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RESUMEN

El incremento en los niveles plasmaticos de los corticosteroides supramenales se ha ascciado con fallas
en la funcion reproductiva de la mayoria de |as especies de vertebrados, tanto en los machos como en las
hembras. En Ios machos, la conducta sexual parece ser el evento reproductivo mas vuinerable a los
efectos de! estrés, principalmente el social, pero los efectos que tienen otros estresores scbre esta
conducta han sido poco estudiades. Por lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron: observar el efecto
de diferentes estresores aplicados tanto aguda como crénicamente sobre la conducta sexual de la rata
macho, evaluando si los estresores, independientemente de su naturaleza, provocan las mismas
alteraciones en esta conducta. Asimismo, se analizo ¢l efecto del estrés sobre los niveles plasmaticos de
testosterona y corticosterona y el efecto de esta Gltima hormona sobre la conducta sexual masculina. Esto
con ¢! fin de determinar si las alteraciones de la conducta sexual del macho por efecto del estrés estan
relacionadas con modificaciones en los niveles plasmaticos de esas hormonas. Tambien se estudié la
participacién de las p-endorfinas en ias alteraciones que el estrés causa en [a conducta sexual masculina.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, sexualmente expertas, los cuales se asignaron
aleatoriamente a uno de los siguientes grupos (n=10 cada uno): inmovilizacion durante dos horas (IMOV-
2Y; inmovilizacién durante seis horas {(IMOV-6); inmersidn en agua fria (IMS), choques eléctricos aplicados
en las patas (CHEP) y grupo control. Los estresores se aplicaron durante veinte dias consecutivos y en
los dias 1, 4, 8, 12, 15y 20 de estrés se evalud la conducta sexual. Los parametros sexuales registrados
fueron: latencias y nimero de montas, de intromisiones y de eyaculaciones;, intervalo posteyaculatorio;
tasa de aciertos, asi como intervalo interintromisién. Al término del Gitimo registro conductual, se
cuantificaron los niveles plasmaticos de testosterona y corticosterona. En otros grupos de ratas sometidas
a los mismos estresores se evaluaron los niveles plasméticos de corticosterona, al inicio de la fase
luminosa y de la fase obscura del ciclo de luz/obscuridad. También se evalud la ganancia de peso
corporal de las ratas estresadas y controles. Al término de los dias mencionados, se obtuvieron ias
glandulas suprarrenales, las vesiculas seminales y y testiculos para pesarios. En otros machos se analizé
el efecto de diferentes dosis de corticosterona (0.5, 1, 2 y 4 mg) scbre la conducta sexual masculina y
sobre los niveles plasmaticos de corticosterona y de testosterona. Por dltimo, se evalud la conducta
sexual en machos sometidos a estrés por IMS y por CHEP, a los que previamente se les habia
administrado naltrexona (1.5 y 3 mg/Kg).

Se observarcn alteraciones en 1a conducta sexual masculina dependientes del tipo de estresor. La IMS y
ios CHEP provocaron incrementos significativos en las latencias de monta y de infromision, asi como en
el intervalo interintromision (componente motivacional ) y en las latencias de eyacutacion. El nimero de
montas se incrementd y la tasa de aciertos disminuyo (eficiencia copulatoria); también disminuyo la
frecuencia eyaculaloria en 30 minutos (potencial copulatorio). El estrés por IMOV-2 afecté de manera
inconsistente el nimero de montas y la tasa de aciertos. El estrés por IMOV-6 practicamente no tuvo
ningdn efecto inhibitoric. Los estresores IMS y CHEP provacaron disminucisn significativa en los niveles
plasmaticos de testosterona. La corticosterona plasmética se modificd de manera dependiente del
estresor y de la duracién del estrés. EI estrés por IMS causéd incremento significativo en los niveles
plasméticos de esta hormona en ambas fases del ciclo de luz/obscuridad del vivarium, a partir del dia 4 de
estrés, y se mantuvieron elevados durante el resto de los dlas. El estrés por CHEP no medifict los niveles
sanguineos de esta hormona en ningln dia en ninguna de las fases del ciclo. El estrés por IMOV-2 e
IMOV-6 provocd aumento en los niveles plasmaticos de corticosterona sdlo cuando las ratas se
expusieron a estos estresores al inicio de ta fase luminosa del ciclo. El peso de las suprarenales aumentd
en las ratas sometidas a CHEP y a IMS durante 20 dias. Los pesos de los testiculos no se modificaron, y
los pesos de ias veslculas seminales disminuyeron sélo en las ratas sometidas a IMS durante 20 dfas. La
ganancia promedio de peso corporal fue menor en las ratas sometidas a estrés. La administracion de
corticasterona no reprodujo los efectes del estrés por IMS y CHEP sobre la conducta sexual masculina y
los niveles de testosterona, aln cuando los niveles de corticosterona se Incrementarcn de manera dosis-
dependiente. La naltrexona previno totalmente los efectos del estrés por CHEP y por IMS sobre Ia
conducta sexual masculina y los niveles de testosterona. Estos resultados muestran que las
maodificaciones conductuales y hormonales en respuesta al estrés durante 20 dias dependen del tipo de
estresor utilizado y que dichas alteraciones conductuales no se deben al incremento en la corticosterona
plasmatica, sino a la liberacién de p-endorfinas, posiblemente a nivel central. Estos opicides también
parecen estar involucrados en la disminuclén de la testosterona plasmatica por efecto del estrés,
contribuyendo a la alteracion de la conducta sexual masculina en la rata.



SUMMARY

The increase in the plasmatic levels of adrenal corticosteroids due to stress has been related
with the impairment of reproductive function in most of vertebrate species, both in males and
females. In males, masculine sexual behavior seems to be the most vulnerable to the effects of
stress, mainly social stress. However, the effetcs of other stressors on masculine sexual
behavior have been poorly studied. The aim of this study was to evaluate the effects of different
stressors applied both acutely and chronically on masculine sexual behavior in male rats, as
well as on plasmatic levels of corticosterone and testosterone. The effects of corticosterone on
masculine sexual behavior and testostercne, and the participation of endogenous B-endorphins
in the effects of stress on masculine sexual behavior were also studied.

Male adult Wistar rats, sexually experienced, were randomly assigned to one of the following
groups (n = 10, each): immobilization during 2 hours (IMOV-2), immobilization during & hours
(IMOV-8); immersion in cold water (IMS), electrical foot shocks (CHEP} and control group.
Stressors were applied during 20 consecutive days and masculine sexual behavior was
assessed on days 1, 4, 8, 12, 15 and 20 of stress. Sexual parameters evaluated were: mount,
intromission and ejaculation latencies, numbers of mounts and intromissions, ejaculatory
frequency, post-ejaculatory period, hit rate, and interintromission interval. At the end of the last
test of masculine sexual behavior (day 20 of stress), plasmatic levels of testosterone and
corticosterone were quantified. In other groups of rats exposed to the same stressors, plasmatic
levels of corticostercne were quantified, both when ligths on and when off. Adrenal glands,
seminal vesicles and body weights were evaluated. In other groups of rats, corticostercne was
administered (0.5, 1, 2 and 4 mg) during & consecutive days and its effects on sexual behavior
and testosterone levels were analyzed. Finally, masculine sexual behavior was assessed in rats
stressed by CHEP and by IMS which were previously reated with naltrexcne (1.5 or 3 mg/Kg).
Stressor-dependent alterations in masculine sexual behavior were observed. Mount and
intromission latencies, as well as interintromission interval (motivational component of sexual
behavior) and ejaculation latencies (ejaculatory threshold) were increased significantly by CHEP
and by IMS. The ejaculatory frequency (copulatory potential) and the number of mounts were
also increased, while the hit rate (copulatory efficiency) decreased. Stress by IMOV-2 and by
IMOV-6 altered, atthough inconsistently, the number of mounts and hit rate. IMS and CHEP
stress caused a significant decreased in the plasmatic levels of testosterone. Regarding
plasmatic levels of corticosterone, IMS increased significantly this hormone in both phases of
light’dark cycle from day 4 of stress, and remained rised in all evaluated days. CHEP did not
alter corticosterone in any of the evaluated days. IMOV-2 and IMOV-6 increased the plasmatic
levels of corticosterone only when rats were stressed at the begining of light phase but not when
stressed in the dark phase. Adrenal hyperthrophy was oberved in rats stressed by CHEP and by
IMS at 26™ day of stress. Seminal gland weights of males submitted to IMS were smaller than
those of control group after 20 days of stress. Testis weights were not affected by any of the
stressors used. Body weight gaining were less in stressed rats. Corticosterone administration
did not reproduce the effects of stress by IMS or by CHEP on both masculine sexual behavior
and plasmatic testosterone. The opicid antagonist naltrexone prevented the effects of stress by
CHEP and by IMS on masculine sexual behavior and the levels of testosterone in plasma.
These results show that both behavioral and hormonal alterations due to stress during 20
consecutive days depend on the nature of the stressor used, and behavioral alterations are not
related with the increase in the plasmatic levels of corticosterone. The alterations in masculine
sexual behavior provoked by IMS and CHEP stressors in the male rat could be explained by the
release of P-endorphins. These endogencus peptides could also be responsible for the
decrease in plasmatic levels of testosterone by stress, thus contributing to altering masculine
sexual behavior in the male rat. '



INTRODUCCION

E! t&rmino estrés se ha descrito como un estado de homeostasis alterada o
equilibrio alterado. Las fuerzas que causan esta alleracidn se conocen como
estresores, mientras que los mecanismos que se activan para neutralizar los efectos
de los estresores y reestablecer la homeostasis son conocidos como respuesta

adaptativa (Chrousos et al, 1988; Johnson et al, 1992).

Desarrolio histérico del concepto de estrés.

En 1878, el fisidlogo francés Claude Bernard propuso la teoria de que los
organismos se hacen mas independientes del medio que los rodea mediante el
desarrollo de formas mas complejas para estabilizar su medio interno, permitiéndoles
contrarrestar los efectos de los cambios del medio externo. Asf, establecid que la
constancia en la composicidn de lo que llamd “medio interno” es la condicibn mas
importante para la existencia de una vida libre e independiente. En los animales
superiores, el medio interno corresponde at plasma y al liquido intersticial que bafia a
las células, proveyéndolas de los nutrientes y las condiciones éptimas para su
funcionamiento (Bernard, 1878).

A principios del siglo XX, Walter Cannon extendié esta teoria proponiendo que los
seres vivos se comportan como sistemas termodinamicos abiertos y designé como
“homeostasis” al conjunto de mecanismos fisiolégicos con los cuales el animal
mantiene un equilibrio dinamico con su medio interno, independientemente de las

constantes fluctuaciones del medio que los rodea (Cannon, 1929).



Cannon demostré experimentalmente que el sistema simpético-suprarrenal era el
responsable de coordinar la respuesta de “fuga o lucha”, necesaria para enfrentar los
retos externos y que las alteraciones tanto fisicas como emocionales podian
desencadenar esta respuesta del organismo. Ademas, propuso la existencia de un nive!
critico de estrés, en términos de magnitud y duracién, contra el cual los mecanismos
homeostaticos fallan y el organismo perece. Cannon crefa que la susceptibilidad de
cada organismo al estrés critico varia de acuerdo a sus condiciones generales y a las
fluctuaciones normales y patoldgicas de la existencia en un ciclo de vida comin
{Cannon, 1929).

