas macho SERT (SERT**, n=32) y (SERT", n=31) y el segundo
de treinta y dos ratas macho (n = 16 machos SERT** y n = 16 machos SERT™), todas ellas de al
menos 12 semanas de edad cuando se usan para experimentos de comportamiento sexual.

Se utilizaron ratas hembra SERT*"y SERT*"* como estimulo sexual (n = 120). Las ratas se alojaron
en condiciones de luz oscura invertida (luz de 12 h: oscuridad de 12 h, luces apagadas de 8:00 a.m.
a8 p.m.). Después de las pruebas de entrenamiento de 6 semanas (30 min/prueba), las ratas macho
fueron consideradas sexualmente entrenadas y clasificadas segun las frecuencias de eyaculacién
que mostraron durante las Gltimas tres pruebas. Las ratas macho muestran, después de un
entrenamiento extenso, un fenotipo sexual bastante estable (Chan et al., 2008; Olivier et al., 2006;
Pattij et al., 2005). En estos experimentos, para el lote uno seleccionamos ratas que mostraron un
fenotipo eyaculatorio normal (entre 1 y 2 eyaculaciones por prueba después del entrenamiento,
durante las Ultimas tres sesiones) y para las ratas del segundo lote que mostraron un fenotipo sexual
bajo (entre 0 y 1 eyaculacion por prueba después del entrenamiento, durante las Ultimas tres
sesiones). Los animales fueron alojados socialmente (2-5 por jaula, maximo 4 para los machos).
Las jaulas se enriquecieron con bloques de madera para roer y material de anidacion (Envirodri).
Se entrend sexualmente a un total de noventa y cinco machos (lote uno y dos) durante 6 semanas

y se selecciond un total de 45 ratas macho (lote uno + lote dos) con un numero promedio y bajo
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de eyaculaciones, respectivamente (esto incrementa la sensibilidad de la mejora esperada en el
comportamiento sexual por los agonistas preferenciales para el receptor 5-HT1a y para igualar el
grupo control tanto como sea posible con los animales noqueados). Todos los experimentos
duraron 13 semanas en total (después del entrenamiento). En todos los experimentos individuales
del lote uno se utilizaron 12 ratas por genotipo (SERT**y SERT™), y para el lote dos usamos 10
ratas SERT** y 11 SERT; los animales se usaron solo una vez a la semana para garantizar
suficiente tiempo de lavado de los farmacos. Las ratas tuvieron acceso ad libitum a comida y agua.
Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices gubernamentales para el
cuidado y uso de animales de laboratorio (Centrale Commissie Dierproeven) y fueron aprobados
por el Comité Etico para la Investigacion Animal del Groningen Institute for Evolution and Life
Sciences (GELIFES) de la Universidad de Groningen. Se hicieron todos los esfuerzos para

minimizar la cantidad de animales y su sufrimiento.

2.2 Ratas hembra

Las ratas hembra fueron ligadas en ambas trompas para prevenir gestacion. Para realizar la cirugia
de ligadura de trompas, se anestesio a las hembras (isoflurano) y se les dio analgésicos (fynadina,
0.1 mg / 100 g) antes de la cirugia, y a las 24 y 48 horas post-operacion. Las hembras tenian al
menos 12 semanas de edad cuando se realizo la cirugia, y se les dio dos semanas de recuperacion
antes de que se les indujera receptividad sexual mediante la administracion de benzoato de
estradiol (50 pg en 0.1 ml de aceite, SC, 36-48 horas antes de la prueba) para las pruebas de
entrenamiento y experimentos de comportamiento sexual. Las hembras se usaron no mas de una

vez cada dos semanas y no mas de 2 veces por dia experimental.
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2.3 Tratamiento farmacoldgico y experimentos conductuales

Para el primer lote, los animales recibieron todas las dosis de F13714 y F15599 en un disefio
aleatorio cruzado para evitar efectos de orden; después de este experimento, S15535 se administrd
en un disefio aleatorio. Para el segundo lote, a los animales solo se les administré S15535 en un
disefio aleatorio como en el primer conjunto de animales. Como se describio anteriormente en
Olivier et al. (2017), cuando se realizaron pruebas farmacologicas, a las ratas macho se les dio un
tiempo de habituacion de 30 minutos en las cajas de prueba justo después de la administracién del
farmaco mediante inyeccion IP, antes de que se introdujera a la rata hembra. Todo el
comportamiento durante la prueba de 30 minutos se grabé en video después de la introduccion de
la hembra y también se evalué el comportamiento en vivo, y se registraron los siguientes
parametros de la serie de eyaculacion (Chan et al., 2011): namero de eyaculaciones / prueba (E ),
numero de montas (M), nimero de intromisiones (1), latencia (s) a la primera monta (LM), latencia
(s) a la primera intromision (LI1) y latencia (S) a la primera eyaculacién (LE). Después de la
eyaculacion, se calculd la latencia posterior a la eyaculacion (PEL), utilizando el tiempo desde la
primera eyaculacion y el tiempo de la primera monta / intromision (lo que ocurriera primero) de
la segunda serie de eyaculacion. La relacion de intromision (IR) se calculé como: IR = (# 1/ (#1 +
#M)) * 100%. EL se calculé utilizando el tiempo del LE de la primera serie de eyaculacién menos
la latencia de intromisién de la primera serie de eyaculacion (LE = LE - LI). Estos parametros se

utilizaron para ejecutar el analisis estadistico.

Debido a que es importante tener una farmacodinamica y una cinetica comparables en los estudios
farmacoldgicos, se ha elegido una prueba de duracion fija; 30 minutos (1800 segundos). En los
casos en que el tratamiento farmacologico no tuvo "efecto” sobre la eyaculacion y el

comportamiento sexual, 0 pocos animales realizaran una primera eyaculacion, no fue posible
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realizar analisis estadisticos y, por lo tanto, para esos casos, asignamos valores de 1800 segundos
(es decir, la duracién maxima de la prueba) para algunas latencias (latencia de eyaculacién, monta
e intromision), aunque esto es indudablemente un tema de discusion como hemos mencionado
antes (Chan et al., 2011; Olivier et al., 2017). Todas las tablas y figuras muestran los resultados de

la primera serie de eyaculacion.
2.4 Farmacos

F15599 y F13714 (Pierre Fabre Pharmaceuticals, Francia; Lote # SBR1401003 y # JLM3001201,
resp.), y S-15535 (Servier Pharmaceuticals, Francia; Lote BO1JLP061A) se disolvieron en NaCl
0.9% (solucidn salina) y cada solucion se prepar fresca en cada dia de prueba. Todos los farmacos

se administraron mediante inyeccidn intraperitoneal (IP) 30 minutos antes de la prueba.
2.5 Entrenamiento

Para el primer lote, las ratas macho SERT** (N = 32) y SERT” (N = 31) fueron entrenadas
sexualmente 6 veces (30 min, una vez a la semana); y para el segundo lote SERT** (N = 16) y
SERT” (N = 16) las ratas macho fueron entrenadas sexualmente 10 veces (30 minutos, una vez a
la semana, recibieron entrenamiento adicional debido al rendimiento sexual extremadamente bajo)
para evaluar y estabilizar su actividad sexual basal. Las ratas tuvieron un periodo de habituacion
de 10 minutos en la caja de prueba justo antes de la sesion de entrenamiento. Al final del periodo
de habituacidn, se introdujo una hembra receptiva en la caja y se evalu6 el comportamiento sexual
durante 30 minutos. Las hembras no receptivas se cambiaron por otra hembra receptiva. La
capacitacion y las pruebas se realizaron en arenas rectangulares de madera (57 cm x 82 cm x 39
cm; pared de vidrio) con el piso cubierto de material de cama regular. Para estimular el

comportamiento sexual, no se cambi6 el material de cama durante el entrenamiento y las pruebas
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para preservar las feromonas de rondas anteriores y crear un ambiente sexual mas competitivo.
Solo los machos que mostraron niveles estables de eyaculacion normal (1-2 eyaculaciones para el
lote 1) y bajos (0-1 eyaculaciones para el lote 2) en las ultimas tres pruebas, (24 en total para el
lote 1) fueron utilizados para los experimentos farmacoldgicos (lote uno: N = 12 por genotipo);
lote dos en total 21 (10 SERT** y 11 SERT™ ratas). Todas las sesiones de entrenamiento y

experimentos se realizaron en condiciones de luz roja entre las 10:00 a.m. y las 17:00 p.m.
2.6 Experimentos farmacol6gicos
Lote 1

Experimento uno: respuesta a la dosis de F15599 y F13714. Se seleccionaron 24 ratas macho
eyaculadoras normales (N = 12 por genotipo SERT) y se realizd un disefio cruzado. Las ratas
recibieron el vehiculo (solucion salina); 0.01, 0.04, 0.16 y 0.64-mg/kg F15599 y 0.0025, 0.01, 0.04
y 0.16-mg/kg F13714 via IP. Los experimentos se realizaron una vez por semana en el mismo dia
de prueba, durante nueve semanas, los animales y el tratamiento se asignaron al azar durante las
nueve semanas. Aunque los experimentos con estos dos farmacos se realizaron juntos, decidimos

realizar el andlisis estadistico por separado para cada compuesto.

Experimento dos: respuesta a la dosis de S15535. Los mismos 24 animales del experimento uno,
recibieron vehiculo (solucion salina), 0.25, 1y 4 mg/kg S15535, via IP en un disefio aleatorio. Las

pruebas se realizaron durante cuatro semanas y siempre el mismo dia por semana.
Lote 2

Experimento dos: respuesta a la dosis de S15535. Se seleccionaron 10 ratas SERT**y 11 SERT™

para un bajo nimero de eyaculaciones. Las ratas recibieron vehiculo (solucién salina), 0.25,1y 4
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mg/kg S15535, via IP en un disefio aleatorio. Las pruebas se realizaron durante cuatro semanas y

siempre el mismo dia por semana.
2.7 Andlisis estadisticos

Las diferencias en las frecuencias basales de eyaculacién durante el entrenamiento entre los
genotipos se analizaron utilizando un ANOVA de dos vias de medidas repetidas, con el genotipo
como factor inter-sujetos y el tiempo (semanas) como factores intra-sujetos. En su caso, se realizd
una prueba T de independencia. Para los experimentos de dosis-respuesta F19955, F13714 y
S15535, se realiz6 un ANOVA de dos vias medidas repetidas con dosis como factor intra-sujeto
(5 niveles) y genotipo como factor inter-sujetos (2 niveles). En su caso, se realizé6 un ANOVA de
una via con prueba post-hoc LSD. Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el
Paquete Estadistico de Ciencias Sociales para Windows version 25 (SPSS, tecnologias LEAD,

Chicago, EE. UU.). El nivel de significancia se establecié en p <0.05.

3. Resultados

3.1 Estabilidad sexual Se registré el rendimiento sexual de los grupos de animales experimentales
seleccionados que exhibieron una frecuencia de eyaculacion normal (1-2 eyaculaciones) y baja
(eyaculacion 0-1) durante los 6 dias de entrenamiento y de las 63 ratas macho entrenadas
sexualmente desde el lote uno y 32 del segundo lote, solo 24 y 21 animales (respectivamente) que
mostraron un rendimiento sexual y eyaculaciones normales y bajas respectivamente fueron
seleccionados para realizar los estudios farmacoldgicos. Para el primer lote, hubo un efecto
significativo de semana (tiempo) F 7,154y = 13.86, p <0.001, un efecto significativo de semana *
genotipo F (7,154) = 3.40, p <0.01 y un efecto de genotipo significativo (F @, 22) = 23.81, p <0.001).
En las ratas SERT** a partir de la semana tres en adelante, realizaron significativamente mas

eyaculaciones (p<0.05) en comparacion con las dos primeras semanas (figura 1 y tabla 1). En las
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ratas SERT solo la semana 16-20 difirio significativamente (p <0.05) de todas las otras semanas
(figura 1, tabla 1). Las ratas SERT eyacularon significativamente menos en comparacion con las

ratas SERT*"* en las semanas 3-14 (p <0.05), semana 16-20 (p <0.01).