El primer paso importante hacia el desarrollo de una teorfa biclégica del estrés fue
dado por Hans Selye. Este cientifico aleman propuso que cuando el organismo es
desviado de su estado normal de reposo, sufre una condicién a la que denominé
estrés. Esta desviacién puede ser minima o, por el contrario, tan acentuada que puede
poner en riesgo la vida (Selye, 1950). Selye sostenia que una variedad de estimulos
adversos (estresores) tales como las lesiones quirirgicas, las heridas, el ejercicio
muscular, las toxinas, la exposicion al frio o al calor, asi como privacién de alimento,
provocan en el organismo una respuesta inespecifica llamada estrés, que se relaciona
con el desarrollo der estados patolégicos (Selye, 1936). Selye observé que en los
animales estresados, la respuesta al estrés se caracterizaba por el aumento invariable
en los niveles de corticosteroides en la sangre, independientemente de la naturaleza
del estresor. Selye propuso que esta respuesta inespecifica de estrés constituye la
base de un sindrome general de estrés, al que llamé sindrome general de adaptacion
(SGA), considerado como el resultado del cimulo de respuestas biolbgicas

inespecificas. Este sindrome se desarrolla en tres etapas: una “reaccion de alarma”



inicial, caracterizada por una descarga simpatica-adrenomedular inmediata; ésta es
seg’uida de la “etapa de resistencia”, caracterizada por la activacion del eje hipotalamo-
hipéfisis-suprarrenal, a través de la secrecién del factor liberador de la corticotropina en
el hipotalamo (CRF; Guillemin y Rosenberg, 1955, Saffran et al, 1955), el cual a su vez
estimula en la adenohipdfisis la liberacién de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH).
En esta etapa el individuo es biologicamente capaz de enfrentar las demandas
fisiologicas del estrés. Si el estrés continia, el individuo entra a la “etapa de
agotamiento” del sistema biolégico de defensa. Durante esta etapa final, se desarrollan
diferentes patologias asociadas con el estrés proiongado, que pueden llevar al
individuo a la muerte (Selye, 1946).

A medida que la investigacion en la neuroendocrinologia fue avanzando, el concepto
de Selye sobre la respuesta inespecifica de estrés fue cada vez més cuestionado y
eventualmente rechazado. Uno de los primeros en revisar el concepto de respuesta
inespecifica del eje hipotalamo-hipéfisis-suprarrenal durante las situaciones de estrés
fue Mason, quien demostré que el patron de las respuestas hormonales difiere de un
tipo de estresor a otro. Asi, el estrés emocional provoca incremento en el nivel
plasmético de corticosteroides supramenales, pero la elevacion de la temperatura
ambiental no tiene este efecto, sino por el contrario, la concentracidon plamatica de
corticosteroides disminuye y se mantiene asi mientras la temperatura ambiental
permanece elevada. Con ésto se demostré que la respuesta de la glandula suprarrenal
no es una reaccion inespecifica a todos los estresores (Mason, 1968). Evidencias
adicionales muestran que la respuesta de la corteza suprarrenal no es la misma para
todos los estresores. El estrés por inmovilizacién en los carneras causa incremento en

los niveles plasmaticos de corticosteroides cinco veces mayor que el nivel control,



mientras que el aislamiento causa incremento en los niveles plasmaticos de
corticostercides tres veces mayor que los niveles de los controles. La exposicion al
estrés social no provoca aumento en los niveles de estas hormonas (Moberg et al,
1983).

Aunque la teoria de Selye se enfocé principalmente al papel de la corteza
suprarrenal, enfatizando la secrecion de corticosteroides durante el estrés, su
contribucién ha sido fundamental para la comprensién de la respuesta bioldgica de
estrés.

La teoria contemporanea en la biologia del estrés conceptualiza un “sistema de
estrés”, integrado por estructuras neuroanatémicas que funcionan para provocar
cambios conductuales, fisioldgicos y bioquimicos dirigidos al mantenimiento de la
homeostasis {(Chrousos et al, 1988). La respuesta del organismo durante el estrés tiene
componentes conductuales, auténomos y endocrinos que involucran al. sistema
nervioso central, al sistema nervioso simpatico y la médula suprarrenal, asf como al eje
hipotalamo-hipéfisis-corteza suprarrenal, los cuales actiian coordinadamente para
regular las funciones homeostaticas y conductuales de los organismos (Tilders y'
Berkenbosh, 1986) y poder asi neutralizar los efectos nocivos de los estresores (Gold et
al, 1988a; 1988b). En la periferia, las divisiones simpdtica y corticosuprarrenal del
sistema de estrés tienen acciones integradoras adicionales. Estas incluyen
interacciones complementarias y permisivas de los glucocorticoides y de las
catecolaminas en la regulacién y el mantenimiento de la homestasis metabdlica y

cardiovascular {Bohus et al, 1983; Rivier y Vale, 1983).



Reostasis.

Si bien el término homeostasis ha sido un concepto basico de la fisiologia durante
los Gltimos cien afios, recientemente este concepto ha sido evaluado de manera critica
sobre la base de que el organismo no siempre busca la constancia de su medio interno,
es decir, no siempre reacciona previniendo el cambio. Por el contrario, algunas veces
los mecanismos fisiologicos 1o promueven activamente y permiten cambios en los
niveles sometidos a regulacién, modificando el nivel de referencia del controlador,
conduciendo asi a un hivel diferente de ia sefial regulada. El término que define el
cambio en los niveles regulados es el de “reostasis” (Mrosovsky, 1990). Dichos
cambios en las variables fisiolégicas ocurren antes de que los estimulos ambientales
afecten al organismo, lo que brinda ventajas con respecto a un sistema que so6lo
responde cuando las perturbaciones han ocurrido. De ta misma manera, en situaciones
en las que el costo energético de mantener una variable en un nivel constante puede
ser muy alto, el permitir su variacion ofrece ventajas adaptativas. En estas situaciones,
la transicion de un punto de regulacién a otro se da a través de mecanismos que
gobiernan dicha transicion de manera precisé. Es por ello que se ha propuesto a la
reostasis como un mecanismo de regulacion fisioldgica diferente de la homeostasis
(figura 1).

Mrosovsky definié a la reostasis como la fisiologia de! cambio y propuso dos tipos de
respuesta: la programada y la reactiva. La reostasis programada parece controlar
conductas que dependen de cambios estacionales en la disponibilidad del alimento. Tal
es el caso de! metabolismo y del peso corporal en los animales que hibernan, lo mismo

que las migraciones de los animales, que también se presentan durante el invierno.
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Figura 1. Para peﬁniﬁr la reostasis, las seiflales externas inciden scbre el modelo de
referencia del controlador, lo cual permite un cambic en el nivel de regulacién de una
variable y promueven una adaptacién regulada. Este proceso es caracteristico de la
anticipacién a las perturbaciones sobre el organismo que requieren modificacién del
estado homeostitico.

De igual modo, en las diferentes estapas reproductivas de todas las especies se
ponen en marcha mecanismos reostaticos que controlan procesos tales como el inicio
de la pubertad, el peso corporat durante el ciclo estral, el incremento de la temperatura

corporal durante la fase litea del ciclo menstrual y durante la lactancia, la

osmoregulacion durante el embarazo, etc.



La reostasis reactiva se presenta como respuesta comun a estresores tales como
los agentes patogenos, las lesiones, el estrés psicogénice, la privacidn de alimento y la
escasez de agua. En estas situacicnes los niveles sometidos a regulacién cambian
rapidamente, en cuestion de horas o menos, lo que tiene valor adaptativo para lograr la

sobrevivencia atenuando el estrés (Mrosovsky, 1990).

Respuesta adaptativa al estrés.
Clasificacion de los estresores.

La respuesta adaptativa al estrés parece depender de la calidad (fisico o
emocional), de la intensidad y de la duracién (agudo o crénico} del estimulo, asi como
de la constitucidén y estado del organismo (De Wied, 1980). Los estresores fisicos
incluyen las alteraciones del medio interno (anoxia, hipoglucemia, etc) o condiciones
externas extremas (frio, calor), asi como estresores mixtos (estimulos nocivos,
enfermedades, lesiones, ejercicio). Los estresores psicolégicos afectan la emocion,
producienda miedo, ansiedad o frustacidn y se encuentran entre los activadores mas
potentes del eje hipotadlamo-hip6fisis-suprarrenal (Levine et al, 1972; Mason, 1968;
Selye, 1950). Cabe mencionar que los estresores pueden ser mixtos y entonces actuar
en combinacién, Los estresores mas utilizados en los experimentos cientificos son el
ejercicio, la inmovilizacion, la exposicién al frlo, Ja inmersién en agua, los choques
eléctricos, la privacién de alimento y la anestesia (con diferentes tipos de anestésicos),
el hacinamiento, las situaciones que generan ansiedad y la exposicién a situaciones
novedosas. Todos estos estresores activan de manera efectiva al eje hipotalamo-

hipbfisis-suprarrenal.



En general, la respuesta adaptativa al estrés involucra una reorientacion tanto de la
conducta como del metabolismo para la obtencidn de energia a partir de fuentes
alternativas (Chrousos et al, 1988). La adaptacion conductual es visualizada como la
facilitacion de las vias neurales adaptativas, y la inhibicién de las no adaptativas, que le
permiten al organismo enfrentarse con mas ventajas al estimulo estresante. Estas
respuestas. conductuales incluyen el aumento de los umbrales sensitivo y cognoscitivo,
incremento del estado de alerta, aumento de la memoria selectiva (Bohus et al, 1983),
analgesia (Terman et al, 1984), asi como supresion de la ingesta de alimento (Britton et
al, 1982) y de la conducta reproductiva (Sirinathsinghji et al, 1984, Sirinathsinghji, 1986;
1887). La adaptacién periférica se refiere a la provisién de energia necesaria para
enfrentar a los estresores e involucra cambios en los substratos energéticos desde los
sitios de almacenamiento hacia la sangre, y cambios t_:ardiovasculares adecuados. Los
glucocorticoides, la epinefrina (E) y la norepinefrina (NE) inhiben la absorcidn celular de
glucosa, el aimacenamiento de acidos grasos y la sintesis de proteinas en los sitios de
almacenamiento, y estimulan la liberacién de los substratos energéticos, incluyendo la
glucosa, los aminodcidos y los 4cidos grasos libres desde el higado, el mascufo vy el
tejido graso respectivamente (Munck et al, 1984; Yates et al, 1980). Simultaneamente,
se suprimen los procesos anabdlicos tales como la digestidn, el crecimiento, la

reproduccidn y la funcitn inmunolégica (Krieger, 1982).

Mecanismos de la respuesta de estrés.
Sistema Nervioso Auténomo.
Los dos componentes principales de la respuesta general adaptativa son el eje

hipotalamo-hipofisis-corteza suprarrenal y el sistema locus coeruleus-sistema nervioso
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simpatico-médula suprarrenal (Geld et a!, 1986; Nauta y Feirtag, 1986). Las neuronas
del locus coerulaus, localizadas en el tallo cerebral, se activan con estimulos adversos.
Durante él estrés agudo por ejercicio fisico, inmovilizacion, exposicién al frio o
inmersién en agua, se incrementa la velocidad de disparo de las neuronas
noradrenérgicas del locus coeruleus, con la consiguiente liberacién de NE hacia
diferentes léreas del cerebro, como son la corteza cerebral, el sistema Iimbico, el
hipotdlamo y el tailo cerebral {Stanford, 1993). Esta activacidn neurona! se ha
reconocido como el componente central de la reaccién de alarma {Foote et al, 1980;
Stanford, 1893). Al mismo tiempo, la activacidn del locus coeruleus durante el estrés
estimula en ia médula suprarrenal, via la divisidn simpatica del sistema nervioso
auténomo, la secrecién de E y NE hacia la sangre, asl como la liberacién de NE desde
las terminales nerviosas simpaticas (Tilders y Berkenbosh, 1986) estas vias se
muestran en la figura 2.

La expasicion cronica intermitente a un misma estresor (ejercicio, inmobilizacion o
exposicién al frio) durante varios dias o semanas, incrementa la velocidad de sintesis
de catecolaminas y aumenta la concentraé:ién de catecolaminas en la médula
supramrenal (Kvetfiasky et al, 1977, Kvetfiansky et al, 1984), y disminuye su liberacién
{McCarty y Stone, 1984; Stanford, 1893). Durante e! estrés crénico lgs niveles
plasmaticos de cateco-laminas se incrementan, alcanzan un pico y declinan antes de
que cese el estrés (Tilders y Berkenbosh, 1986; Stanford, 1993). A nivel del locus
coeruleus, sin embargo, a exposicién cronica al estrés parece incrementar la liberacién

de NE (Stanford, 1993).
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Figura 2. Interrelacién funcional del eje hipotilamo-hipéfisis-suprarrenal con el sistema
locus coeruleus-norepinefrina. Estos son los principales efectores centrales de la
respuesta de estrés. En la periferia, ambos sistemas actian a través de los
glucocorticoides de la corteza suprarrenal y de las catecolaminas de la médula
suprarrenal. Se cree que los glucocorticoides regulan ambos sistemas de la respuesta
de estrés para evitar las consecuencias de una exposicién prolongada o excesiva. Las
lineas continuas representan los efectos estimuladores y las lineas punteadas los
efectos inhibidores. CRF=factor liberader de la corticotropina, ACTH=hormona
adrenocorticotrépica; SNS=sistema nervioso simpatico; E=epinefrina; NE=norepinefrina.



Las cantidades relativas de E y NE que secreta la médula suprarrenal durante el
estrés parecen depender del tipo de estresor, o del tipo de emocidn que éste provoca.
Asl, la secrecién de E se ha relacionado con situaciones que provocan mieda, mientras
que la ira o la agresion correlacionan con €l incremento en la liberacion de NE y E (Ax,
1953). La inmovilizacion provoca aumento en los niveles plasméticos de E y NE,
mientras que un estresor leve como fa manipulacién, causa incremento de la E
plasmatica (Axelrod y Raisine, 1984).

Ademas de las catecolaminas, la médula suprarrenal almacena y libera péptidos
opidceos en especies como el ser humano, el buey y el perro (Evans et al, 1983) y es
posible que estos opioides suprarrenales regulen la liberacion de catecolaminas
suprarrenales (Van Loon et al, 1981; Giraud et al, 1982), ademas de la liberacién de

corticosteroides de la corteza suprarrenal {Leslie et al, 1985).

Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Suprarrenal.

La respuesta al estrés estd asociada también con e! incremento en los niveles
plasméticos de los glucocorticoides. La secrecién de estos esteroides de la corteza -
suprarrenal esta bajo el control de la ACTH que, junto con las B-endorfinas, es liberada
del 16bulo anterior de la hipdfisis en respuesta a diferentes estresores (Schedlowski et
al, 1995), A su vez, [a secrecién de ACTH y s-endorfinas es regulada por e! CRF (Munk

et al, 1984, Stanford, 1993), como se muestra en la figura 3.

Factor liberador de la corticotropina (CRF). Este péptido de 41 aminoacidos es

sintetizado por las neuronas del nicleo paraventricular (Bloom et al, 1982), las cuales
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Figura 3. Representaclén esquemditica de la regulacién del eje hipotalamo-hipdfisis-
suprarrenal. El CRF es e! efector principal que facilita la respuesta conductual y
perlférica al estrés estimulando, en dltima instancia, la secreci6n de glucocorticoldes. La
activacién de las neuronas secretoras de CRF parece estar regulada por vias centrales
inhibidoras y excitadoras centrales, asi como por multiples asas de retroalimentacion
negativa. Las lineas continuas representan efectos estimuladores y las fineas punteadas
representan - efectos Inhibidores. CRF=factor liberador de la corticotropina;
POMC=proopiomelanocortina; ACTH=hormona adrenocorticotrépica; DA=dopamina;
NE=norepinefrina; E=epinefrina; 5-HT=serotonina; ACh=acetil colina; GABA=acido gama
amino butirico; BZD=benzodlazepina.



se proyectan hacia la eminencia media y liberan esta hormona al sistema porta-
hipofisiario, a través del cual es transportada hacia la hipdfisis anterior. Ahi estimula a
los corticotropos para que sinteticen y secreten ACTH. Otro grupo de neuronas
productoras de CRF en el nucleo paraventricular envian proyecciones hacia el locus
coeruleus, donde estimulan la actividad eléctrica neuronal (Valenting et al, 1986).
También se ha detectado CRF en el tallo cerebral, en el mesencéfalo, en el cuerpo
estriado, en el hipocampo, en la corteza cerebral, en la médula espinal, en los ganglios
simpaticos y en la médula suprarrenal (Suda et al, 1984). Esta amplia distribucion de
CRF y sus receptores en el sistema nervioso central le permite a este péptido un amplio
rango de efectos metabdlicos, cardiovasculares y conductuales.

Esta neurchormona estimula la locomocion en ambientes familiares y, en ambientes
extrafios, provoca una postura de “congelacidon” (Sutton, 1982). Ei CRF estimula
también el cifateo, el acicalamiento (Morely y Levine, 1982), el erguimiento, la agresién
{Koob et al, 1994) y disminuye la conducta sexual (Sirinathsinghji, 1987, Doman y
Malsbury, 1989), la ingesta de alimento (Morely et al, 1982), e! suefio (Demura, 1994} y

la conducta exploratoria (Berridge y Dunn, 1989; Takahashi et al, .1 980).

Hormona Adrenocorticotrépica (ACTH). La proopiomelanocortina (POMC) es la
prohormona de la ACTH (Mains et al, 1877). La POMC es sintetizada, ademas de la
hipéfisis, en diferentes zonas del cerebro: en el nicleo arcuato del hipotalamo, en la
zona incerta, en el septum lateral, en el nicleo acumbens, en el tlamo periventricular,
en la substancia gris periacueductal, en el locus coeruleus, en el nicleo del tracto
solitario, en la formacién reticular, en la estria terminal y en la amigdala medial

(Sawchenko et al, 1984). También se sintetiza en el tracto gastrointestinal y en los
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organos reproductivos (Shu-Dong et al, 1982, Boitani et al, 1986). En la hipéfisis la
POMC se rompe en ACTH y en una B-lipoproteina, la cual a su vez se rompe en
fragmentos, uno de los cuales es la p-endorfina (Feldman et al, 1997).

La ACTH es transportada por la circulacién sistémica hasta la glandula suprarrenal,
donde estimula la sintesis y secrecion de glucocorticoides, de aldosterona, asi como de
andrégenos adrenales. La ACTH tiene también efectos conductuales, pues incrementa
la atencion, la motivacion, el aprendizaje y la memoria (De Wied, 1980). Ademas, altera
la conducta social en la rata, reduciendo la interaccion social y }a agresibn. Asimismo,
induce el acicalamiento ante los estimulos novedosos o estresantes (Gispen et al,

1873) y reduce la exploracién en ambientes novedosos (File, 1978).

Glucoco_rticoides. La ACTH act(a en la corteza suprarrenal estimulando, a través
del incremento en los niveles intracelulares de AMPciclico, la actividad enzimatica de
una lipasa que cataliza el rompimiento de la cadena lateral del colesterol, con io que se
iniciar la sintesis de hormonas corticosteroides {Haynes y Berthet, 1957; Gill, 1972,
Yates et al, 1980). Por otra parte, bajo la accién estimuladora de la ACTH, los
glucocorticoides son liberados de la corteza suprarrenal hacia la circulacion general.
Aproximadamente el 95% del cortiso! circulante estd unido a una a-globulina flamada
transcortina. La pequedia fraccion libre de cortisol en el plasma es,[a fraccién activa que
ejerce retroalimentacion negativa sobre la liberacién de CRF y ACTH (Siiteri et al,
1982). Estas hormonas ejercen muchos y muy variados efectos sobre la funcion
cardiovascular, el metabolismo y el sistema inmune (Chrousos et al, 1988). Los

glucocorticoides actdan en el higado incrementando las sintesis de las enzimas que



favorecen la gluconeogénesis (sintesis de glucosa a patir de aminoacidos). La glucosa
sintetizada “de novo” es liberada a la circulacion general. Los glucocorticoides inhiben
ademas la absorcion de glucosa y de aminoacidos por el masculo, y a su vez, éste
libera sus aminoacidos a la circulacién. Los glucocorticoides también estimulan la
movilizacién de acidos grasos desde el tejido adiposo. Estos efectos metabdlicos dan
como resultado el incremento de los niveles de glucosa sanguinea, aumentando la
disponibilidad de energia para el sistema nervioso. Asimismo, los glucocorticoides
inhiben la respuesta inflamatoria, incrementan la presién arterial normal y provocan
inmunasupresion (Yates et al, 1980).

Las acciones de los glucocorticoides en el sistema nervioso central estan mediadas
por dos tipos de receptores, | y il. Los receptores del tipo | se encuentran
principaimente en las neuronas del septum y del hipocampo y su funcion es modular
las respuestas a los estimulos ambientales y emocionales, con los consecuentes
cambios en la conducta y en la actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-suprarrenal. Estos
receptores tienen alta afinidad por la corticosterona y el cortisol (Reul y DeKloet, 1985).
Los receptores del tipo Il para glucocorticoides se encuentran en altas concentraciones
en el hipotilamo, particularmente en las néuronas CRF del nicleo paraventricular.
También se localizan en areas cerebrales que contienen POMC, tales como el nticleo
arcuato, el hipocampo, el septum lateral, la amigdala y el nicleo del tracto solitario. En
estas regicnes, es posible que estos receptores participen en las respuestas
conductuales, neuroendécrinas y autondmicas del estrés (Sapolsky et al, 1986; De
Kloet y Jogls, 1991). Durante €l estrés, la ocupacion de los receptores de tipo | cambia
minimamente, mientras que la ocupaciéon de los receptores de tipo II aumenta

considerablemente (Reu! et al, 1983). Los glucocorticoides ejercen retroalimentacion
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negativa, suprimiendo en la hipdfisis la secrecién de ACTH y en el hipotalamo, la
secrecidn de CRF a través de los receptores de tipo Il (Keller-Wood y Dallman, 1984).
Por su parte, la ACTH y las $-endorfinas inhiben la secrecién de CRF en ef hipotalamo
{Calogero et al, 1988). Estos mecanismos le permiten al organismo mantener estables
los niveles circulantes de glucocorticoides y al mismo tiempo le dan al sistema nervioso

la capacidad de responder a los estresores en todo momento.