Eyaculaciones

a,b,c,d,e,fg - SERT-/- n=12
€ SerT ' n=12

.a,b,c.d,e.fg

Eyaculaciones por 30 min (media)
N
L

Semana

Figura 1. Frecuencias medias de eyaculacién (£ SEM) durante 6 semanas de entrenamiento de ratas macho Wistar
del lote uno. También se agregan la media + SEM de los datos de administracion de vehiculo del experimento uno
(F13714 y F15599) y dos (515535) del lote uno. a: # de semana 1; b # de semana 2; ¢: # de semana 3; d: # de semana
4; e: # de semana 5; f: # de semana 6; g: # de semana 7-15; p <0.05. * significativamente diferente (p <0.05) de
SERT**. Se proporcionan analisis estadisticos detallados en la tabla 1.

Para el segundo lote de animales entrenados, hubo una diferencia significativa en las semanas de
entrenamiento (F (10,190 = 3.32, p <0.001). En la semana 11-14, las ratas SERT** y SERT"
tuvieron mas eyaculaciones estadisticamente significativas en comparacion con todas las otras
semanas (todos los valores de p <0.01). No se encontraron diferencias significativas en el tiempo
X genotipo, y los efectos del genotipo se encontraron durante las semanas de entrenamiento (Figura

2, Tabla 2).
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Figura 2. Frecuencias medias de eyaculacion (+ SEM) durante 10 semanas de entrenamiento de ratas macho Wistar
del lote dos. También se agrega la media + SEM de los datos del grupo tratado con solucién salina. a: # de semana 1;
b # de semana 2; ¢: # de semana 3; d: # de semana 4; e: # de semana 5; f: # de semana 6; g: # de semana 7-15; p
<0.05. * significativamente diferente (p <0.05) de SERT + / +. Se proporcionan andlisis estadisticos detallados en la
tabla 2.

Incluimos en la figura 1 los datos con solucién salina reunidos en los experimentos farmacolégicos
realizados en el lote uno. Los datos de solucion salina obtenidos para todos los animales en las
semanas 7-15 fueron comparables con los ultimos datos de entrenamiento, pero los datos con la
administracion de solucion salina del Gltimo experimento (S15535) (durante la semana 16-20)
mostraron valores significativamente mas altos. Este nivel basico de comportamiento sexual nos
hizo decidir (debido a los posibles efectos maximos) repetir el experimento S15535 en ratas con
niveles muy bajos de actividad de eyaculacion sexual (lote dos, datos mostrados en la tabla 2). En
la figura 2 también incluimos los datos de solucion salina reunidos en el experimento de dosis-

respuesta S15535 del lote 2 (semana 11-14). Nuevamente, se encontro un nivel basal mejorado de
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comportamiento sexual en los animales tratados con solucion salina durante las semanas de

tratamiento con S-155355.
3.2 Respuesta a la dosis de F15599 (Figura 3y tabla 3)

En el experimento de dosis-respuesta, se encontrd un efecto significativo de dosis (F (488 = 8,75;
p <0,001) y genotipo (F (1,22) = 22,278; p <0,001), pero no en las interacciones de eyaculaciones.
Se encontraron significados similares para las latencias de eyaculacion y las relaciones de
intromision (consulte la tabla 3 para obtener estadisticas de todos los pardmetros de
comportamiento). Un analisis posterior reveld que las dosis mas bajas e intermedias de F15599
(0.01, 0.04 y 0.16 mg/kg) no tuvieron efectos significativos sobre el comportamiento sexual en
ninguno de los genotipos (figura 3, tabla 3), en comparacion con la administracion de solucién
salina (p <0.001), 0.01 (p <0.01) y 0.04-mg/kg (p <0.001). La dosis mas alta de F-15599 (0.64
mg/kg) aumentd significativamente la frecuencia de eyaculacion. Ademaés, las latencias de
eyaculacion fueron significativamente mas cortas en 0.64 mg/kg de F15599 en comparacion con
solucién salina (p <0.01), 0.01 mg/kg (p <0.05) y 0.04 mg/kg (p <0.01) de F15599 (figura 3, tabla
3) en animales SERT** y SERT”; la dosis de 0.64 mg/kg de F15599 también aumento
significativamente la eficiencia de los animales para eyacular (IR; p <0.05; figura 3, tabla 3) en
comparacion con la solucion salina (p <0.01), 0.01 mg/kg (p <0.05) y 0.04 mg/kg (p <0.05) de

F15599.

Se encontré una disminucion significativa en el nimero de eyaculaciones de ratas SERT” en
comparacion con las ratas SERT** en el tratamiento con solucién salina (p <0.05), y en 0.01 mg/kg
(p <0.05), 0.04 mg/kg (p <0,05), 0.16 mg/kg (p <0,05) y 0.64 mg/kg (p <0.05) de F15599. Del
mismo modo, se encontrd un aumento en la latencia de la eyaculacion para las ratas SERT™ en

comparacion con las ratas SERT** en el tratamiento con solucién salina (p <0.001), y en 0.01
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mg/kg (p <0.01), 0.04 mg/kg (p <0.001), 0.16 mg/kg (p <0.05) y 0.64 mg/kg (p <0.001) de F15599.
Para la relacion o indice de intromision, se encontr6 una disminucion significativa para las ratas
SERT"- en comparacion con las ratas SERT** en el tratamiento con solucion salina (p <0.05), y

en 0.01 mg/kg (p <0.01), 0.04 mg/kg (p <0.05), y 0.16 mg/kg (p <0.05) de F15599.
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Figura 3. Comportamiento sexual de ratas macho tratadas con 0.01, 0.04, 0.16 6 0.64 mg/kg, IP de F-15599. Se
muestran el nimero y la latencia de las eyaculaciones por 30 min (A, D), el nimero y la latencia de las monas (B, E),
el nimero y la latencia de las intromisiones (C, F) y la Relacion de Intromision (G) de la primera Serie de Eyaculacion.
Se proporcionan analisis estadisticos detallados en la Tabla 3. a: diferencia significativa (p <0.05) en comparacion con
el grupo de solucion salina, b: diferencia significativa (p <0.05) en comparacién con el grupo de 0.01mg/kg, c:
diferencia significativa (p <0.05) en comparacion a 0.04 mg/kg grupo. +: diferencia significativa entre SERT** y
SERT" (p <0.05).
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3.3 Respuesta a la dosis de F13714 (Figura 4; tabla 4)

En general, F13714 indujo efectos pro sexuales en ambos genotipos, aunque las curvas de dosis-
efecto para ambos genotipos diferian considerablemente (figura 4, tabla 4). Teniendo en cuenta las
eyaculaciones, hubo diferencias significativas en las dosis (F g8 = 3.287, p <0.05), genotipo (F
1,22 = 20.649, p <0.001) e interaccion genotipo x dosis (F (4,88 = 4.810, p <0.01). Se encontraron
significancias similares para las latencias de eyaculacion (ver tabla 4 para estadisticas de todos los
parametros de comportamiento). En ratas SERT**, F13714 estimulé el comportamiento sexual
significativamente, como se ilustra (en comparacion con la solucién salina) en el aumento de la
frecuencia de eyaculacion a 0.0025 mg/kg (p <0.01), 0.01 mg/kg (p = 0.06) y 0.04 mg/kg (p <0.05)
mg/kg de F13714. En las ratas SERT", los efectos pro sexuales se observaron solo a la dosis més
alta (0.16mg/kg) versus solucion salina (p <0.05) y 0.025 mg/kg (p <0.05) de F13714. EI nimero
de montas disminuy6 igualmente en las ratas SERT** y SERT” a 0.16 mg/kg de F13714 en
comparacion con solucion salina (p <0.01), 0.025 mg/kg (p <0.01), 0.01 mg/kg (p <0.001) y 0.04
mg/kg (p <0.05) de F13714. En SERT*"*, pero no en animales SERT", la latencia de intromision
aumento a la dosis mas alta (F @455 = 4.203, p <0.01). La latencia de intromision a la dosis mas
alta (0.16 mg/kg) de F13714 fue significativamente mas larga en comparacion con la solucion
salina (p <0.01), 0.0025 mg/kg (p <0.001), 0.01 mg/kg (p <0.01) y 0.04 mg/kg (p <0.05) de
F13714. Por ltimo, el nmero de intromisiones disminuyd significativamente en las ratas SERT**
(F @455 = 8.194; p <0.001). Las intromisiones se redujeron significativamente en los animales
tratados con 0.16 mg/kg de F13714 en comparacién con los animales tratados con solucién salina
(p <0.001), 0.0025 mg/kg (p <0.01) y 0.01 mg/kg (p <0.01) de F13714. Ademas, los machos

SERT*"* tratados con 0.04 mg/kg de F13714 tuvieron un nimero significativamente reducido de
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intromisiones en comparacion con los tratados con solucién salina (p <0.001), 0.0025 mg/kg (p

<0,01) y 0.01 mg/kg (p < 0.05) de F13714.

Las ratas SERT” tuvieron frecuencias de eyaculacion significativamente mas bajas en
comparacion con las ratas SERT** después del tratamiento con solucién salina (p <0.05), y
después del tratamiento con 0.0025 mg/kg (p <0.01), 0.01 mg/kg (p <0.01), y 0.04 mg/kg (p <0.01)
de F13714. Para las montas, solo a una dosis de 0.04 mg/kg de F13714, las ratas SERT~ mostraron
una frecuencia de monta significativamente mayor (p <0.01) en comparacion con las ratas
SERT**. A la misma dosis, las ratas SERT” también mostraron una mayor frecuencia de
intromision en comparacion con las ratas SERT**. Para la latencia a la primera eyaculacion, se
encontré un aumento significativo para las ratas SERT" en comparacion con las ratas SERT**
para todas las dosis (todos los valores de p <0.01). La latencia a la primera monta fue
significativamente mayor para las ratas SERT” en comparacion con SERT** después del
tratamiento con solucion salina (p <0.05) y la latencia a la primera intromision también fue
significativamente mayor para las ratas SERT”- en comparacion con SERT** a 0.0025 mg/kg de

F13714 (p <0.05).
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Figura 4. Comportamiento sexual de ratas macho tratadas con solucion salina, 0.0025, 0.01, 0.04 o 0.16-mg/kg de
F13714. Se proporciona el nimero y la latencia de las eyaculaciones por 30 min (A, D), el nimero y la latencia de las
montas (B, E), el nimero y la latencia de las intromisiones (C, F) y la Relacién de Intromision (G) de la primera serie
de eyaculacion. Los analisis estadisticos detallados se muestran en la tabla 4. a: diferencia significativa (p <0.05) en
comparacion con el grupo de solucion salina, b: diferencia significativa (p <0.05) en comparacién con el grupo de
0.0025 mg/kg, c: diferencia significativa (p <0.05) en comparacién a 0.01 mg/kg grupo. +: diferencia significativa
entre SERT**y SERT" (p <0.05).

3.4 Respuesta a la dosis de S15535 (Figuras 5y 6; tablas 5y 6)

S15535 (0.25, 1 y 4 mg/kg) no tuvo efectos significativos sobre el comportamiento sexual en
SERT** y SERT” (figuras 5 y 6) en comparacion con la solucion salina en cualquier lote de
animales. En el primer lote de ratas, se encontré un efecto de genotipo significativo para las
frecuencias de eyaculacion (F (22 = 21.167, p <0.001; fig. 5A). Las ratas SERT** tuvieron

frecuencias de eyaculacion significativamente maés altas después del tratamiento con solucion
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salina (p <0.001), 0.25mg/kg (p <0.001), 1mg/kg (p <0.05) y 4mg/kg (p <0.001) S15535 en
comparacion con animales SERT”. Se encontraron efectos similares para la latencia de la
eyaculacion (F 122 = 25.627, p <0.001; figura 5D; tabla 5) donde hubo un aumento para los
animales SERT” versus SERT** después del tratamiento con solucion salina (p < 0.001), y
después del tratamiento con 0.25mg/kg (p <0.05), 1 mg/ kg (p <0.05) y 4 mg/kg (p <0.001) S15535,
y hasta cierto punto en la relacién de intromision, aungue esto fue solo significativo en el grupo
tratado con solucién salina (p <0.05) y 4 mg/kg (p <0.05) S155355. En el segundo lote de animales,
no se encontraron diferencias significativas en la mayoria de los parametros medidos, aunque se
encontro un efecto de dosis significativo para el namero de montas (F (3,80) = 2.946, p <0.05). El
analisis reveld una reduccion significativa en el nimero de montas entre solucion salina'y 4 mg/kg
S-155355 (p <0.05) y entre 1 mg/kg y 4 mg/kg S-155355 (p <0.05). Ademas, se encontro un efecto
de genotipo en la latencia a la primera intromision (F (1,109) = 6.499, p <0.05). En comparacion con
SERT**, SERT” mostré una latencia mas corta a la primera intromision (p <0.05; consulte la

figura 6 y la tabla 6).
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Figura 5. Comportamiento sexual de ratas macho del lote uno tratado con solucion salina, 0.25, 1 0 4-mg/kg de
S15535. El nimero y la latencia de las eyaculaciones por 30 min (A, D), el nimero y la latencia de las montas (B, E),
el nimero y la latencia de las intromisiones (C, F), el intervalo post eyaculatorio (G) y la relacién de intromisién (H)
de la primera serie de eyaculacion se proporcionan. Los andlisis estadisticos detallados se muestran en la tabla 5. +:
diferencia significativa entre los grupos SERT**y SERT.

185



A g,, Eyaculaciones Cc Intromisiones
= = 20
g £ =
E15 . £
g E -E 15
) 1.0 E 3
2 = E
] = @
05 = @
£ g T 5
g g
E 0.0 E =
Ll LY a2 [N Y Ll E 0
o o b [N S L o Lo [N 1Y
S15535 (my/kg) o o
S15535 (mg/kg) S15535 (mg/kg)
D Latencia primera eyaculacion E Latencia primera monta F Latenciaprimeraintromision
1800 500 1000
P — 400 —_
2 1200 2 3
n B 300 £
g g . g_ 500
§ o § §
= [ - N
0 0 0
"l = vl
o Q"\‘ LS ™ o 04.\‘ LS ™ o Q"\‘ LS ™
S15535 (mg/ky) S15535 (my/kg) S15535 (mg/kg)
Relacion de Intromision
G
W SERT =10
- I SERTY el
Exn
-]
k=1
=
ki
S
[¥F)

o = N 1
oF

$15535 (mg k)

Figura 6. Comportamiento sexual de ratas macho del lote dos tratados con solucion salina, 0.25, 1 o 4-mg/kg de
S15535. Se proporciona el nimero y la latencia de las eyaculaciones por 30 min (A, D), el nimero y la latencia de las
montas (B, E), el nimero y la latencia de las intromisiones (C, F) y la relacion de intromisién (G) de la primera serie
de eyaculacion. Los andlisis estadisticos detallados se muestran en la tabla 6. a: diferencia significativa (p <0.05) en
comparacion con el grupo de solucion salina, c: diferencia significativa (p <0.05) en comparacion con el grupo 1
mg/kg. +: diferencia significativa entre SERT** y SERT" (p <0.05).

3.5 Comparacion entre F15599 y F13714 (figura suplementaria 1)

Se realiz6 un diagrama de curva de ajuste para las ratas SERT** y SERT” en una escala
logaritmica (ver figura suplementaria 1) donde los datos se normalizaron frente al grupo tratado
con solucion salina. El EDso se calculd para SERT** (F15599, EDso = 0.21; F13714, EDs =
0.0065) y SERT” (F15599, EDsp = 0.165; F13714, EDso = 0.00178) y mostr6 que F13714 era mas

potente en comparacion con F15599 en ratas SERT** y SERT”. El diagrama de ajuste curvo
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también mostr6 que las ratas SERT eran sensibles a ambos compuestos, ya que podian aumentar

el porcentaje de eyaculaciones en comparacion con el grupo tratado con solucion salina.
4. Discusion

En el presente estudio, después de un entrenamiento extenso de los dos genotipos estudiados
(SERT**y SERT™), los animales mostraron dos fenotipos sexuales diferentes pero estables,
confirmando hallazgos anteriores (Chan et al., 2011) donde ratas macho SERT** realizaron
comportamiento sexual a un nivel mas alto que ratas SERT”". Los cambios permanentes en los
procesos serotoninérgicos en el sistema nervioso central al eliminar la proteina SERT desde la
concepcion (Chan et al., 2011; Olivier et al., 2011), aparentemente conducen a cambios
permanentes en el comportamiento sexual masculino en ratas. El paradigma de comportamiento
sexual de ratas macho utilizado en los presentes estudios se ha desarrollado en las Gltimas décadas
(Chan et al., 2008; Olivier et al., 2011; Pattij et al., 2005), especificamente para evaluar los efectos
de los farmacos psicoactivas, incluidos los antidepresivos (Chan et al., 2010; Heijkoop et al., 2018;
Marcel D Waldinger & Olivier, 2004). El paradigma es capaz de distinguir los efectos agudos de
farmacos como los efectos pro sexuales del agonista al receptor 5-HT1a (Pattij et al., 2005), pero
también los efectos inhibidores cronicos de los antidepresivos ISRS (Bijlsma et al., 2014; Chan et
al., 2011, 2010). Los efectos pro sexuales de los farmacos en el comportamiento sexual de las ratas
macho se reflejan en la latencia de inicio de la actividad sexual hacia una hembra recién inducida
en estro conductual; reflejado en un intervalo mas corto para eyacular (Andersson & Larsson,
1994), que incluye un numero reducido de montas e intromisiones para eyacular y un mayor
nimero de eyaculaciones durante 30 minutos. La reduccion de la conducta sexual, v.g. por
administracion cronica de antidepresivos (Bijlsma et al., 2014; Chan et al., 2010) tiene efectos

revertidos. Este perfil crénico inducido por los ISRS (antidepresivos), de comportamiento sexual
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masculino reducido es comparable al comportamiento sexual de ratas SERT™ 'y respalda la
hipotesis de que las ratas SERT” masculinas estan modelando los efectos sexuales de la

administracion cronica de SSRI (Chan et al., 2011; Olivier et al., 2011).

Dos agonistas preferenciales del receptor 5-HT1a, el agonista preferencial de autorreceptor 5-HT1a
F13714 (Assié et al., 2006; Becker et al., 2016) y el agonista de heterorreceptor 5-HT1a
preferencial F15599 (Becker et al., 2016; A Newman-Tancredi et al., 2009) se probaron en ratas
SERT**y SERT”". Ambos compuestos indujeron actividad pro sexual en ratas SERT** y SERT
I, F13714 es considerablemente mas potente que F15599 para generar los efectos pro sexuales,
pero la similitud de la respuesta de ambos compuestos en el comportamiento sexual masculino
sugiere que ambos compuestos comparten mecanismos de accion comparables para evocar este
comportamiento. Esto puede apuntar a un efecto mediado por el autorreceptor.
Desafortunadamente, las curvas de dosis-respuesta completas de este efecto pro sexual no estaban
disponibles para ambos compuestos, haciendo imposibles las conclusiones definitivas. En las ratas
SERT tratadas con F13714, la curva dosis-respuesta se desplazd hacia la derecha en comparacion
con las ratas SERT**, pero este no fue el caso en las ratas tratadas con F15599 donde las dosis de
inhibicion sexual fueron comparables en ambos genotipos. La estimulacion del receptor 5-HT1a
por los agonistas al receptor 5-HT1a no selectivos (con respecto a receptores pre y postsinapticos)
como 8-OH-DPAT, flesinoxan, buspirona, ipsapirona y otros (Olivier et al., 1999) tienen efectos
pro sexuales en ratas de tipo salvaje (Snoeren et al., 2014., para revision), pero no se han realizado
estudios previamente, en los que se investiguen las contribuciones especificas de los
autorreceptores 5-HT1a 0 los heterorreceptores 5-HT1a (0 ambos). S15535, un agonista selectivo
del autorreceptor 5-HT1a y un antagonista selectivo del heterorreceptor 5-HT1a, no tuvo ningln

efecto sobre el comportamiento sexual masculino de las ratas SERT** y SERT™", ni en ratas con
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eyaculacion normal (en promedio 1 -2 eyaculaciones/30 min, lote 1) ni ratas lentas (0-1
eyaculaciones/30 min, lote 2). Concluimos que S15535 se comporta como un ligando silencioso

del receptor 5-HT1a en el comportamiento sexual de ratas macho.

El agonista prototipico al receptor 5-HT1a (+/-) 0 (+) - 8-OH-DPAT, un agonista heterorreceptor
y autorreceptor no selectivo (Larsson et al., 1990), tiene efectos pro sexuales potentes y
dependientes de la dosis (Chan et al., 2011; Mos et al., 1991). Este efecto pro sexual puede ser
completamente antagonizado por el antagonista del receptor 5-HT1a WAY 100,635, un compuesto
que se comporta de manera silenciosa (de Jong & Neumann, 2015). En ratas macho SERT”" (Chan
etal., 2011) 8-OH-DPAT tuvo efectos pro sexuales, aunque (como el agonista preferencial F13714
en el presente estudio) la curva dosis-respuesta se desplazé hacia la derecha en comparacién con
las ratas SERT**. La falta de cualquier efecto de comportamiento de S15535 en las ratas SERT**
0 SERT" es bastante desconcertante. Aparentemente, la actividad antagonista del receptor 5-HT1a
en los heterorreceptores 5-HT1a en ratas SERT” no causo inhibicion del comportamiento sexual
masculino como el tratamiento con WAY 100,635 (Chan et al., 2011). El efecto estimulante de
ambos farmacos F13714 y F15599 en el comportamiento sexual masculino en ratas SERT** y
SERT”" también es bastante desconcertante; por ello, hacer explicaciones en términos de
mecanismos de receptores 5-HT1a pre o postsindpticos involucrados resulta problematico. Sin
embargo, sigue siendo posible que el agonista posinaptico preferencial al receptor 5-HT1a F15599,
a dosis mas altas (como en este experimento) también muestre cierta actividad agonista
presinaptica del autorreceptor. En ese caso, F15599 no parece la herramienta especifica para

activar selectivamente los heterorreceptores 5-HT1a postsinapticos.