Variaciones circadicas en los niveles plasmaticos de glucocorticoides. En los
seres humanos, asi como en ofras especies animales, la actividad del eje hipotalamo-
hipbfisis-corteza suprarrenal varia de manera circadica. En el humano, los niveles
plasmaticos de cortisol se encuentran en su maximo al amanecer y después van
declinando progresivemente hasta llegar al minimo cuando comienza Ja noche
(Atcheson y Tyler, 1875; Horrocks et al, 1980). En los animales de habitos nocturnos,
como la rata, se observa un patron invertido en los niveles plasmaticos de
corticostercides, con un pico de corticosterona al inicio de la fase de obscuridad, antes
del periodo de actividad nocturna; los valores mas bajos en los niveles plasmaticos de
coricosteroides se presentan al inicio de la fase luminosa del ciclo de luz/obscuridad
(Critchlow et al, 1863).

Las variaciones circddicas observadas en los glucocorticoides se deben a la
ritmicidad circadiana del eje hipotdlamo-hipéfisis-suprarrenal (Engeland et al, 1977) y
se ha demostrado que la sensibilidad de la corteza suprarrenal a la ACTH varia
también de manera circadica (Dallman et al, 1978; Engeland et al, 1981, Ferrari et al,

1982; Amsterdam et al, 1989). Asimismo, la liberacidn de ACTH a diferentes estimulos



estresantes en las ratas es mayor al inicio de la fase de luz (cuando la actividad
espontidnea es minima), y la respuesta es minima al inicio de la fase de obscuridad
(cuando la actividad espontinea es maxima; Engeland et al, 1977). Asirrﬁsmo. la
sensibilidad de los corticotropos hipofisiarios a los corticosteroides en la rata cambia
con la hora del dia, siendo mayor en la mafiana (cuando los niveles estan en el minimo)

y menor en la noche (cuando los niveles estan en el maximo; Akana et al, 1986).

Consecuencias del estrés sobre la funcién reproductiva.

La respuesta endécrina del estrés no se limita solamente a la activacion del eje
hipotAlamo-hipéfisis-corteza suprarrenal y del sistema locus coeru!eus-simpético—
médula suprarmenal, sino que también involucra al sistema hipotalame-hipdfisis-gonada.
La actividad reproductiva es una de las principales funciones que se alteran e inactivan
durante las respuestas de adaptacién a diferentes estados de estrés. Debido a las
complejas interacciones entre el cerebro, la hipéfisis, las génadas y los érganos blanco
en la regulacién del sistema reproductor, tanto femenino como masculino, éstos son
sensibles a cualquier desajuste provocado por agentes o esﬂmﬂlos nocivos que actien
a diferentes niveles. Los agentes ambientales que afectan la funcién gonadal (ovarica o
testicular), lo hacen principalmente a nivel del sistema nervioso central, provocando asi
un desajuste en el patrén de secrecion de las hormonas gonadotropicas hipofisiarias
yfo de la conducta reproductiva (Armstrong, 1986).

Los sistemas responsables de la reproduccion, del crecimiento y de la inmunidad
estan ligados directamente al sistema de estrés, y cada uno de ellos es influenciado por

los efectores de la respuesta de estrés. El estrés crénico puede tener consecuencias
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fisiclogicas y conductuales, las cuales afectan el bienestar del individuo. Estas incluyen
el envejecimiento acelerado, la inmunosupresién, el retardo del crecimiento, asi como
la supresion de la funcién reproductiva.

En 1946, Selye sugirid que la exposicién cronica a los estresores incrementa la
aclividad del eje hipotalamo-hipéfisis-suprarrenal y concomitantemente deprime la
actividad de! eje hipotalamo-hipéfisis-génada. Desde entonces la atencion se ha
enfocado en el papel que tienen los glucocorticoides en la mediacién de la disfuncién
reproductiva inducida por el estrés y consistentemente se ha observado esta relacién
antagéhica entre los glucocorticoides y las hormonas gonadales en las respuestas de

estrés.

ANTECEDENTES

En los machos, el estrés suprime la secrecién de testosterona (Collu et al, 1979;
1984a; 1984b), asi como la espermatogénesis y la motivacién sexual (Keberne, 1979;
Abbott, 1984, Sapolsky et al, 1986; Rabin et al, 1988). La alteracién de la funcién
reproductiva provocada por el estrés se ha atribuido a algunos de los mediadores
quimicos que son secretados durante estas situaciones, tales como el CRF {Rivier et al,
1988; Rivier y Rivest, 19981), la ACTH (Lépez-Calderén et al, 1990), las s-endorfinas
{Dornan y Malsbury, 1989) y los glucocorticoides (Doerr y Pirke, 1976), los cuales
pueden inhibir la funcién del eje hipotalamo-hipéfisis-génada. Aungue el o los
mecanismos de dicha inhibicion ain no estan totalmente comprendidos, éstos pueden
ser. 1) la inhibicién de la liberacién de la hormona liberadora de gonadotropinas

(LHRH), mediada centralmente por el CRF, los opioides enddgenos vy los
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glucocorticoides (Rivier y Vale, 1984; Rivier et al, 1986; Maclusky et al, 1888), 2} la
disminucién en la capacidad de respuesta de la hipéfisis a la LHRH, mediada por los
glucocorticoides, provocando la disminucion en la secrecién de hormona luteinizante
(LH; Hagino et al, 1969; Rivier et al, 1991); 3) efectos gonadales directos de los
glucocorticoides sobre las gonadas, t;on la subsecuente disminucién en la liberacién de
esteroides sexuales (Bambino y Hsueh, 1981; Orr y Mann, 1990; Orr et al, 1994; Hardy
y Ganjam, 1997) y 4) la resistencia de los tejidos blanco de los esteroides gonadales,
inducida por los glucocorticoides (Ravin et al, 1990); estas vias se muestran en la figura
4.

‘ Se ha propuesto que el mecanismo mas probable de la supresion de la actividad
reproductiva por el estrés involucra al CRF, el cual podria inhibir 1a secrecion de las
gonadotropinas directa yfo indirectamente a través de los opicides endégenos, ya que
el efecto inhibitoric del CRF sobre la secrecion de LH es bloqueado por suero anti -
endorfinas y por antagonistas de restos opioides (Johnson et al, 1992). Otros
mecanismos mediante los cuales la activacién del eje hipotalamo-hipéfisis-suprarrenal
puede alterar la funcién reproductiva durante el estrés es por efectos directos de los
glucocorticoides a diferentes niveles del eje hipotdlamo-hipéfisis-génada. Asi, la
administracion de ACTH o de hormonas suprarrenales como el cortisol reduce la
concentracion plasmatica de LH en los toros (Johnson et al, 1982). De manera similar,
los hombres que reciben terapia con glucacorticoides para tratar ciertas enfermedades
presentan disminucién en la secrecidn de testosterona y alteraciéon en la respuesta de
LH a la LHRH (Ringstrom et al, 1991).Por otra parte, los glucocorticoides disminuyen la

sensibilidad de las células de Leydig a la LH, posiblemente disminuyendo los

receptores testiculares para LH (Charpenet et al, 1982).
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Tejidos Blanco (Cerebro,
tracto reproductor masculino).

Figura 4. Interrelacién funcional entre el eje hipotilamo-hipéfisis-suprarrenat y el eje
hipotalamo-hipéfisis-génada. EI CRF activa al primero y la LHRH al segundo. La
actividad de las neuronas secretoras de LHRH es inhlbida durante el estrés por el CRF
directamente o bien, a través de la liberacién de f-endorfinas del nacleo arcuato. Los
glucocorticoides suprimen la actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-génada a todos los
niveles y en los tejidos blanco de los andrégenos. Las lineas continuas representan
efectos estimuladores y las lineas punteadas efectos inhibidores. CRF=factor liberador
de la corticotropina; LHRH=hormona liberadora de las gonadotropinas; ACTH=hormona
adrenocorticotrépica; LH=hormona luteinizante; FSH=hommona foliculoestimulanta.
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Estas evidencias apoyan la hipdtesis de que la respuesta suprarrenal durante el
estrés altera la reproduccion masculina disminuyendo la sensibilidad de la hipfisis a la

LHRH.

Estrés agudo y neuroendocrinologia reproductiva masculina.

Los estudios realizados en ratas, ratones y seres humanos muestran que el perfil de
las modificaciones hormonales provocadas por la exposicién aguda (desde unos
cuantos segundos hasta tres horas), a esiresores como la inmovilizacién (Torrellas et
al, 1981), los choques eléctricos en las patas (Natelson et al, 1981; Prince y Anisman
1890; Rivest y Rivier, 1991), la exposicién al frio o al éter (Lesniewska et al, 1990), el
ejercicio (Elias et al, 1991), la privacion de alimento (De Boer et al, 1989) o las
situaciones que producen ansiedad en los machos (Schedlowski et al, 1995) esta
caracterizado por el incremento en la secrecidn de CRF, ACTH, n-endorfinas y
corticosterona o cortisol, esto Ultimo segin la especie. Asociados con estos efectos
sobre el eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal, se ha observado que el estrés agudo por
tuido o inmersién en égua (Armario et al, 1988), inmovilizacion (Charpenet et al, 1982,
Lopez-Calderdn et a!, 1990), exposicién a! frio (Lennox et al, 1980), al calor (Siegel et
al, 1981), a la luz (Armario y Castellanos, 1984), a la cirugia (Gray et al, 1978; Frankel y
Ryan, 1981) y la anestesia con nembutal (Ajika et al, 1972) afecta al eje hipotalamo-
hiptfisis-gonada, provocando el aumento de los niveles plasméticos de LH, hormona
foticulo estimulante (FSH), prolactina (Prl) y testosterona en los machos asi estresados.

En especies como el conejo, los macacos y los babuinos ocurre lo contrario, ya que

en estas especies los niveles plasméticos de LH y testosterona disminuyen frente al
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estrés agudo por inmovilizacion (Faraboltini et al, 1978; Sapolsky y Krey, 1988; Norman
y Smith, 1992). En el hamster, el estrés agudo por inmovilizacion no modifica los
niveles de testosterona (Tsuchiya y Horii, 1995a). En los seres humanos los efectos del
estrés agudo por ejercicio son contradictorios, ya que en algunos casos se reporta
disminucion en los niveles plasmaticos de testostercna (Elias et ai. 1991; Tsopanakis et
al, 1994), en otros se observa disminucién en los niveles de esta hormona (Oka y
Hirano, 1987: Wheeler et al, 1994) o no se maodifican (Yap et al, 1996}, debido
prabablemente a diferencias individuales, o bien de las condiciones en que se efectua
el ejercicio (Booth et al, 1989; Tsopanakis et al, 1994). La cirugia (Reiner et al, 1987) y
el estrés psicolégice agudo (Hellerhammer et al, 1985) deprimen los niveles de

testosterona en el plasma y en la saliva.

Estrés crénico y neuroendocrinologia reproductiva masculina.