¢Como se comparan los datos sexuales obtenidos con estos tres ligandos serotoninérgicos con sus

efectos en otros sistemas conductuales? El grupo de investigacion de De Boer (Sietse F. de Boer
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& Newman-Tancredi, 2016) han evaluado estos (y otros) ligandos, ampliamente en modelos de
agresion ofensiva en ratas macho Wildtype Groningen (WTG). En la agresion ofensiva de ratas
macho (de Boer et al., 1999; 2000), el 8-OH-DPAT redujo la agresion ofensiva de manera potente
y dependiente de la dosis, pero también indujo fuertes comportamientos similares a los sedantes.
Debido a que los agonistas del receptor 5-HT1a inducen el llamado sindrome serotoninérgico,
caracterizado por la retraccion del labio inferior, el avance de la pata delantera y la postura del
cuerpo plano; no queda completamente claro si la actividad sedante es similar a estos
comportamientos serotoninérgicos. Estos efectos anti agresivos y otros del 8-OH-DPAT pueden
ser completamente antagonizados por WAY 100,635 (de Boer et al., 1999; 2000), un antagonista
silencioso en la agresion ofensiva. F13714, F15599 y S15535 reducen la agresion ofensiva (de
Boer & Newman-Tancredi, 2016). Tanto F13714 como F15599 inducen un sindrome
serotoninérgico en ratas (Assié et al., 2010; Jastrz¢bska-Wigsek et al., 2018; Newman-Tancredi et
al., 2009). S15535 no induce el sindrome serotoninérgico-5-HT1A en absoluto (de Boer &
Newman-Tancredi, 2016; Jastrzebska-Wigsek et al., 2018) y tampoco tiene actividad sedante en
la agresion ofensiva (de Boer et al., 2000). WAY 100,635 antagonizo la accion anti agresiva de

S15535, F15599 y F13714 (de Boer & Newman-Tancredi, 2016).

Si los mecanismos de accion de los tres ligandos 5-HT1a investigados ampliamente por varios
grupos de investigacion son verdaderos, las explicaciones mecanicistas de los efectos conductuales
encontrados en el comportamiento sexual masculino son bastante dificiles de explicar. Los
autorreceptores serotoninérgicos 5-HT1a en los nucleos del rafe generalmente se consideran, tras
su activacién, que conducen a la inhibicion de la activacion celular y, en consecuencia, a una
disminucion de la liberacion de serotonina. Posteriormente, todos los receptores 5-HT (hetero)

postsinapticos (incluidos los heterorreceptores 5-HT1a) reciben estimulacion disminuida o nula
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por parte de la serotonina y, dependiendo del acoplamiento del receptor postsinaptico a los
diferentes mecanismos de transduccion, la neurona involucrada se activara o inhibira (Jastrzebska-
Wiesek et al., 2018). En el caso de un agonista del receptor 5-HT1a no selectivo como el 8-OH-
DPAT, junto a su accién inhibidora en la neurona serotoninérgica, la estimulacién directa del
heterorreceptor 5-HT1a todavia se produce y esto genera efectos mediados sinapticamente, como
el sindrome conductual serotoninérgico (Berendsen, Broekkamp, & Van Delft, 1990; Jastrzgbska-
Wigsek et al., 2018). En el caso de F13714, un agonista del autorreceptor 5-HT1a relativamente
selectivo (en comparacidn con el heterorreceptor; Assié et al., 2006) facilitd de manera potente la
actividad sexual en ratas macho SERT** lo que sugiere que la actividad pro sexual est4 relacionada
con la activacion de los autorreceptores 5-HT:ia. El agonista al heterorreceptor 5-HTia
relativamente selectivo, F15599 también facilit6 la actividad sexual masculina en ratas SERT*'".
La diferencia en la potencia (diferencia del factor 256) para obtener la actividad pro sexual (a la
dosis efectiva méas baja) puede explicarse posiblemente por la diferencia de la afinidad y eficacia
in vitro e in vivo de ambos compuestos en los receptores 5-HT1a (Assié et al., 2010; Jastrzebska-
Wigsek et al., 2018; Newman-Tancredi, 2011). Esto podria tomarse como sugerencia de que ambos
compuestos ejercen actividad pro sexual a través de la activacion de los autorreceptores 5-HT1a.
Por extrafio que parezca, ambos compuestos también promueven el sindrome serotoninérgico
(Becker et al., 2016; Newman-Tancredi, 2011). El agonista del autorreceptor 5-HT1a S15535 no
induce un comportamiento pro sexual, ni en ratas con comportamiento normal ni con
comportamiento sexual bajo. Si el blogueo de los heterorreceptores 5-HTia postsinapticos
antagoniza el efecto pro sexual esperado de la estimulacion del autorreceptor es bastante dificil de
imaginar. Esto supondria un nivel bastante alto de actividad basal de los heterorreceptores 5-HT1a

involucrados en el comportamiento sexual. Curiosamente, Pattij et al. (2005) mostraron que los
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eyaculadores lentos, normales y rapidos eyacularon mas después del tratamiento con 8-OH-
DPAT, sin embargo, cuando las ratas fueron expuestas a una prueba mas , una semana después de
esta administracion del agonista del receptor 5-HT1a, todos los fenotipos volvieron a los niveles
de comportamiento eyaculatorio encontrados antes del tratamiento con 8-OH-DPAT. En el
presente estudio, encontramos que durante las semanas en que se administré el tratamiento con
S155355, los grupos a los que se les administro solucion salina (y, por lo tanto, los niveles basales)
mostraron frecuencias de eyaculacion significativamente méas altas en comparacién con las
frecuencias de eyaculacién durante las semanas de entrenamiento. Esto podria sugerir que los
efectos pro sexuales consecuentes al agonista del receptor 5-HT1a pueden ser duraderos, muy
probablemente debido a alteraciones en los receptores 5-HT1a. Se requiere méas investigacion para
poner en claro cuanto tiempo persistira este efecto, y si 1 semana después de todos los tratamientos
con agonistas del receptor 5-HT1a, Y sin tratamiento con solucion salina, todavia se encuentra

presente.

Las ratas SERT”, son un modelo animal de actividad serotoninérgica alterada de forma
permanente en el cerebro (Homberg et al., 2007) y asociado con un fenotipo sexual alterado (Chan
et al., 2011) pueden ser utiles para explicar los efectos conductuales encontrados para estos tres
compuestos. Chan y col. (2011) han encontrado que el 8-OH-DPAT tiene efectos pro sexuales en
ratas SERT”" machos, aunque la curva dosis-respuesta se ha desplazado hacia la derecha en
comparacion con las ratas SERT**. Sorprendentemente, WAY100,635, un antagonista no
selectivo del receptor 5-HT1a y sin ningtin efecto conductual en los machos SERT*'*, fue inhibidor
(dependiente de la dosis) en ratas SERT”". WAY100,635 pudo antagonizar completamente los
efectos pro sexuales de 8-OHDPAT en ratas SERT** pero solo parcialmente en ratas SERT™

(Chan et al., 2011). Con estos datos, concluimos que la ausencia total de moléculas SERT habia
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provocado alteraciones en el funcionamiento del receptor 5-HT1a, planteando la hipotesis de que
un grupo de receptores 5-HT1a media los efectos pro sexuales de la estimulacion del receptor 5-
HT1a y no esté (des)sensibilizado, mientras que otro grupo de receptores 5-HT1a, que media los
efectos inhibitorios de los receptores 5-HT1a antagonizados, parece sensibilizado en las ratas
SERT. La hipotesis de dos conjuntos de receptores 5-HT1a regulados diferencialmente en ratas
SERT también se ha encontrado en la regulacion auténoma de la temperatura corporal y el estrés
(Olivier etal., 2008). Los hallazgos con F15599 y F13714 en las ratas SERT~ no pueden explicarse
en términos de accion en diferentes conjuntos de receptores 5-HT1a. Si los hay, ambos compuestos
parecen activar el grupo mediando los efectos pro sexuales. Los efectos antagonistas del
heterorreceptor 5-HT1a de S15535 no conducen a la inhibicion del comportamiento sexual
masculino en las ratas SERT” de mejor desempefio (eyaculacion normal), como fue el caso de

WAY100,635 en el estudio de Chan et al. (2011).

Nuestra expectativa de que los agonistas preferenciales del receptor 5-HT1a y un agonista mixto
del receptor presindptico 5-HT1a y un antagonista postsinaptico pudieran ayudar a revelar la
contribucion potencial de estos diferentes receptores 5-HT1a era demasiado optimista. Los
mecanismos de accion de las respectivas moléculas son probablemente muy complejos;
especialmente en redes in vivo, donde los receptores 5-HT1a interactian con otros sistemas de
neurotransmisores en la modulacion del comportamiento sexual masculino, por lo que se requiere

mas investigacion.
5. Conclusion

Los datos recopilados con los experimentos farmacoldgicos muestran que los agonistas selectivos
(preferenciales) pre y post sinapticos al receptor 5-HT1a poseen efectos pro sexuales en SERT**

y SERT”, aunque la respuesta esta disminuida en animales SERT”", muy probablemente debido a
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la desensibilizacion de los receptores 5-HTia. El experimento farmacologico con S15535

comparado con experimentos previos realizados en agresion, muestra que, aunque la agresion y el

comportamiento sexual comparten la mayor parte de su sustrato neurobiolégico, al menos en el

nivel del receptor 5-HT1a estamos tratando con sustratos neurobiologicos separados para el

comportamiento sexual y agresivo masculino en ratas, pero se necesitan mas experimentos para

apoyar esta idea.
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Tablas

Tabla 1: Rendimiento del comportamiento sexual durante las semanas de entrenamiento de

las ratas macho Wistar SERT**y SERT del lote 1. N = 12/grupo.

Semana
1 2 3 4 5 6 7-15 16-20 ANOVA una via
SERT Media + Media + Media = Media = Media = Media = Media = Media = Efecto en tiempo
SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
A B C D E F G H
+/+ 0.0£0.0 0.0+0.0 0.50+0.23 1.08+0.31 1.16x0.40 1.41+0.37 1.33%x0.30 2.91+0.45 F (7.88)=9.37; p<0.001
AB AB AB,C AB A,B,C,D,
E.,F,G
-/- 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0x0.0 0.25+0.17 0.25%0.13 0.33+x0.25 0.33+0.18 1.00+0.32 F (7,88)=3.25; p<0.01
A,B,C,D,
E.,F,G
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Prueba T ns ns * * * * * *
genotipo *
semana T(122)=2.1 T(122)=2.3 T(122)=2.1 T(122)=2.3 T(122)=2.7 T(122)=3.4
71, 11, 54, 70, 60, 43,
p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.01

A: significativamente diferente de la semana 1; B: significativamente diferente de la semana 2; C: significativamente
diferente de la semana 3; D: significativamente diferente de la semana 4; E: significativamente diferente de la

semana 5; F: significativamente diferente de la semana 6; G: significativamente diferente de la semana 7-15; Todos
los valores de p son <0.05.

Tabla 2: Rendimiento del comportamiento sexual durante las semanas de entrenamiento de
ratas macho Wistar SERT**y SERT” del lote 2. N = 10 y N = 11 respectivamente.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11-14 ANOVA

de unavia
SERT Media Media Media Media £ Media Media Media Media Media Media Media

+*SEM  *SEM  *SEM SEM +*+SEM *SEM *SEM +*SEM +*SEM +*SEM +SEM Efecto en

tiempo
A B C D E F G H | J K

F(0,220=3.4

18,
p<0.001
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A: significativamente diferente de la semana 1; B: significativamente diferente de la semana 2; C: significativamente
diferente de la semana 3; D: significativamente diferente de la semana 4; E: significativamente diferente de la semana
5; F: significativamente diferente de la semana 6; G: significativamente diferente de la semana 7; H: significativamente
diferente de la semana 8; I: significativamente diferente de la semana 9; J: semana significativamente diferente 10;
Todos los valores de p son <0.01.

Tabla 3: Efectos de F15599 sobre el comportamiento sexual de ratas macho Wistar SERT
*+y SERT. N = 12/grupo.