El estrés crénico {considerado desde seis horas hasta varios dfas) por inmovilizacion
(Collu et al, 1979; Taché et al, 1980; Dobrakovovéa et al, 1882, Collu et al, 1984a;
1984b), los chogues eléctricos intermitentes aplicados en las patas (Rivier et al, 1986,
Ishikawa ef al, 1992), el ejercicio prolongado (Watanabe et al, 1991), la luminacion
constante (Persengiev et al, 1991), el nado forzado en agua fria (Bidzinska et al, 1893),
el ruido, la falta de alimento (De Boer et al, 1989), el hacinamiento y el estrés social
(Morméde et al, 1990; Monder et al, 1994) provocan disminucion en el contenido
hipotalamico de CRF, aumento en los niveles plasmaticos de ACTH y glucocorticoides,
asi como un efecto generalmente inhibitorio sobre la funcion hipéfiso-gonadal en las

ratas macho, a través de la disminucién en los niveles plasmaticos de LH y de
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testosterona. De esta manera, en la rata macho los niveles plasméticos de LH y
testosterona se modifican de manera bifasica, pues en el estrés agudo los niveles de
estas hormonas se elevan en la sangre, mientras que en el estrés crénico disminuyen
{Gray et al, 1978; Taché et al, 1978; Collu et al, 1979; Charpenet et al, 1982; Collu et al,
1984a; 1984b; Taylor et al, 1987; Gonzdlez-Quijano et al, 1991). Esta respuesta
bifasica no se presenta en el hamster, ya que ia testosterona no se modifica durante el
estrés agudo (Tsuchiya y Horii, 1995 a), mientras que durante el estrés cronico el nivel
de esta hormona en la sangre disminuye (Tsuchiya y Horii, 1995b). En los sefes
humanos, el estrés cronico por entrenamiento militar (Opstad, 1994), el ejefcicio intenso
o la privacién de suefic (Remes et al, 1985} durante cinco dias causa la elevacion de
los niveles de cortisol y la concomitante disminucién de los niveles circulantes de
testosterona.

El mecanismo neuroendécrino responsable de fa supresién de la testosterona
parece ser la disminucidn en la secrecion hipofisiaria de LH (Gray et al, 1978; Collu et
al, 1979; Sapolsky, 1988, Gonzalez-Quijanc et al, 1991; Rivest y Rivier, 1991), que
resulta de la inhibicion en la secrecion de la LHRH, mediada centraimente pdr otras
hormonas que son secretadas durante el estrés, especificamente CRF, ACTH, &-
endorfinas y glucocorticoides, y estos dltimos pueden actuar a todos los niveles del eje
hipotalamo-hipd&fisis-gbnada (MacLusky et al, 1988; Barbarino et al, 1989; Johnson et
al, 1992).

Como se sabe, la expresidbn de la conducta sexual masculina depende
principaimente de !a testosterona (Meisel y Sachs, 1994), cuya secrecién se suprime
durante el estrés. Por ello, es probable que las alteraciones neurcendécrinas

provocadas por el estrés afecten directa o indirectamente a la conducta sexual.
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Aunque existen numerosos estudios acerca de la disminucion en la secrecién de
gonadotropinas y de testosterona en los machos por efecto de distintos estresores, en
muy pocos estudios se ha establecido alguna correlacién entre el incremento de los
coricosteroides suprarrenales y la supresién de testosterona y de la conducta sexual
masculina por efecto del estrés. Se ha reportado que &l incremento de los esteroides
suprarrenales, ademds de suprimir los niveles circulantes de andrégenos, pueden
inhibir conductas reproductivas y territoriales en los anfibios {(Kime et al, 1980; Moore y
Miller, 1984), en los reptiles (Tokarz, 1987), en las aves (Wingfield, 1985) y en los
mamiferos (Moberg, 1985; Sapolsky, 1987; Colborn et al, 1991).

La inhibicién de la conducta sexual masculina se ha estudiado principalmente en el
contexto del estrés social. Los m?chos subordinados de ia mayoria de los grupos
sociales experimentan estrés debido a su baja posicion social, pues estan sujetos a los
atagues y amenazas de los animales de mayor rango. Por lo tanto, los machos
subordinados no despliegan conductas reproductivas como lo hacen los animales
dominéntes. Keverne (1979) ha descrito que cuando un mono macho es colocado en
un grupo social constituido por machos adultos y hembras receptivas, los machos
dominantes exhiben un aumento en sus conductas agresiva y sexual, ias cuales
coinciden con el incremento en las concentraciones plasméticas de LH y de
testosterona. En contraste, en los machos subordinados no aumenta la conducta
sexual o la agresiva, ni los niveles de LH o de testosterona. Sin embargo, cuando un
- macho subordinado es transferido de su grupo a un nuevo grupe social, constituido
solamente por él y por hembras en estro, aumentan las concentraciones plasmaticas
de LH y testosterona; en ausencia de otros machos que compitan con él, exhibe una

conducta sexual normal.
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Esta tesis se avoca basicamente al estudio de los efectos que el estrés causa sobre
la conducta sexual masculina en la rata, por lo que a continuacion se describe dicho

patrén copulatorio.

Conducta sexual masculina de la rata.

La conducta sexual masculina en la rata esta caracterizada por una serie de montas,
con o sin insercién del pene en la vagina, que se presentan aproximadamente cada 30
a 90 segundos y que culminan con la eyaculacién. La hembra receptiva responde a
cada monta con una lordosis, que es una dorsoflexién con elevacién de la zona
perineal, permitiendo al macho el acceso a la vagina (Larsson, 1978).

En presencia de una hembra receptiva, un macho adulto, vigoroso y sexuatmente
experto inmediatamente se acerca a ella y la monta. Durante la monta, el macho apoya
una de sus patas traseras en el suelo y con sus patas delanteras palpa los flancos de la
hembra antes de iniciar movimientos pélvicos rapidos. Esta palpacién tiende a
intensificar la postura receptiva de la hembra. En las montas no hay insercidon del pene
en la vagina y el macho desmonta a la hembra lentamente (Meisel y Sachs, 1994).

A diferencia de las montas, durante la intromisién si hay insercién del pene en la
vagina. En la rata es dificil observar la intromision y en este caso lo que se evalda es el
patrén motor que estd asociado con la insercién del pene en la vagina. Los patrones de
intromisién se distinguen conductualmente de las montas por la presencia de
movimientos pélvicos profundos seguidos de una desmonta violenta, durante la cual las
patas delanteras del macho hacen un movimiento tateral rapido. La duracién promedio
de cada intromision es de 300 mseg en !a rata (Peirce y Nuttal, 1961). Durante la
intromisién la hembra no sélo responde con una lordosis, también mueve su regién
perineal hacia el macho para facilitar ta intromision (Meisel y Sachs, 1994). Después de

cada intromision, el macho acicala sus genitales. Entre una intromisién y otra hay un
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intervalo de tiempo de 15 a 90 segundos. Comdinmente, el macho alcanza la
penetracidn peneana vaginal en el 50 a 80 % de las montas. Después de seis a doce
intromisiones, ocurre la eyaculacién. El patrén eyaculatorio se caracteriza por
movimientos pélvicos espamaédicos durante unc a tres segundos, dependiendo de la
serie copulatoria de que se trate {Peirce y Nuttal, 1961). La expulsién del semen ocurre
en un periodo de tiempo muy breve, coincidiendo con uno o dos movimientos pélvicos.

La eyaculacion es seguida de una desmonta lenta y un movimiente lateral de las patas

delanteras. La eyaculacion ocurre después de seis a doce intromisiones y es seguida

de un intervalo de autoacicalamiento genital, después del cual el macho entra en un
periodo de inactividad sexual que dura de cinco a diez minutos y que se cohoce como

periodo o intervalo pcsteya_culatorio. Después de este periodo el macho vuelve a

montar a la hembra iniciando otra serie copulatoria compuesta de un ndmero menor de

intromisiones y eyacula por segunda vez. Este patrén conductual se repite por cinco a

diez veces (o mas) antes de que el macho llegue a la saciedad sexual (Larsson, 1978,

Bitran y Hull, 1987, Meisel y Sachs, 1994).

El cardcter estereotipado del patrén copulatorio de la rata macho ha permitido
estandarizar un grupo de indicadores conductuales que permiten evaluar la expresion
de 1a conducta sexual masculina de forma cuantitativa. En un registro de conducta
sexual en ratas machos, los pardmetros que se evaldan son los siguientes:

+ Latencias de monta y de intromision. Es el tiempo que pasa desde la introduccién de
la hembra a la arena de apareamiento hasta la primera monta {(LM) o intromisi6n (LI),
identificada cada una por sus respectivos patrones motores.

+ Nimero de montas y de intromisiones. Es el numero de montas (NM} o de
intromisiones {NI} que se presentan antes de cada eyaculacion.

+ Latencia de eyaculacion (LE). Es el tiempo que transcurre desde la primera

intromisién hasta la eyaculacién dentro de una serie copulatoria.
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« Intervalo posteyaculatorio (IPE). Es el tiempo transcurrido entre ia eyaculacién de
una serie copulatoria y la primera intromisién de la siguiente serie copulatoria.

También se calculan algunos indices que son:

« Tasa de aciertos o Hit rate (HR), también definido como eficiencia copulatoria. Es el
numero de intromisiones dividido entre el namero de intromisiones més el nimero de
montas que se presentan antes de una eyaculacion.

e Intervalo interintromisién promedio (lil). Es el intervalo de tiempo que hay entre cada
intromision en una serie copulatoria. Este se calcula dividiendo la latencia de
eyaculacion entre el némero de intromisiones.

o Frecuencia de eyaculacién. Es el nimero de eyaculaciones que tiene un macho
durante un tiempo determinado de observacién de la conducta sexual masculina
(Meisel y Sachs, 1994).

A la serie de eventos conductuales que se presentan desde la primera monta o
intromision hasta la eyaculacién, se le denomina serie eyaculatoria. Cuando se incluye
al intervalo posteyaculatorio en la serie, ésta recibe el nombre de serie copulatoria
(figura 5).

En la conducta sexuat masculina se énaﬁzan dos componentes principales que son:
la motivacion sexual y la eficiencia o rendimiento copulatorio. La motivacién sexual
induce al macho a buscar e! contacto con una compafiera sexual. De todos los
parametros del patron copulatoric masculino, la latencia de monta se considera la
medida méas directa de motivacion sexual del macho porque no asume que éste tenga
una ereccién peneana o que la hembra adopte una posicion que le permita al macho
montarla. E intervalo interintromision también se censidera como un indicador de la
motivacidn sexual que sigue a la breve refractoriedad inducida por cada intromisién

(Sachs y Garinello, 1979).
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PATRON COPULATORIO DE LA RATA MACHO

SERIE COPULATORIA 1 SERIE COPULATCRIA 2
M I ]
SERIE EYACULATORIA 1
I ' 1
Ll LE IPE
T ] |
Ll g LLLitY TN |
v 5 10 15 20 25
I
m Tiempo en minutos
MONTA | INTROMISION lEYACULAClON

Figura 5. Curso de los eventos durante la copulacién en ratas machos con experiencia
sexual. LI = latencia de intromisién, LE = latencia de eyaculacién, IPE = intervalo

posteyaculatorios

El rendimiento copulatorio se refiere a la capacidad de completar el acto copulatorio

y se mide a través del numero de montas y la tasa de aciertos. El aumento del ndmero

de montas puede deberse a la disminucién en la sensibilidad peneana o de su

capacidad eréctil, o bien a la presencia de una hembra poco receptiva o una mezcla de

éstos y otros factores (Sachs y Barfield, 1976).

La tasa de aciertos estd muy relacionada con el nimero de montas; refleja la

eficiencia copulatoria y es sensible a los tratamientos que afectan la capacidad eréctil o

la sensibilidad peneana (Meisel y Sachs, 1994).
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Eyaculacién. Las medidas conductuales de la eyaculacion son el nimero de
intromisiones y la latencia de eyaculacion; se considera que estas dos medidas evaldan
el umbral eyaculatorio, el cual es definido como el nimerc de intromisiones y el tiempo
que requiere un animal para alcanzar la eyaculacion (Sachs, 1978).