Dosis de F- 0 mg/kg 0.01 mg/kg 0.04 mg/kg 0.16 mg/kg 0.64 mg/kg ANOVA una via
15599, mg/kg A B C D E )
Efecto en dosis
Parametros | Media +SEM Media +SEM Media +SEM Media +SEM Media +SEM
medidos
# E SERT +/+ 1.3+0.30 1.6+0.51 1.58+0.43 2.50+0.57.7.5 3.41+0.41
SERT -/- 0.3+0.18 0.25+0.17 0.25+0.136 0£0.30 1.50+0.37
AB,C
ANOVA una via * * * * * F(4,115)=5.286, p<0.001
genotipo por F(1,22)=7.615, F(1,22)= 6.807, F(1,22)= 8.638, F(1,22)=7.317, F(1,22)= 11.569;
dosis p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
ANOVA 2 vias | Efecto en dosis F(4,88)=8.747, p<0.001
medidas repetidas . .
No efecto en dosis * genotipo F(488)=0.594, n.s.
Efecto en genotipo F(1.22)=22.278, p<0.001
# M 12 serie
SERT +/+ 10.75%1.457 6.53+1.22 10.58+3.23 7.08%£2.15 1.50+0.26 NA
12.50+4.061 10.00+2.25 13.08+2.77 17.00+3.97 10.92+2.26
SERT -/-
ANOVA una via NA NA NA NA NA
genotipo por
dosis
ANOVA 2 vias | Efecto en dosis F(4,88)=5.334, p<0.001
medidas repetidas . .
No efecto en dosis * genotipo F(4,.88)=2.030, n.s.
No efecto en genotipo F(1,22)=2.962, n.s.
#1 12 serie
SERT +/+ 7.66+1.46 5.08+0.84 7.75%£1.45 5.75%£1.16 2.50£0.46 NA
SERT -/- 5.91+2.07 4.25+1.32 5.66+1.76 7.41+£1.22 6.50£1.14
ANOVA una via NA NA NA NA NA
genotipo por
dosis
ANOVA 2 vias | No efecto en dosis F(s,88)=1.707, n.s
medidas repetidas ] ]
No efecto en dosis * genotipo F(488)=2.114, n.s.
No efecto en genotipo F(1,22)=0.856, n.s
Latencia 12 E (s)
SERT +/+ 853.3£157.3 673.8£184.6 528.6£173.0 487.3+183.6 88.67+29.8
SERT -/- | 1689.4+75.8 1589+131.2 1686+62.3 1272+177.2 1063+184.9
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Latencia 12 M (s)
SERT +/+
SERT -/-

ANOVA unavia
genotipo por
dosis

ANOVA 2 vias
medidas repetidas

IR1 SERT +/+
SERT -/-

ANOVA una via
genotipo por
dosis

ANOVA 2 vias
medidas repetidas

155.5+71.6 260.0+146.7 232.2+150.7 23.848.8 211.9+146.8 NA
619.6+251.7 491.3+228.4 365.1+195.6 208.0+147.8 322.3+192.9
NA NA NA NA NA

No efecto en dosis F(4,88)=1.260, n.s.
No efecto en dosis * genotipo F(488)=1.260, n.s.

No efecto en genotipo F(122)=1.906, n.s.

35.5+4.4 42.8+6.6 45.,0+6.2 49.0£7.4 55.9+6.4
16.8+5.1 18.045.2 20.2+4.7 30.7+6.1 37.6+5.6
AB,C
* * * * ns F(a,115)= 3.111,p<0.05
F(1,22)= 7.501, F(1,22)= 8.580, F(1,22)= 9.943, F(1,22)= 3.608,
p<0.05 p<0.01 p<0.05 p<0.05

Efecto en dosis F(s,88)=4.566, p<0.01
No efecto en dosis * genotipo F(4,.88)=0.205, n.s.

Efecto en genotipo F(122)=19.573, p<0.001

A: diferencia significativa en comparacion con el grupo de solucién salina, B: diferencia significativa en comparacion
con el grupo de 0.01 mg/kg, C: diferencia significativa en comparacion con el grupo de 0.04 mg/kg, valores de p
establecidos en <0.05 (para valores de p especificos, vaya a las secciones de resultados) . *: diferencia significativa
entre SERT** y SERT (p <0.05).
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Tabla 4: Efectos de F13714 sobre el comportamiento sexual de ratas macho Wistar
SERT**y SERT”. N =12/ grupo.

Dosis de F- 0 mg/kg 0.0025 mg/kg 0.01 mg/kg 0.04 mg/kg 0.16 mg/kg ANOVA de una via
13714, mg/kg A B C D E
Efecto en dosis
Parametros | Media +SEM Media +SEM Media +SEM Media £SEM Media +SEM
medidos
# E SERT +/+ | 1.33+0.30 2.91+0.31 2.41+0.43 2.75+0.46 1.41+0.41 F(4,55)= 3.607, p<0.05
A A A
SERT -/- | 0.33+0.18 0.25+0.17 0.66+0.30 1.08+0.35 1.33+0.44 F(a55)= 2.230, p=0.078
AB
ANOVA una via * * * * ns
genotipo por | F(122)=7.615,  F(122)=54.680,  F(122)=10.156,  F(1,22)=8.118,
dosis p<0.05 p<0.01 p<0.01 p<0.01
Efecto en dosis F(4,88)=3.287, p<0.05
ANOVA 2 vias | Efecto en dosis * genotipo F(4,88)=4.810, p<0.01
medidas repetidas | Efecto en genotipo F(1,22)=20.649, p<0.001
# M 12 serie
SERT +/+ 10.7+1.45 9.6+2.68 12.3+4.11 6.5+1.22 1.6£1.23
SERT -/- 12.5+4.06 13.4+2.63 12.9+4.44 15.3+3.88 1.4+0.4345
AB,C,D
ANOVA una via ns ns ns * ns F(a,115)=4.476, p<0.01
genotipo por F(122)=11.642,
dosis p<0.01
ANOVA 2 vias | Efecto en dosis F(4,88)=2.285, p=0.06
medidas repetidas | No efecto en dosis * genotipo F(sgs8)=1.294, n.s.
Efecto en genotipo F(1,22)=6.943, p<0.05
# 112 serie
SERT +/+ 7.6+1.46 6.0+0.60 5.5+1.17 2.1+0.62 1.1+0.56 F(a,55)= 8.194; p<0.001
AB.C AB,C
SERT -/- 5.9+2.07 4.6£1.53 6.0£1.22 7.16+1.61 2.9+0.88 F(a55)=1.128; n.s.
ANOVA una via ns ns ns * ns
genotipo por F(1,22)=8.305,
dosis p<0.01
ANOVA 2 vias | Dose effect F(,83)=5.308, p<0.01
medidas repetidas | Dose*Genotype effect F(4,88)=3.128, p<0.05
No efecto en genotipo F(122)=0.510, n.s.
Latencia 12 E (s)
SERT +/+ | 853.3+157.3 379.3+£91.56 504.4+178.2 196.3+68.59 215.3+133.4
SERT -/- | 1689.4+75.8 1664+97.59 1411+169.8 1303+186.2 1004+219.3
F(a,115)= 1.293; n.s.
ANOVA una via * * * * *
genotipo por | F(122)=22.922, F(122)=92.148,  F(1,22)=13.568, F(1,22)=31.127,  F(1,22)=9.429,
dosis p<0.001 p<0.001 p<0.01 p<0.001 p<0.01
ANOVA 2 vias | Efecto en dosis F(4,88)=7.604, p<0.001

medidas repetidas

Efecto en dosis * genotipo F(4,88)=1.253, p<0.05
Efecto en genotipo F(122)=62.797, p<0.001
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Latencia 12M (s)
SERT +/+ 155.5+71.6 44.17+19.21 170.8+148.3 369.0+195.7 858.3+221.2
SERT -/-| 619.6+251.7 512.1+227.0 296.4+182.36 327.2+198.8 635.5+221.2
ANOVA una via * ns ns ns ns F(4,115)= 2.315, n.s.
genotipo por | F(1,22)=3.144,
dosis p<0.05
ANOVA 2 vias | Efecto en dosis F(4,88)=3.160, p<0.05
medidas repetidas | No efecto en dosis * genotipo F(488)=1.79, n.s.
Efecto en genotipo F(1,22)=22.47, p<0.001
Latencia 12 (s)
SERT +/+ | 302.6+152.4 120.4+50.65 201.8+146.0 472.2+192.2 945.9£209.2  F(s115)= 4.203, p<0.01
SERT -/- AB,C,D
770.1+262.5 722.86+211.3 319.7+£181.0 342.6+197.0 832.5+234.0  F(s,115)= 1.266, n.s.
ANOVA una via
genotipo por ns * ns ns
dosis F(1,22)=7.682,
p<0.05
ANOVA 2 vias | Efecto en dosis F(s,88)=4.628, p<0.001
medidas repetidas | Efecto en dosis * genotipo F(s,88)=2.298, p<0.05
No efecto en genotipo F(1,22)=1.029, n.s.
IR1 SERT +/+ 35.5+4.4 45.3+4.47 42.248.22 49.8+10.64 37.3+11.99 NA
SERT -/- 16.8+5.1 17.345.19 34.445.47 34.148.11 41.04£11.00
ANOVA una via NA NA NA NA
genotipo por
dosis
ANOVA 2 vias | No efecto en dosis F(s,88)=1.514, n.s.
medidas repetidas | No efecto en dosis * genotipo F(s8s)=1.291, n.s.
No efecto en genotipo F(122)=1.029, n.s.

A: diferencia significativa en comparacion con el grupo de solucion salina, B: diferencia significativa en comparacion
con el grupo de 0.0025 mg/kg, C: diferencia significativa en comparacion con el grupo de 0.01 mg/kg; D: diferencia
significativa en comparacién con los valores de p del grupo 0.04 mg/kg establecidos en <0.05 (para valores de p
especificos, vaya a las secciones de resultados). *: diferencia significativa entre SERT** y SERT" (p <0.05).

Tabla 5: Efectos de S15535 sobre el comportamiento sexual de las ratas macho Wistar

SERT**y SERTdel lote uno. N = 12 / grupo.

Dosis de S-15535 0 mg/kg 0.25 mg/kg 1 mg/kg 4 mg/kg ANOVA una via
mg/kg
Efecto en dosis
Parametros medidios | Media +SEM Media £SEM Media +SEM Media £SEM
# E SERT +/+ | 3.2+0.39 2.4+0.49 2.9+0.45 2.5+0.41 NA
SERT -/- | 1.1+0.32 0.9£0.28 1.0£0.32 1.0£0.31
ANOVA unavia * * * *
genotipo por dosis | F(1,22)=11.851, F(1,22)=6.776, F(1,22)=6.069, F(1,22)=11.380,
p<0.001 p<0.001 p<0.05 p<0.001
ANOVA 2 vias | No efecto en dosis F(366)=0.616, n.s.
medidas repetidas | No efecto en dosis * genotipo F(4,3,66)=0.360, n.s.
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Efecto en genotipo F(122)=21.167, p<0.001

# 112 serie
SERT +/+
SERT -/-

ANOVA una via
genotipo por dosis

ANOVA 2 vias
medidas repetidas

4.5+0.54 4.5+0.73 5.540.97 5.9+1.14 NA
7.0£1.8 7.9+1.20 7.6+1.56 7.0£1.24
NA NA NA NA

No efecto en dosis F(366)=0.827, n.s.
No efecto en dosis * genotipo F(366)=0.525, n.s.
Efecto en genotipo F(122)=3.03, p<0.05

Latencia 12 M (s)
SERT +/+
SERT -/-

ANOVA una via
genotipo por dosis

ANOVA 2 vias
medidas repetidas

18.4+6.85 73.5+38.28 35.2+23.27 11.2+3.13 NA
328.3+198.6 192.3+147.0 176.3+147.8 99.5+55.39
NA NA NA NA

No efecto en dosis F(3,66)=0.982, n.s.
No efecto en dosis * genotipo F(3,66)=0.988, n.s.
No efecto en genotipo F(122)=1.864, n.s.

IR1 SERT +/+
SERT -/-

44.4+6.19 38.7+£5.20 40.3£7.51 44.2+8.0 NA
28.2+6.39 30.615.16 23.54+5.08 31.6+6.3
* ns ns *
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ANOVA una via
genotipo por dosis

ANOVA 2 vias
medidas repetidas

F(1,22)=3.440,
p<0.05

No efecto en dosis F(366)=0.375, n.s.
No efecto en dosis * genotipo F(366)=0.228, n.s.
Efecto en genotipo F(1,22)=6.648, p<0.05

*: significativamente diferente entre SERT**y SERT” (p<0.05).

F(1,22)=3.294,
p<0.05

Tabla 6: Efectos de S15535 en el comportamiento sexual de ratas macho Wistar SERT**y

SERT del lote dos. N =10y N = 11 respectivamente.

Dosis de S-15535 0 mg/kg 0.25 mg/kg 1 mg/kg .4 mg/kg ANOVA una via
mg/kg A B C D .
Efecto en dosis
Pardmetros medidos Media +SEM Media +SEM Media +SEM Media +SEM
# E SERT +/+ 0.70£0.39 1.00£0.47 0.90£0.31 1.00£0.39 NA
SERT -/- 0.54+0.24 0.54+0.31 0.90+0.25 1.36£0.45
ANOVA una via NA NA NA NA
genotipo por dosis
ANOVA 2 vias | No efecto en dosis F(357)=0.582, n.s.
medidas repetidas | No efecto en dosis * genotipo F(357)=0.524, n.s.
No efecto en genotipo F(1,19)=0.031, n.s.
# M SERT +/+ 19.20+1.34 10.70+3.11 20.00+4.03 12.20+3.60
SERT -/- 17.45+2.836 14.18+2.67 17.82+2.40 12.18+3.43
AC
ANOVA una via NA NA NA NA F(3:80)=2.946, p<0.05
genotipo por dosis
ANOVA 2 vias | Efecto en dosis F(357)=3.161, p<0.05
medidas repetidas | No efecto en dosis * genotipo F(357)=0.393, n.s.
No efecto en genotipo F(1,19)=0.002, n.s.
# | SERT +/+ 14.30£3.66 7.70£2.20 12.50£1.56 8.70£3.01 NA
SERT -/- 12.27£2.12 8.36+2.05 13.55%2.15 11.64+4.04
ANOVA una via NA NA NA NA
genotipo por dosis
ANOVA 2 vias | No efecto en dosis F(s57)=1.751, n.s.
medidas repetidas | No efecto en dosis * genotipo F(357)=0.293, n.s.
No efecto en genotipo F(1,19)=0.101, n.s.
Latencia 12 E (5)
SERT +/+ 1458+171.3 1324+203.9 1324+168.4 1254+192.8 NA
SERT -/- 1490+140.6 1440+189.6 1256+149.6 11944196
ANOVA una via NA NA NA NA
genotipo por dosis
ANOVA 2 vias | No efecto en dosis F(357)=2.049, n.s.
medidas repetidas | No efecto en dosis * genotipo F(357)=0.436, n.s.
No efecto en genotipo F(1,19)=0.011, n.s.
Latencia 12 M (s)
SERT +/+ 52.00£15.96 209.5£176.8 56.67+26.87 218.2+176.5 NA
SERT -/- 48.16+11.60 98.48+52.75 24.3245.28 77.22+41.22
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ANOVA una via
genotipo por dosis

ANOVA 2 vias
medidas repetidas

NA NA NA NA

No efecto en dosis F(357)=1.266, n.s.
No efecto en dosis * genotipo F(357)=1.373, n.s.
No efecto en genotipo F(1,10)=0.653, n.s

IR1 SERT +/+
SERT -/-

ANOVA una via
genotipo por dosis

ANOVA 2 vias
medidas repetidas

322.1+27.51 367.7£32.40 401.3+13.31 357.0+15.43 NA
316.8+12.66 354.3+18.20 461.5+93.61 375.6+35.51
NA NA NA NA

No efecto en dosis F(357)=1.197, n.s.
No efecto en dosis * genotipo F(357)=0.564, n.s.
No efecto en genotipo F(1,10)=0.011, n.s

A: diferencia significativa en comparacion con el grupo de solucién salina, C: diferencia significativa en comparacion
con el grupo 1 mg/kg; valores de p establecidos en <0.05 (para valores de p especificos, vaya a las secciones de
resultados). *: diferencia significativa entre SERT**y SERT (p <0.05).
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Figura suplementaria

A ratas SERT*/*

3001

—— F15599 ED50=0.21

200+ — F13714 ED50=0.0065
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%SERT** salina
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Dosis de farmaco (mg/kg)

B ratas SERT/-
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— F15599 ED50=0.165
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3004

200+

%SERT/- salina

1004

0 T T
0.001 0.01 0.1 1
Dosis de farmaco (mg/kg)

Diagrama de curva ajustado para ratas SERT** (A) y SERT" (B). Los datos se normalizaron frente al tratamiento con
solucién salina y se calcul6 la EDso.
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Capitulo 7
Discusion general

La presente tesis aprovechd un modelo de rata animal que se ha desarrollado durante las ultimas
décadas para estudiar el comportamiento sexual y las disfunciones de la eyaculacién (eyaculacion
precoz y tardia; Chan et al., 2008; Olivier et al., 2011; Pattij et al., 2005). Este paradigma se ha
utilizado ampliamente para evaluar varios farmacos psicoactivos (principalmente inhibidores de
la recaptura de serotonina, ISRS) y sus efectos sobre el rendimiento sexual y su potencial para
tratar la eyaculacion precoz, ya que uno de los principales efectos secundarios de los ISRS son el
aumento del tiempo necesario para eyacular (Chan et al., 2010; Heijkoop et al., 2018; Waldinger
& Olivier, 2005). Hoy en dia, la mayoria de los farmacos que se han probado en el pasado
(paroxetina, fluoxetina, sertralina, fluvoxamina, clomipramina, etc.; (Jannini et al., 2002; Jannini
& Lenzi, 2005)), han sido reconocidos como tratamientos eficientes para la eyaculacion precoz.
En la depresion, los ISRS administrados cronicamente tienen efectos secundarios sexuales que
tienen un gran impacto negativo que a menudo conduce a la finalizacion o suspension del
tratamiento, pero es probablemente que este efecto secundario inhibidor sexual sea el que aporta

el valor terapéutico de los ISRS en el tratamiento de la EP..

Uno de los objetivos de este proyecto fue evaluar el uso de una rata modificada genéticamente del
transportador de serotonina (SERT), como un modelo animal que refleja las consecuencias de la
funcion sexual perturbada por la administracion cronica de ISRS y obtener una mayor comprension
de los mecanismos involucrados. Este modelo animal modificado genéticamente también nos
ayudaria a desentrafiar los mecanismos cerebrales y farmacoldgicos relacionados con las

(dis)funciones sexuales.
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Con este fin, evaluamos el comportamiento sexual de un gran numero de ratas macho
genéticamente modificadas del SERT, incluidos los genotipos SERT**, SERT*" y SERT™.
Realizamos varios estudios farmacoldgicos que nos permitieron establecer la rata macho SERT”
como un modelo animal que se parece mucho a los efectos de la exposicion cronica a los ISRS en
el comportamiento sexual en ratas macho. Al mismo tiempo evaluamos los efectos de varios
farmacos (tramadol, antagonista del receptor opioide u y (ant)agonistas del receptor 5-HT1a) con
diferentes perspectivas: 1) para determinar si estos farmacos psicoactivos con sus propias
caracteristicas tenian efectos diferenciales en animales que carecen del transportador de serotonina
en comparacién con las ratas de tipo salvaje y 2) para analizar los mecanismos de accion de esas
drogas en el comportamiento sexual. En esta discusion general, discutimos estos temas desde una

perspectiva mas amplia e hipotetizamos sobre sus contribuciones a nuestra investigacion.
Mecanismos de la (dis)funcion sexual

Las diferencias en la expresion del comportamiento sexual ha sido un objetivo importante de
estudio (Agmo, 1997; Bhasin & Benson, 2006; Larsson, 1956), y con el tiempo se entendié que el
comportamiento copulatorio en ratas macho puede clasificarse y dividirse en (endo)fenotipos
(Pattij et al., 2005). Se ha sugerido que la mayor parte de esta variacion en el fenotipo sexual se
relaciona con los cambios bioquimicos y las diferencias en los grupos neuronales en las areas del
cerebro anterior involucradas en el comportamiento sexual que pueden conducir a la expresion de
estas categorias copuladoras o endofenotipos (Olivier et al., 2006; Pattij et al., 2005; Waldinger &
Olivier, 2005). Es bien conocido que areas como el area preoptica medial del hipotdlamo (MPOA),
la amigdala postero-dorsal (MePD), el nicleo dorsal anterior de la amigdala medial (MeAD), el
nucleo predptico medial (MPN), el nucleo del lecho de la estria terminal (BNST), entre muchos

otros y varios neurotransmisores como el acido gamma-aminobutirico (GABA), 6xido nitrico
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(NO), serotonina (5-HT), etc. estan involucrados en esta regulacion (Dominguez & Hull, 2005;
Hull et al., 2006; Hull & Dominguez, 2007). La participacion de otras areas del cerebro o
neurotransmisores de los que todavia no tenemos amplio conocimiento, es altamente probable y
actualmente no existe ningun farmaco disponible en el mercado que sea capaz de curar las
disfunciones sexuales (como la eyaculacién precoz o tardia), lo que indica fuertemente que los
modelos actuales para entender la (dis) funcion sexual estan lejos de ser completos. En el capitulo
2, evaluamos si las diferencias en la organizacion anatomicay funcional de los sistemas sensoriales
estan involucradas en la regulacion del comportamiento sexual. EI comportamiento sexual no solo
depende de las acciones de las estructuras neurales tradicionalmente estudiadas e involucradas en
la motivacién y la implementacion del comportamiento sexual y reproductivo, sino que también
depende de las contribuciones de las estructuras neurales responsables del procesamiento de la
informacidn sensorial (Georgiadis, 2012; Georgiadis & Holstege, 2005; Ruytjens et al., 2007).
Encontramos que el reclutamiento neuronal cortical entre animales con diferentes niveles de
comportamiento sexual es diferente; Estas diferencias se encontraron principalmente en el area
conocida como la representacion genital en la corteza somatosensorial (S1, grupos neuronales que
responden a la estimulacidn sensorial en los genitales). En nuestra investigacion, los animales que
pueden considerarse eyaculadores normales y rapidos (que pueden parecerse a la eyaculacién
precoz, Pattij et al., 2005), tienen representaciones corticales mas grandes de los genitales en S1,
y los que se consideran eyaculadores lentos, no eyaculadores o no copuladores (que pueden
parecerse a la eyaculacion tardia, Pattij et al., 2005; Portillo et al., 2013), tienen una representacion
menor de los genitales en S1. Estos resultados apoyan la idea de que las diferencias en la expresion
del comportamiento copulatorio también estan reguladas por diferencias morfo-funcionales en las

vias sensoriales; por lo tanto, es importante incorporar el concepto de "representaciones corporales
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de tamario relativo en la corteza somatosensorial primaria (S1)" y su correlacion con la importancia
funcional de los segmentos corporales caracterizados para la comprension de los mecanismos de

la funcion sexual.

Las diferencias encontradas en el tamafio relativo de la representacion genital cortical en S1 en los
diferentes genotipos sexuales, nos llevan a reflexionar sobre los mecanismos de origen. Las
representaciones funcionales en la corteza cerebral estan moduladas por un tono inhibitorio
GABAeérgico (es decir, inhibicion lateral, Derdikman et al., 2003b; Lehmann et al., 2012; Sato et
al., 2008). Cuando el tono de la inhibicion lateral es alto, la representacion funcional del area
corporal estimulada se reducira (Porter & Nieves, 2013), y sucede lo contrario cuando el tono
inhibitorio es bajo (C. I. Moore et al., 1999). Por lo tanto, estas diferencias encontradas en el
tamano de las representaciones genitales corticales de animales con diferentes categorias sexuales
pueden reflejar diferencias importantes en la morfologia y la funcion de las interneuronas

GABAérgicas (por ejemplo, tono inhibitorio).