El potencial copulatoric del macho puede medirse a través del namero de
eyaculaciones que ocurren dentro de un tiempo determinado de registro conductual
sexual o por el nimero de eyaculaciones que ocurren antes de alcanzar el criterio de
saciedad sexual (Beach y Jordan, 1956).

La conducta sexual masculina estd regutada por factores end6erinos y nerviosos.
Dentro de la regulacién hormonal, la testosterona tiene un papel central, ya que la
castracion de machos de diferentes especies como la rata, el conejo, el mono y el
hombre elimina los niveles circulantes de esta hormona, lo que causa que la conducta
sexual masculina disminuya hasta perderse al cabo de algunas semanas (Davidson,
1966; Agmo, 1976). Los efectos de la castracidn se revierten con ta administracién de
testosterona {Larsson, 1878). Otros andrégenos como la androstendiona y la
dihidrotestosterona son también importantes para la expresion y el mantenimiento de la
copula en los machos (Stdersten, 1875). Los efectos facilitatorios de la testosterona
sobre la conducta sexual masculina en la rata se deben la aromatizacién de esta
hormona para convertiria en estradiol dentro de! sistema nervioso central (Beyer et al,
1973; 1976). Los andrégenos son importantes también en la regulacién de los reflejos
peneanos como ia ereccién (Hart et al, 1983), ya que ésta se reduce pocos dias
después de la castracion y se elimina en semanas (Davidson et al, 1978).

El sistema nervioso central es un importante sitio de accion de las hormonas
gonadales para !a activacion de 1a conducta sexual. Diversos estudios muestran que la
implantacion de testosterona en diversas zonas cerebrales como el Area Predptica
media (APOm) y el hipotalamo estimula la coputacion en los machos castrados, los

cuales presentan incluso patrén eyaculatorio. E| APOm es la zona mas sensible a los
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implantes de testosterona (Fisher, 1956, Smith et al, 1877), y es ahi donde se
concentra una gran cantidad de receptores a este androgeno (Sar y Stumpf, 1973).

En la figura 6 se muestran las principales vias nerviosas centrales que intervienen
en la regulacién de la conducta sexual masculina: las vias aferentes de! bulbo olfatorio
flevan informacién a la amigdala y de ahi al APOm directamente 0 a través del nucleo

basal de la estria terminal.

Figura 6. Vias neurales que regulan la conducta sexual masculina. Se muestran sélo
algunas de las aferencias mas relevantes hacia el 4rea predptica, principalmente las que
provienen de la amigdala medial. Abreviaturas: acb=nucleo acumbens; aoh=bulbo olfaorio
accesorio; bnst=nicleo basal de la estria terminal; mob=buibo olfatoric principal;
co=amigdala cortical; cp=putamen-caudado; me=amigdala media}; mpoa=area predptica
media; vta=irea tegmental ventral. (Tomado de Mogenson et al, 1980).
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En el APOm se integra la informaci6n tanto interna (el estado endécrino del animal)
como externa (por ejemplo, la presencia de una hembra receptiva). De aqui se envia la
informacion eferente al sistema motor estriatal a traves del 4rea tegmental ventral,

iniciandose asi una conducta sexual motora (Meisel y Sachs, 1994).

Estrés y conducta sexual masculina.

La conducta sexua! en los machos es probablemente el aspecto reproductivo mas
sensible a los efectos de! estrés, ya que es sensible aln a los estresores agudos. En la
rata, el estrés agudo provocado por choques eléctricos en la piel o el pinchamiento de
ta cola tiene un efecto facilitador inmediato en el componente motivacional de fa
conducta sexual masculina, acortando las latencias de monta e intromision, asl como e!
intervalo interintromisidén (Larsson 1963; Barfield y Sachs, 1968; Caggiula 19872,
Goldfoot y Baum 1972; Sharma y Hays, 1974, Schoelch y Barfield, 1976; Meisel et al,
1980; Wang y Hull, 1980). Sin embargo, los efectos que producen diferentes estresores
sobre este patrén conductual varian de acuerdo al tipo de estresor utilizado, ya que se
ha reportado que el estrés agudo por IMOV afecta negativamente la conducta sexual
masculina, incrementando las latencias de intromision y de eyaculacion, asi como las
frecuencias de monta e intromisién, lo mismo que e} periodo refractario, ademas de
disminuir la frecuencia eyaculatoria (Menéndez-Paterson et al, 1978). Estos datos
indican gque los organismos responden de manera distinta a los estresores,
dependiendo de! tipo y duracion de éstos, de modo que la magnitud de las respuestas

tanto conductuales como neurcendécrinas puede también ser diferente.
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En relacion a los efectos causados por el estrés cronico sobre la conducta sexual
masculina, la informacién es escasa. Los estudios realizados en los hombres muestran
que las enfermedades cronicas o el estrés psicologico cronico causado por problemas
en el trabajo o con la pareja (Frajese et al, 1990), o bien los vuelos espaciales
prolongados (Popova et al, 1988) provoca el incremento en los niveles plasmaticos de
cortisol y de las p-endorfinas y disminuye los niveles de testosterona. Asimismo, estos
estresores provocan disminucion del deseo sexual (libido) e impotencia o disfuncion
eréctil (Frajese et al, 1590).

La disminucion de la conducta sexual masculina en las situaciones de estrés cronico
parece estar mediada por las hormonas del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal (CRF,
ACTH y glucocorticoides) y por las p-endorfinas. Los efectos del estrés en la conducta
sexual masculina se han reproducido experimentalmente en algunas especies
mediante la-administracién de hormonas pertenecientes al eje hipotalmo-hipéfisis-
corteza suprarrenal. La administracién de corticosterona o de CRF en las ranas macho
reduce, de manera dosis-dependiente, la incidencia del cortejo por parte de los machos
(Moore y Miller, 1984; Orchinik et al, 1988). De manera similar, la microinyeccion de
CRF en el tercer ventriculo cerebral en ratas macho causa aumento, dosis
dependiente, de las latencias de monta, de intromisién y de eyaculacién, asi como del
namero de montas y de intromisiones (Sirinathsinghiji, 1987). Los efectos del CRF sobre
la conducta sexual masculina parecen estar mediados por los opioides enddgenos,
especificamente las p-endorfinas, ya que la administracion intraventricular del

anatagonista opidceo naloxona bloquea los efectos del CRF en la conducta sexual

masculina (Sirinathsinghji, 1987},
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Las p-endorfinas se localizan en diferentes regiones cerebrales como el nicleo
arcuato, el niicleo paraventricular y el APOm, entre otras (Sanaka et al, 1989). Este
sistema de opicides endégenos se activa en respuesta a estresores como la
inmovilizacién, la inmersién o los choques eléctricos y, al mismo tiempo, los niveles de
estos oipioides se incrementan en la sangre (Millan et al, 1981; Owens y Nemeroff,
1988; Young, 1990). Dichos estresores estimulan la velocidad de biosintesis de la
prohormona de las B-endorfinas, la POMC, asi como la liberacién de estos opioides
desde el nucleo arcuato (Rosier et al, 1977).

Los opioides inhiben la conducta sexual masculina cuando se administran por via
periférica o central, directamente en el APOm, increméntando las latencias de monta,
de intromisién y de eyaculacién y estos efectos inhibitorios desaparecen con la
administracién de antagonistas opidceos como [a naloxona o la naltrexona (Pfaus,
Gorzalka, 1987 Dornan, Malsbury, 1989). El uso de opicides por tiempo prolongado se
ha asociado con el deterioro de la funcién sexual en los hombres, reflejada por el
retraso en la eyaculacién, disminucién en el volumen del eyaculado, anorgasmia,
impotencia y, en algunos casos, infertilidad (Greenberg. 1984). Estas evidencias
sugieren que los opioides enddégenos podrian estar relacionados con los efectos del

estrés sobre la conducta sexual masculina.

Planteamiento del problema.
En conjunto, las evidencias experimentales muestran que !a respuesta de estrés no
es inespecifica, sino que depende de las caracteristicas del estresor que la

desencadena y que las hormonas que participan en la respuesta humoral del estrés
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responden de manera distinta a los diferentes estresores. Los niveles plasmaticos de
testosterona se alteran de manera bifasica de acuerdo a la duracion del estresor
(aguda 6 crénica) al que son sometidas las ratas. Considerando que esta hormona es
necesafia para la expresion de la conducta sexual mascuiina, es probable que las
modificaciones en la testosterona plasmatica se relacionen con las alteraciones en la
conducta sexual masculina por efecto del estrés.

La existencia de una relacion antagonica entre los glucocorticoides y la testosterona
puede explicar en parte los efectos negativos que el estrés provoca sobre 1a conducta
sexual masculina y es probable que este efecto también dependa de las caracteristicas
y de la duracion del estresor.

Por otro lado, el hecho de que las B-endorfinas se liberen en el hipotalamo por
efecto del estrés por inmersién y por choques eléctricos, y que los antagonistas
opiaceos bloqueen los efectos del CRF sobre la conducta sexual masculina, sugiere
que estos opicides también pueden estar involucrados en los efectos del estrés sobre
la conducta sexual de la rata macho. Tomando en cuenta lo anterior, en este trabajo se
propene la siguiente:

HIPOTESIS

Las alteraciones provocadas por los estresores sobre la conducta sexual masculina
son diferentes y dependen del tipo de estresor aplicado. Dichas alteraciones estan
mediadas por el aumento en los niveles plasméticos de corticosterona y por la
disminucién en los niveles de testosterona, asi como por las p-endorfinas. La

exposicion crénica a los estresores utilizados provoca incremento en el peso de las
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glandulas suprarrenales y disminucion en los pesos de las vesiculas seminales, asi

como en el peso corporal de las ratas estresadas.

PROPOSITO Y OBJETIVOS
Evaluar las modificaciones que provocan diferentes estresores, aplicados de manera
aguda y cronica, en los parametros de la conducta sexual masculina de ia rata, tratando
de determinar los mediadores de los efectos del estrés sobre dicha conducta. Analizar
las modificaciones en los pesos de las glandulas supramenales, de las vesiculas
seminales, de los testiculos y de los pesos corporales de las ratas estresadas.
Los objetivos del trabajo fueron los siguientes:

+ Analizar y comparar los cambios que el estrés causa en cada uno de los parametros
de la conducta sexual masculina de la rata durante el tiempo de aplicacién de los
diferentes estresores.

+ Analizar y comparar los cambios en los niveles circulantes de corticosterona y de
testosterona por efecto de los diferentes estresores y su relacién con los cambios en
la conducta sexual de la rata.

+ Analizar y comparar las modificaciones en los pesos de las glandulas suprarrenales,
de las vesiculas seminales, de los testiculos y de los pesos corporales en las ratas
control y en las ratas sometidas a los diferentes estresores.

¢ Evaluar los niveles plasmaticos de corticosterona en ratas estresadas durante

diferentes dias y en ambas fases del ciclo de luz-obscuridad.
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+ Evaluar los efectos de la administracién de corticosterona sobre €1 patrén conductual
sexual en la rata macho y sobre los niveles plasmaticos de corticosterona y
testosterona.

+ Evaluar la posible participacion de los opicides enddgenos en la mediacién de los
efectos del estrés sobre los diferentes parametros de la conducta sexual masculina.