Modelo animal para simular la disfuncién sexual inducida por ISRS: efectos del bloqueo del

transportador de serotonina en el comportamiento sexual masculino

La eyaculacion precoz es una de las disfunciones sexuales masculinas mas prevalentes (Bettocchi
et al., 2008; Metz et al., 1997). Se ha recolectado evidencia considerable para identificar y obtener
conocimiento sobre su etiologia (Metz et al., 1997; Waldinger, 2005), pero hasta ahora no existe
un tratamiento que cure o sea 100% efectivo por si solo (Jannini & Lenzi, 2005; Rosen & Althof,
2008; Waldinger, 2007). Esto sugiere que el modelo anatomico que poseemos ahora para
comprender una funcion (dis) sexual, como la EP, aln no estd completo y se necesitan mas

estudios. Aunque la eyaculacion tardia es menos frecuente que la EP, su impacto en la calidad de
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vida de los hombres es tan importante como en la EP (Jannini et al., 2002; Rowland et al., 2010;

Waldinger et al., 1998).

Para abordar la EP, los expertos en esta area han puesto especial atencion en los inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), que ejercen efectos secundarios sobre la funcion
sexual, v.g. disminucion de la libido y aumento de la latencia de la eyaculacion (Higgins et al.,
2010). Si bien los ISRS pueden ser un tratamiento relativamente eficiente para la EP, conllevan
algunas desventajas: 1) toma un minimo de al menos dos semanas antes de que se observen los
efectos (Ferguson, 2001; Uphouse & Guptarak, 2010) y 2) su administracion cronica trae efectos
secundarios, como un aumento de la latencia de la eyaculacidon, y aunque este efecto fue buscado
por este tratamiento, los efectos secundarios pueden aumentar hasta un punto en el que el
comportamiento sexual no puede realizarse en absoluto (sin eyaculacion o falta de motivacion) y

puede ser el hacer que los pacientes suspendan el tratamiento (Waldinger, 1998).

El modelo de rata noqueada del transportador de serotonina se ha caracterizado previamente y se
han descrito las consecuencias funcionales de las alteraciones del sistema serotoninérgico en los
paradigmas conductuales (Homberg et al., 2007). Los animales SERT” tienen una exposicion
cronica a niveles extracelulares extremadamente altos de serotonina en el cerebro (Homberg et al.,
2007), lo que los convierte en un buen candidato para un modelo que se asemeja a la administracion
cronica de ISRS (Chan et al., 2011; Olivier et al., 2011). En el capitulo 3, reunimos todos los datos
basales producidos durante las sesiones de capacitacion de nuestro trabajo experimental; probamos
un gran nimero de animales modificados genéticamente del SERT (SERT*" y SERT') y los
comparamos con ratas de tipo salvaje (SERT**). Aunque se ha propuesto previamente que estos
animales podrian usarse como modelo animal de disfuncion sexual cronica inducida por ISRS

(Chan et al., 2011); demostramos que la diferencia en la funcion sexual entre los animales SERT**
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y SERT” puede ser detectada desde la segunda semana en que las ratas macho fueron evaluadas
sexualmente. Aunque se demostro previamente que, a nivel molecular y neuroquimico, SERT**
son diferentes de las ratas SERT*"y SERT, nuestros resultados (que han sido corroborados en
cada estudio farmacol6gico) muestran que no hay diferencia entre SERT**y SER*", al menos a
nivel del comportamiento sexual. Esto podria deberse a un mecanismo de compensacion que los
animales SERT*" han desarrollado, ya que estos animales tienen solo el 50% de los transportadores
presentes, lo que sugiere que se necesita una disponibilidad minima de transportadores 5-HT para

poder realizar el funcionamiento sexual normal (Olivier et al., 2011).

Una vez més, nuestro estudio ilustré la importancia de la serotonina en la expresion del
comportamiento sexual masculino, ya que se conoce gue un aumento o disminucion en los niveles
y la actividad de este neurotransmisor puede inhibir o facilitar el comportamiento (Hull et al.,
2004; Olivier et al., 2019; Waldinger & Olivier, 2005). Los datos anteriores (Homberg et al., 2007)
mostraron que las ratas SERT tienen niveles extracelulares de serotonina aumentados en el
cerebro en comparacion con las ratas SERT**, y que este alto nivel de la serotonina se produjo
junto con una disminucion en el rendimiento del comportamiento sexual de ratas macho que
aparentemente no puede compensarse incluso cuando se proporciona un entrenamiento extenso
(Chan et al., 2011). Los animales SERT”" han cambiado la sensibilidad del receptor 5-HTia
(Olivier et al., 2008) y estos receptores son clave en la expresion del comportamiento sexual
porque los agonistas del receptor 5-HT1a lo estimulan (Snoeren et al., 2014). La administracion
cronica de ISRS desensibiliza los receptores 5-HT1a (revisado en: Olivier et al., 2011) y aumenta
los niveles de serotonina extracelular que podrian ser responsables de la menor frecuencia de

eyaculacion; en conjunto, estos efectos muestran que la rata SERT” macho es un modelo animal
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que se asemeja a la disfuncion sexual inducida por la administracion crénica de ISRS (Chan et al.,

2011).
Estudios farmacolédgicos en modelos animales y tratamiento de la disfuncion sexual.

Algunos de los tratamientos mas comunes y relativamente exitosos para la eyaculacion precoz son
los productos farmacéuticos (principalmente ISRS), que se dirigen al SERT y varios receptores 5-
HT (Bettocchi et al., 2008; Jannini & Lenzi, 2005). Aungue estos tratamientos han demostrado
modificar significativamente la neurotransmision de serotonina cuando se administran de forma
cronica, pueden desarrollar efectos contrarios a los esperados, como una dificultad para eyacular
y, por lo tanto, algunos pacientes pueden terminar abandonando el tratamiento (Jannini & Lenzi,
2005; Waldinger, 1998). Para lograr los efectos farmacoldgicos esperados de estos medicamentos,
es necesario dosificarlos de forma cronica, pero al mismo tiempo pueden surgir efectos
secundarios que conduzcan a la disfuncién sexual (Montejo-Gonzalez et al., 1997; Waldinger,
1998), llevando a la busqueda de mejores tratamientos y especialmente aquellos “a demanda” para

facilitar el curso del tratamiento (Waldinger, 2006).

En los capitulos 4 y 5 de esta tesis investigamos los efectos del tramadol, cominmente utilizado
como analgésico (Matthiesen et al., 1998; Sheikholeslami et al., 2016), como un tratamiento
supuestamente agudo a demanda de la eyaculacion precoz, estableciendo al mismo tiempo que su
mecanismo de accion predominante en la correccion de la disfuncion sexual se debe
principalmente a sus propiedades inhibidoras del transportador de serotonina. Primero (capitulo
4) realizamos un conjunto de experimentos en ratas macho de la cepa Wistar de tipo salvaje y
seguimos con estudios en los animales SERT** y SERT™ (capitulo 5) para explorar mas a fondo
si los efectos agudos del tramadol sobre la funcidn sexual estan relacionados con su ISRS y tiene

muy poco que ver con sus propiedades como agonista del receptor opioide p 0 antagonista del
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receptor de noradrenalina. Reportamos que dosis agudas de tramadol de hasta 40 mg/kg (IP) no
tienen ningun efecto sobre el comportamiento sexual en animales que muestran niveles normales
de comportamiento sexual. Sin embargo, cuando se administré una dosis muy alta (50 mg/kg IP),
el tramadol inhibid el comportamiento sexual. Para evaluar los posibles mecanismos de accion de
este farmaco, intentamos antagonizar sus efectos con WAY100,635 (un antagonista del receptor
5-HT1a) y naloxona (un antagonista del receptor opioide p); ambos farmacos no tuvieron efectos
intrinsecos sobre el comportamiento sexual cuando se administraron en animales de tipo salvaje.
Cuando tramadol, a una dosis seleccionada que por si sola no altera el comportamiento sexual, se
combindé con WAY100,635 (1 mg/kg), encontramos una disminucion robusta en el
comportamiento sexual, lo que respalda la hipotesis de que el tramadol posee un mecanismo
inhibitorio de recaptura de 5-HT que afecta el comportamiento sexual. Una dosis baja de naloxona
(10 mg/kg) tuvo algunos efectos antagonistas menores cuando se combino con la dosis inhibidora
de tramadol (50 mg/kg), lo que sugiere que el receptor opioide p puede estar jugando un papel
menor en este efecto. De acuerdo con este hallazgo, la morfina, un fuerte agonista del receptor de
opiaceos p inhibe el comportamiento sexual masculino en ratas (Agmo & Paredes, 1988; McIntosh

et al., 1980); un efecto que puede ser antagonizado por la naloxona.

En este primer conjunto de experimentos, nuestros resultados indican que los efectos inhibitorios
del tramadol sobre el comportamiento sexual después de la administracion aguda y en dosis altas
estan mediados principalmente a través de su componente ISRS, aunque un pequefio efecto de su
mecanismo agonista de opioides p también podria estar contribuyendo a este efecto inhibitorio
(Olivier et al., 2017). Para investigar mas a fondo si la propiedad ISRS del tramadol desempefid
un papel principal en los efectos inhibitorios sobre el comportamiento sexual o si los fuertes efectos

observados después de una dosis alta aguda fueron el resultado de otros mecanismos de accion de
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este farmaco, evaluamos el tramadol en animales SERT*"y SERT™. La falta de SERT excluiria
el componente ISRS en el mecanismo de accion del tramadol en sus efectos inhibidores sexuales
y seria de gran ayuda para desentrafiar el mecanismo de accion principal del tramadol;
basicamente, repetimos los experimentos realizados en el capitulo 4, incluidos estos animales. Para
nuestra sorpresa y contrario a lo que esperabamos (debido a la falta de SERT, pensamos que el
tramadol deberia tener muy poco o ningun efecto en los animales SERT™), las altas dosis agudas
de tramadol (IP) inhibieron significativamente el rendimiento sexual de todos los genotipos SERT,
con la dosis mas alta de 50 mg/kg casi reduciendo la actividad a cero. Estos hallazgos replicaron
nuestros resultados anteriores con animales de tipo salvaje (Capitulo 4, Olivier et al., 2017). Por
lo tanto, nos centramos en obtener una mayor comprension acerca de si los efectos observados
después de la administracion de tramadol en el comportamiento sexual fueron una consecuencia
de sus efectos inhibidores de la recaptura de 5-HT o la accion del receptor de opiaceos Y. Los
efectos de todos los farmacos y dosis utilizados en el experimento (tramadol, WAY 100,635,
naloxona y combinaciones) en ratas heterocigotas SERT*" no se desviaron realmente de los de
SERT*", por lo que no utilizamos los datos SERT*" y no se discutiran mas aqui. Presumimos que
el agonismo para el receptor de opidceos p presente también en el tramadol podria haber causado
la inhibicion de la accion sexual en las ratas SERT. De ser asi, podria esperarse que la naloxona
hubiera antagonizado la disminucion en el comportamiento sexual en ratas SERT” inducida por
el tramadol. Sin embargo, la dosis de 20 mg/kg de naloxona que usamos no pudo contrarrestar el
efecto del tramadol sobre la frecuencia de eyaculacion y no tuvo mas efectos inhibidores sobre
otros pardmetros sexuales. Este resultado sugiere que la sensibilidad del sistema opioide p en el
cerebro de las ratas SERT no es diferente debido a la ausencia de SERT. Hasta ahora, no hay

datos disponibles sobre la sensibilidad del sistema opioide de las ratas SERT™, pero la evidencia
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en ratones SERT sugiere que la sensibilidad a los efectos analgésicos del agonista de opioides p
no ha sido alterada (Hall et al., 2011). En conjunto, esto sugiere que hay otras propiedades del
tramadol que tienen una contribucion mas importante a sus efectos inhibitorios sobre las
actividades sexuales masculinas que el sistema opioide. El tramadol tiene efectos de recaptura del
transportador de noradrenalina que también deben considerarse (Frink et al., 1996; Rojas-Corrales
et al., 1998). Otra posibilidad es que los transportadores de noradrenalina (NET) hayan asumido
(al menos en cierta medida) el papel de SERT para compensar la pérdida del transportador en la
rata SERT™. Existe alguna evidencia de que estos animales SERT” tienen sistemas
catecolaminérgicos que se han adaptado para compensar una neurotransmision serotoninérgica
alterada (Berend Olivier et al., 2011). Es necesario realizar mas experimentos para descartar el
papel de NET en los efectos observados de tramadol; la evidencia preliminar con atomoxetina (un
inhibidor de NET, datos no mostrados), no sefialé diferencias en el comportamiento sexual en ratas
SERT**y SERT", lo que sugiere que los efectos del tramadol se deben principalmente a cambios

en el sistema serotoninérgico.