¢ Analizar el efecto de los opicides enddgenos sobre los niveles plasmaticos de

corticosterona y testosterona en las ratas macho estresadas.

MATERIAL Y METODO.
Animales experimentales
Se emplearon ratas macho adultas, de la cepa Wistar, sexualmente expertas, de
250-350g de peso corporal. Las ratas se mantuvieron en cajas de acrilico (50 x 20 x 30
cm), 5 ratas por caja, bajo condiciones de temperatura y humedad constantes. El
cuarto de la colonia se mantuvo bajo un ciclo invertido de luz - obscuridad, 12 horas de
luz y 12 horas de obscuridad (la luz se apaga a las 9:00AM). El agua y el alimento

estuvieron disponibles ad libitum.

Registro de Conducta Sexual Masculina.

Antes de exponerlos a los diferentes estresores, los machos fueron sometidos a tres
pruebas de conducta sexual masculina, las cuales se efectuaron en el transcurso de 10
dias, con un intervalc de cuatro dias entre cada prueba, para seleccionar aquellos

machos que presentaran al menos dos eyaculaciones en treinta minutos de prueba. De
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esta manera, log machos seleccionados se consideraron sexualmente expertos y se
asignaron aleatoriamente a los grupos experimentales.

Los registros se efectuaron bajo iluminacion roja débil tres horas después del inicio
de la fase obscura del ciclo de luz-obscuridad. La conducta sexual masculina se evalué
colocando al macho en un cilindro de plexiglas, de 45 cm de diametro, con piso de
aserrin, en el que se le permitié habituarse durante cinco minutos antes de introducir a
una hembra sexualmente receptiva. Las hembras ovariectomizadas, fueron tratadas
con benzoato de estradiol (10 pg/0.1 ml de aceite, sc); 44 horas después se les inyect6
progesterona (2 mg/0.1 ml de aceite, sc) y 4 horas después se verifico que estuvieran
receptivas para utilizarlas en los registros de conducta sexual. Después de la
introduccién de la hembra, los registros duraron treinta minutos. Se evaluaron los
siguientes parametros: latencias de monta, de intromision y de eyacutacion, nimero de
montas y de intromisiones, frecuencia eyaculatoria/30 minutos e intervalo
posteyaculatorio. También se obtuvieron los siguientes indices: tasa de aciertos e
intervalo interintromisién promedio. Todos estos parametros se analizaron en cada una

de las series copulatorias.

Aplicacion de los estresores.
Cuatro dias después de seleccionar a los machos expertos, se asignaron de maera
aleatoria a uno de los grupos experimentales, cada uno constituido por 10 sujetos.
Durante veinte dias consecutivos se aplicé uno de los siguientes estresores a cada

grupo:
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s Estrés por inmovilizacién durante dos horas {(IMOV-2).

Las ratas se introdujeron en un cilindro de plexiglas de 5 cm de diametro y 16 cm de
largo con una mafla fina de alambre en cada extremo, uno de los cuales tenia un
orificio para la cola de la rata, Las ratas se mantuvieron en esta situacién por dos
horas diarimente al inicio de la fase obscura del ciclo de luzfobscuridad. Otro grupo

de machos se expuso al mismo estresor pero al inicio de la fase de luz del ciclo.
e Estrés por inmovilizacién durante seis horas (IMOV-6).

Las ratas se estresaron de la misma forma que el grupo anterior, pero durante 6
horas diariamente y al inicio de ia fase obscura de ciclo. Otro grupo de machos se
sometio al mismo estresor, al inicio de la fase de luz del ciclo de luz/obscuridad.

+ Estrés por inmersion en agua fria (IMS}).

Las ratas se introdujeron en un tangque que contenia una columna de agua de 15.5
cm, a una temperatura de 15°C, en donde podian nadar o permanecer en posicién
erguida, manteniendo la cabeza fuera del nivel del agua. Esta situacién se prolongd
por 15 minutos todos los dias. Si la rata se hundia antes de finalizar los 15 minutos,
se sacaba del agua y se registraba el tiempo. Este procedimiento también se realizé
al inicio de la fase obscura del ciclo. Otro grupo de machos se sometid al mismo
estresor al inicio de la fase de luz del ciclo de luzfobscuridad.

o Estrés por choques eléctricos en las patas (CHEP).

Los sujetos se colocaron en una cdmara que tenia el piso electrificado. Se aplicaron
choques eléctricos que las ratas no podian evitar, durante cinco minutos cada dia.
Los choques tenian una intensidad de 3 mA, una duracién-de 200 mseg y una

frecuencia de 1/seg (1Hz). El estresor se aplico al inicio de la fase obscura del ciclo.
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Otro grupo de machos se expuso al mismo estresor pero al inicio de {a fase luminosa

del ciclo de luzfobscuridad.

¢ Control

Este grupo se mantuvo en sus cajas y fueron manipulados dnicamente para evaluar

sus pesos corporales cada dia. Las ratas control y las estresadas se pesaron todos

los dias antes de someterlas a los diferentes estresores, tanto al inicio de la fase
obscura como de la fase luminosa del ciclo de luzfobscuridad.

La conducta sexual de los machos estresados, se evalué una hora después de
finalizada la exposicién a sus respectives estresores, durante la fase cbscura del ciclo
de luz/obscuridad. Las pruebas de conducta sexual se realizarcn los dias 1, 4, 8, 12, 15
y 20 de estrés, tanto en los machos control como en los estresados.

Inmediatamente después de concluidas las pruebas de conducta sexual de! dltimo
dia de estrés (dia 20), los machos fueron sacrificados rdpidamente por decapitacion
(utilizando una guillotina y evitando el contacto visual y offative con los animales
restantes, para que no se estresaran). La sangre del tronco se colectd en tubos
heparinizados para la posterior cuantificacién de los niveles pla;smaticos de

corticosterona y testosterona.

Cuantificacion de corticosterona plasmatica.

Antes de evaluar los niveles plasmaticos de corticosterona en los animales
sometidos a diferentes condiciones de estrés, se realizé el seguimiento temporal de los
niveles plasmaticos de esta hormona para observar sus variaciones circadicas en las

ratas normales. Las mediciones se realizaron al inicio de la fase luminosa del ciclo de
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luz/obscuridad y a las 12, 16, 20 y 24 hrs del mismo. Una vez determinados el minimo y
el maximo, éstos se continuaron evaluando durante tres dias consecutivos.

Otros machos fueron asignados aleatoriamente a uno de los grupos de estrés o al
control (cada grupo constituido por 10 sujetos). Las ratas fueron sometidas a uno de los
diferentes estresores al inicio de la fase obscura del ciclo de luz/obscuridad durante 1,
4, 8, 12, 15 y 20 dias consecutivos. Estos experimentos se realizaron también al inicio
de la fase luminosa de! ciclo de luz/obscuridad durante 1, 4, 12 y 20 dias consecutivos.
Al término de cada uno de los dias especificados, las ratas fueron rapidamente
sacrificadas por decapitacion y la sangre del tronco se colecté en tubos heparinizados
para evitar la coagulacién de la sangre. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a
3500 rpm para obtener el plasma para la evaluacién de los niveles de corticosterona.

Después de obtener la sangre del tronco, se extrajeron las glandulas suprarrenales,
las vesiculas seminales y los testiculos de todas las ratas, para limpiarlos y pesarios

posteriormente.

‘Métodos bioquimicos.
Extraccion de corticosterona y testosterona del plasma.

La determinacion de corticosterona en el plasma se lievé a cabo mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), siguiendo el método reportado por
Woodward y Emery (1987). Para la extraccién de corticosterona y testosterona del
plasma, a un ml de éste se le agregaron 100 i de una solucién de 19-nortestosterona
(5 ulml de metanol), el cual se utilizé como estandar interno; se adicionaron 150 ul de

hidréxido de sodio 0.3 M. Los corticostercides se extrajeron con una mezcla de éter
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dietilico-diclorometano y los tubos se agitaron en vortex. Se centrifugaron y el
sobrenadante se transfirid a otro tubo donde se mezctd con 1 ml de agua grado HPLC.
Después de centrifugar, el sobrenadante se transfirié a otro tubo y se evapord con

nitrégeno a temperatura ambiente. El residuo se redisolvié en 100 pl de metanol-agua.

Condiciones cromatograficas. Se inyectaron 20 pl de la muestra en un cromaté6grafo
de liquidos. Los esteroides se separaron en una columna cromatografica Nova Pack
Cis de fase reversa. La fase mavil consistié en una mezcla de metanol-agua a un flujo
de 1 mUmin. Las separaciones se hicieron a temperatura ambiente y los

corticosteroides se monitorearon con deteccidn de UV a 250 nm de longitud de onda,

Administracion de corticosterona exdgna.

En otros grupos de ratas macho (n=10, cada uno) se administraron, por via sc,
cuatro dosis diferentes de corticosterona, una dosis para cada grupo: 0.5, 1, 2y 4
mg/0.2 ml durante 4 dias consecutivos. A un grupe se le administraron 2 mg/0.2 ml de
corticosterona durante B dias consecutives. A un Ultimo grupo se le administro el
vehiculo de inyeccion de la corticosterona (aceite). La conducta sexual masculing se
evalué cuatro horas después de la primera inyeccion (el primer dia) y al cuarto dia de
administracion de la hormona. En uno de los grupos también se evalud la conducta
sexual el dia 8 de tratamiento con corticosterona. Inmediatamente después del altimo
registro conductual, los animales se sacrificaron por decapitacién para posteriormente

evaluar los niveles plasmaticos de testosterona y corticosterona por HPLC.

43



Administracién de naltrexona en ratas estresadas.

En este Oltimo experimento, los machos sexualmente expeitos se asignaron
aleatoriamente a uno de los siguientes grupos: control, al que se le administré solucion
salina por via ip. A las ratas del segundo grupo se les administrd solucion salina 15 min
antes de someterlas a estrés por CHEP. A los machos del tercer grupo se les
administro naltrexona ip a una dosis de 1.5 mg/Kg de peso corporal 15 min antes de ser
sometidos a los CHEP. A los machos del cuarto grupo se les inyectd solucion salina ip
15 min antes de someterlos a estrés por IMS. A las ratas del quinto grupo se les
administré naltrexona (1.5 mg/Kg) 15 min antes de exponerios al estrés por IMS. Por
Gltimo, a los animales del sexto grupo se les administré naltrexona a una dosis de 3
mg/Kg, antes de exponerlos al estrés por IMS. En todas los grupos, tanto el vehiculo
como el antagonista opiéceo se administraron solamente en los dias 1, 4, 8,12,15y 20
de estrés, en los que se evalud la conducta sexual masculina. Los registros se
efectuaron una hora después de la exposicion de los machos a cada estresor. Durante
los registros conductuales, en todas las ratas, experimentales y controles, se verificod la
presencia del tapén seminal después de cada eyaculacion en todos los registros. Al
término de la evaluacién conductual en el dia 20, las ratas fueron sacrificadas por
decapitacion para la posterior evaluacion de los niveles plasmaticos de corticosterona y
testosterona.

Anilisis estadistico de los datos.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en los registros de conducta

sexual masculina se efectué mediante el analisis de varianza no paramétrico de

Kruskal-Wallis (ANOVA) para cada uno de los dias de registro conductual. Cuando se



obtuvo significancia en la ANOVA, las diferencias con respecto al grupo control se
evaluaron con la prueba de Dunn. También se utilizd el analisis de varianza no
paramétrico para comparar, dentro de un mismo grupo, los cambios en los parametros
a través de los dias de exposicion al estresor. La ANOVA de Kruskal-Wallis, fue
seguida de la prueba de Dunn (Zar, 1984). Las diferencias entre los grupos en
conjunto se analizaron mediante un andlisis de varianza multivariade (MANOVA),

seguido, cuando fue significativo, de la prueba de Tukey para comparaciones multiples.