En general, los datos recopilados respaldan la idea de que la accién inhibitoria del tramadol sobre
el comportamiento sexual proviene principalmente del bloqueo del transportador de serotonina, un
mecanismo que en los ISRS es responsable del aumento de la latencia de la eyaculacién, lo que
hace que el tramadol sea un buen candidato para tratar la EP en varones humanos, aunque los

efectos secundarios pueden ser mas extensos o diferentes de los ISRS solos.

Finalmente, durante toda la trayectoria del presente trabajo, hemos enfatizado la relevancia de los
receptores 5-HT1a en la regulacion del comportamiento sexual. En el capitulo 6 investigamos y
tratamos de comprender mejor su papel mediante el uso de dos diferentes agonistas preferenciales

del receptor 5-HT1a en animales SERT** y SERT"". Como se ha descrito, la estimulacion de este
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receptor mejora la actividad sexual, y en este capitulo nos enfocamos en animales que durante sus
sesiones de entrenamiento realizaron un nivel sexual relativamente bajo, de modo que pudiéramos
evaluar si los farmacos de seleccidn tenian un efecto pro sexual. Luego utilizamos dos agonistas
preferenciales del receptor 5-HT1a, el agonista del selectivo del autorreceptor 5-HT1a, F13714
(Assié et al., 2006; Becker et al., 2016) y el agonista selectivo del heteroreceptor 5-HT1a, F15599
(Becker et al., 2016; Newman-Tancredi et al., 2009), y los probamos en ratas SERT** y SERT™".
Algo sorprendente, fue que ambos compuestos indujeron actividad pro sexual en ratas SERT**,
pero para F13714 la curva de respuesta a la dosis para el efecto pro sexual en ratas SERT” se
desplazd hacia la derecha en comparacion con las ratas SERT**. Se conoce que la estimulacion
de los receptores 5-HT1a por agonistas no selectivos del receptor 5-HT1a como 8-OH-DPAT,
flesinoxan, buspirona y otros, tienen efectos pro sexuales en ratas salvajes (Olivier et al., 1999;
Snoeren et al., 2014 para revision), pero hasta ahora no hay estudios que evallen las contribuciones
selectivas de los autorreceptores o heterorreceptores 5-HT1a (0 ambos). Un tercer compuesto
evaluado fue S15535, un agonista del receptor 5-HT1a selectivo al autorreceptor y un antagonista
selectivo del heterorreceptor 5-HT1a, que no tuvo ningun efecto sobre el comportamiento sexual
masculino de las ratas SERT** y SERT™, concluyendo que este compuesto en particular se
comporta principalmente como un ligando silencioso del receptor 5-HT1a en el comportamiento

sexual de las ratas macho.

Previamente se demostréque 8-OH-DPAT, un agonista no selectivo del heterorreceptor y del
autorreceptor 5-HTa (Larsson et al., 1990), posee efectos pro sexuales muy fuertes dependientes
de la dosis (Chan et al., 2011; Mos et al., 1991). Estos efectos pueden ser antagonizados por el
antagonista del receptor 5-HT1a WAY 100,635, que es un compuesto silencioso en animales de

tipo salvaje (de Jong & Neumann, 2015). EI 8-OH-DPAT tiene efectos pro sexuales en ratas macho
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SERT” (Chan et al., 2011), aunque la curva dosis-respuesta encontrada se desplazd hacia la
derecha en comparacion con las ratas SERT**, como nuestros resultados con F13714. Estos
resultados hacen que la explicacidn en términos del mecanismo del auto y heterorreceptor 5-HT1a
sea algo dificil de interpretar. Aunque es posible que el agonista preferencial del receptor 5-HT1a
postsinaptico F15599 muestre alguna actividad agonista presinaptica del autorreceptor, este
farmaco no parece ser la herramienta especifica para activar selectivamente los heterorreceptores
5-HT1a postsinapticos. La falta de efecto conductual de S15535 en los animales SERT** 0 SERT-
" también trae consigo interpretaciones problematicas. Aunque los resultados de los experimentos
realizados no arrojaron las respuestas que estdbamos buscando en términos de la funcion y los
mecanismos de los receptores, en investigaciones previas realizadas en agresion (de Boer &
Newman-Tancredi, 2016) con los mismos farmacos y en otros experimentos con animales SERT"
I asi como con otros agonistas del receptor 5-HT1a (Olivier et al., 2008), encontramos que: 1) a
pesar de que el comportamiento sexual y la agresion comparten la mayor parte de su sustrato
neurobioldgico (Jan G Veening et al., 2005), podria ser posible que diferentes grupos neuronales
jueguen diferentes roles para la expresion de estos conjuntos particulares de comportamiento; 2)
puede haber dos grupos de receptores 5-HT1a regulados diferencialmente en ratas SERT™; esto
también se ha encontrado en la regulacién autonoma de la temperatura corporal y el estrés (Olivier

et al., 2008).
Conclusiones y perspectivas

En conclusion, encontramos que existe una representacion anatomica y funcional de los 6rganos
genitales externos en la corteza somatosensorial primaria (S1) de la rata macho, cuya area de
activacion funcional en la region de los genitales externos de S1 varia de acuerdo con la latencia

de eyaculacion, siendo mayor en ratas con latencias eyaculatorias cortas o intermedias. Esta es una
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informacion muy valiosa para incorporar en la comprension de las diferencias en la expresion del
comportamiento sexual y la posible participacion en el desarrollo o la aparicion de disfunciones
sexuales. El area de activacion funcional debe tenerse especialmente en cuenta y utilizarse en
posibles nuevos desarrollos de terapias conductuales que involucren informacion sensorial para
tratar la eyaculacion precoz y tardia. EI modelo animal propuesto y estudiado para examinar los
efectos cronicos de la exposicion a los ISRS en el comportamiento sexual se ha validado ain mas.
Los animales SERT*- muestran comportamientos sexuales similares a los animales SERT**y, por
lo tanto, no pueden usarse como modelo para la exposicién cronica a los ISRS. Por otro lado, las
ratas macho SERT tienen un patron sexual muy bien definido y estable que nos permite estudiar
los efectos de la exposicién a niveles de 5-HT extracelulares en el cerebro durante toda la vida en

el comportamiento sexual.

De los diferentes farmacos estudiados, tenemos que concluir que ain necesitamos realizar muchos
estudios para desarrollar un medicamento que se pueda recetar como un tratamiento “a demanda”
para la eyaculacion precoz. Por ejemplo, el tramadol puede ser de uso agudo, pero la dosis
necesaria puede ser muy alta o sus efectos secundarios (adiccion) son problematicos. Algunos
agonistas preferenciales del receptor 5-HT1a podrian ser Utiles para el tratamiento “a demanda”
para mejorar la capacidad de un hombre de desempefiarse mejor sexualmente, pero los

mecanismos subyacentes a tales efectos necesitan mas investigaciones.

A pesar de que en el campo de la salud sexual ha realizado una extensa investigacion durante las
ultimas decadas, muchas preguntas permanecen sin respuestas, especialmente las relacionadas con
disfunciones sexuales. Aunque se conoce mucho sobre los mecanismos neurobioldgicos
implicados en la expresion normal de la conducta sexual, la comunidad cientifica no ha podido

identificar completamente la etiologia de las anormalidades en el campo de la investigacion en
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humanos. Es necesario dedicar mas investigacion al tema de la disfuncion sexual en hombres y

mujeres (aunque esta tesis se centrd en el hombre) y tratar de disefiar y seguir realizando

experimentos que puedan arrojar algo de luz sobre los mecanismos y problemas (desconocidos)

en el campo de rendimiento sexual.

Tabla 1. Tabla de resultados principales de los capitulos experimentales (2- 6)

Resultados capitulo 2
Sujetos Estimulo Fenotipo Latencia de % de representacion
eyaculacion en Sl con respecto al
tronco
Ratas macho Estimulacion L.C. Corta (510+38s) 16%
Wistar tactil en area L.I. Intermedia (830+34s) | 16%
wildtype genital con L.L. Lenta (1507+60s) 8%
brocha N.E. No eyaculadores 1%
N.C. (>1800s) 4%
No copuladores
Resultados capitulo 3
Sujetos Entrenamiento | Genotipo | Conducta Sexual
Ratas macho Pruebas de SERT** Despliegue normal de conducta sexual
Wistar entrenamiento
SERT*, sexual SERT*" Despliegue normal de conducta sexual
SERT*"y
SERT” SERT” Despliegue anormal de conducta sexual
Resultados capitulo 4
W Mecanismo Conductas
Farmaco
Ratas macho E M I LE LM LI
Wistar
wildtype
Tramadol (T) ISRS, agonista
receptor d, * * ¢ ¢ ¢ ¢
IRN
Naloxona (N) antagonista _ _ _ _ _ _
receptor u
WAY100,635 Antagonista _ _ _ _ _ _
receptor
5-HT1a
Paroxetina (P) ISRS

T+NvsT

WAY +P

€> |

>
>

> =>| |
2> =1
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Resultados capitulo 5

Farmaco Mecanismo Genotipo Conductas
E M I LE LM LI
Tramadol (T) | ISRS, ista | SERT **
ramado RS, Sg)ornf a ¢ @ @ A A A
IRN sert | N | N | W N AN IA
Naloxona (N) antagonista | SERT ** | _ _ _ _ _ _
receptor
SERT™ @ - - - - -
WAY100,635 Antagonista | SERT ** | _ _ _ _ _ _
t
g}cﬁgg serT [Ny | W | W N AN A
T+WAY vs T SERT™ [y | § | Y A A A
skt [N N N AN AN A
T+Nvs T SERT™ [y | § | Y A A A
serT | = | N | - - | =
T+WAY+N vs SERT ** @ @ @ ¢ ¢ ¢
T
serT (NN LN AN AN A
Resultados capitulo 6
Farmaco Mecanismo Genotipo Conductas
E M I LE LM LI
. +/+
F13714 égggtlgtra& SERT ¢ @ @ ¢ _ ¢
HT1A serT | AN | W | = | = N v
(autorreceptor)
F15599 Agonist SERT **
eplrs A - Y- - -
HTia (hetero | SERT" | AN | — V| - | - | -
receptor)
$15535 Agonista SERT 7 | _ @ _ _ _ _
receptor 5-
HT1A SERT" —_ * — —_ —_ —_
(autorreceptor)
Antagonista
receptor 5-
HT1a (hetero
receptor)
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Tabla que condensa los resultados principales de los capitulos experimentales. Para mayores detalles sobre
posibles mecanismos involucrados referir a la seccion de discusion de cada capitulo.
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