Las modificaciones en los niveles plasmaticos de las hormonas, los pesos de las
glandulas suprarrenales, de las vesiculas seminales y de los testiculos se evafuaron por
medio de un analisis de varianza paramétrico (ANOVA). Cuando ésta fue significativa,
las diferencias entre los grupos se analizaron con la prueba de Tukey, para

comparaciones maltiples (Zar, 1984).

La ganancia de peso corporal a lo largo de los dias de exposicién a los diferentes
estresores se evalud mediante regresion simple para cada grupo y una ANOVA de la
regresion. Posteriormente se evalud el incremento de peso promedio por dia en cada

grupo y los incrementos se compararon mediante ANOVA, seguida de la prueba de

Tukey {(Zar, 1984).

En los casos en que se compararon solo dos grupos, se aplicd la U de Mann-
Whitney para los pardmetros conductuales, y la t-Student para la comparacion de los

niveles de corticosterona y testosterona (Zar, 1984).
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RESULTADOS
Efecto de los estresores sobre fa conducta sexual masculina.
Los parametros de la conducta sexual masculina se modificaron de manera
dependiente del estresor al que se expusieron los machos. Las latencias de monta se

incrementaron significativamente sélo en las ratas expuestas a la IMS (figura 7).

El analisis multivariadoe mostrd que el incremento en las latencias de monta en este
grupo fue significativamente mayor que en los demés grupos [F(288, 4) = 28.55,

p<0.0001, Tukey p<0.01), presentdndose latencias de hasta 300 segundos en

pramedio.

£l andlisis dentro de cada grupo indicé que no hubo diferencias entre los dias en los
' grupos control, IMOV-2, IMOV-6 y CHEP, pero sl dentro del grupo de IMS. En este
grupo la latencia de monta se incrementé significativamente los dias 1, 4, 15 y 20, pero
no los dias 8 y 12 de estrés. El analisis estadistico mostré diferencias significativas
entre las medias del dia 1, 15 y 20 contra los dias 8 y 12 de estrés [H(5) = 22.3,
p<0.0601; Dunn p<0.05].

En el grupo de iIMOV-6 la latencia de monta se incrementé significativamente sélo el
primer dia de estrés [H(4) = 26.46, p<0.0001; Dunn p<0.05], mientras que en el grupo
de CHEP este parametro aumenté sélo el dia 20 [H(4) = 32.8, p<0.0001; Dunn p>0.01].
En el grupo de IMOV-2 no hubo incrementos en la latencia de monta en ninguno de los

dias de evaluacion.
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Figura 7. Efecto de los diferentes estresores aplicados aguda y crénicamente sobre las
latencias de monta. Las mayores latencias se observaron en las ratas sometidas a la
IMS. Los CHEP tuvieron efecto negativo solamente cuando se aplicaron crénicamente,
en el dia 20. IMS fue diferente de IMOV-2, IMOV-6, CHEP y del control. MANOVA seguida
de la prueba de Tukey. ANOVA Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. *p<0.05;

*p<0.01 .



En las fatencias de intromision se observaron diferencias en los efectos causados
sobre este parametro por los diferentes estresores. Este parametro se incremento
significativamente en los machos expuestos a los CHEP y a'la IMS. Por el contrario, en
las ratas sometidas a IMOV-6 no se observé ningin efecto sobre las latencias de
intromisién en ninguno de los dias de evaluacion de la conducta sexual. En las ratas
sometidas a IMOV2 solamente se observaron tendencias a incrementar sus latencias

de intromisidn en relacion al grupo control (figura B).

En el grupo de CHEP las latencias de intromisidn se incrementaron, aungue no de
manera consistente. Se observé un aumento significativo en este pardmetro solamente
los dias 1, 15 y 20 de estrés, con respecto al control [F(288,4) = 46.14, p<0.0001;
Tukey p<0.05]. En estos do Ultimos dias, las {atencias aicanzaron valores de 200 seg

en promedio.

En el grupo de IMS se observaron los mayores incrementos en las latencias de
intromision durante todos los dias en que se evalud la conducta sexual. Los machos
expuestos a este estresor presentaron latencias de intromision mayores de 100 seg, en
comparacién con las observadas en el grupo control, en el cual el promedio fue de 15
seg. Las latencias de intromision observadas en este grupo fueron significativamente
mayores que ias de los grupos control, CHEP, IMOV-2 e IMOV-6 [F(288,4) = 46.14,

p<0.0001; Tukey p<0.01}.

Mo se observaron alteraciones motoras visibles en ninguna de las ratas expuestas a

los diferentes estresores.
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Figura B. Efecto de los distintos estresores aplicados aguda y crénicamente sobre las
latencias de intromision. Las latencias mas altas se presentaron en los grupos de IMS y
de CHEP. La IMOV-2 y la IMOV-6 no afectaron este parametro. El grupo de IMS fue
diferente de IMOV-2, IMOV-6 y control. CHEF fue diferente del control é IMOV-6. MANOVA
seguida de 1a prueba de Tukey. ANOVA Kruskal-Wallis seguida de ia prueba de Dunn
*p<0.05; *p<0.01
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En relacion a las latencias de eyaculacién, la comparacién entre los grupos mostré
que dichas latencias en los grupos de IMS y CHEP fueron significativamente mayores
que las de los grupos Control, IMOV-2 e IMOV-6 [F(284, 4) = 59.6, p<0.0001; Tukey
p<0.01]. Durante la primera serie eyaculatoria, el grupo de IMS mbstré incrementos
significativos en todos los dias de evaluacién conductual (figura 9). Las latencias de
eyaculacion en este grupo también fueron mayores que las del grupo control en la
segunda serie eyaculatoria, sin embargo el incremento fue estadisticamente
significativo solamente el dia 8 de estrés (datos no mostrados en la figura). En el grupo
de CHEP también se incrementaron significativamente las latencias de eyaculacitn, las
cuales fueron progresivemente mayores al incrementarse el nimero de exposiciones a
este estresor (dias 8, 12, 15 y 20 de estrés), comparados con el grupo control. El efecto
del estrés por CHEP se presentd solamente en la primera serie copulatoria. El analisis
de las variaciones a lo largo de los dias, dentro del grupe de CHEP mostrd que las
latencias de eyaculacion de los dias 15 y 20 fueron significativamente mayores que las

del dia 1 [H (5) = 26.08, p<0.0001; Dunn, p<0.05}].

En el grupo de IMOV-2 las latencias de eyaculacién fueron mayores gue las dél
control solamente el dia 4 [H (4) = 28.4, p<.0.0001; Dunn p<0.05]; en los dias restantes
no se observaron modificaciones en este parametro.

En las ratas sometidas a IMOV-6 las latencias de eyaculacién no se incrementaron
en ninguno de los dias, por el contrario, en el dia 1 las latencias fueron
significativamente menores que las del grupo control [H (4) = 20.4, p<0.0001; Dunn

p<0.05].
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Figura 9. Efecto de los diferentes estresores sobre las latencias de eyaculacién en la
primera serie eyaculatoria. El efacto negativo de los CHEP auments con la exposicién
repetida. Las ratas expuestas a la IMS tuvieron las mayores latencias eyaculatorias en
todos los dias de registro conductual. Los grupos CONT, IMOV-2 e IMOV-6 fueron
diferentes de los grupos de CHEP e IMS. MANOVA seguida de Tukey. ANOVA Kruskal-
Wallis, seguida de Dunn.*p<0.05; **p<0.01
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Con respecto al nimero de montas, todos los estresores utilizados en este trabajo
causaron incrementos significativos en este parametro, tanto en la primera como en la
segunda serie eyaculatoria, Los mayores efectos se observaron en los grupos de
CHEP e IMS [F (284,4) = 36.61, p<0.0001; Dunn p<0.01], en los cuales el namero de
montas fue significativamente elevado, tres veces mayor que en el grupo control. En
estos dos grupos el nimero de montas fue significativamente mayor que los valores
controles durante todos los dias en que se evalud la conducta sexual masculina, no
observandose diferencias entre los dias dentro de estos grupos.

En el grupo sometido a IMOV-2, el nimero de montas se incremento en promedio
dos veces respecto al grupo testigo, aunque solamente los dias uno [H(4) = 23.03,
p<0.0001; Dunn p<0.05], cuatro [H(4) = 18.2, p<0.001; Dunn p<0.05] y veinte de estrés
[H(4) = 37.9, p<0.0001; Dunn p<0.01]. El estrés por IMOV-6 mostré ligeros incrementos
en este parametro, pero solamente fue significativo el primer dia [H(4) = 23.03,
p<0.0001; Dunn p<0.05] de exposicién a este estresor, estos datos se muestran en la
figura 10.

En la segunda serie eyaculatoria el nimero de montas en los grupos de CHEP, IMS
e IMOV-2 también fueron significativamente mayores que en el grupo testigo; dichos
efectos fueron de magnitud similar a los de la primera serie, ya que el nimero de
montas se elevd de dos a tres veces respecto al control (datos no mostrados en la
figura).

El ndmero de intromisiones que preceden a la eyaculacién no se modificd
significativamente en ninguno de los grupos de ratas estresadas comparados con el

control, razén por la que ho se muestran dichos datos.
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Figura 10. Efecto de los diferentes estresores sobre el nimero de montas. Todos los
estresores causaron incrementos en este parametro, pero los valores mas altos se
presentaron en los grupos de IMS y CHEP. El grupo contro! fue diferente de los
experimentales; CHEP e IMS fueron diferentes del control, IMOV-2, e IMOV-6. Ne hubo
diferencias entre los dias dentro de cada estresor. MANOVA seguida de Tukey. ANQVA
Kruskal-Wallis seguida de Dunn. *p<0.05; **p<0.01
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Como consecuencia del incremento en el nimero de montas, la tasa de aciertos o
hit rate decrecié de manera significativa en todos los grupos de tatas estresadas, sin
embargo, las menores tasas de aciertos se presentaron en los machos sometidos a
IMS y CHEP, en los cuales este parametro disminuy6 en todos los dias de evaluacion
conductual. Ef grupo control fue estadisticamente diferente de IMOV-2, CHEP e IMSy a
su vez, los grupos de CHEP e IMS fueron significativamente diferentes de los grupos
Control, IMOV-2 e IMOV-6 [F (284,4) = 36.61, p<0.0001; Tukey p<0.01]. En la figura
11 se muestran las tasas de aciertos de la primera serie eyaculatoria presentadas por
los machos sometidos a los diferentes estresores. En los machos sometidos a IMOV-2,
a CHEP o a IMS, las tasas de aciertos fueron significativemenie menocres que las de los
machos testigo, tanto en la primera como en la segunda serie eyaculatoria. De manera
similar a lo observado en el nimero de montas, los efectos de los tres grﬁpos
mencionados fueron significativamente diferentes de! grupo control. Sin embargo, la
tasa de aciertos observada en los machos de los grupos de CHEP e IMS fueron
significativamente menores que las de los machos del grupo de IMOV-2, ya que en este
ultimo las tasas de aciertos se redujeron solamente en los dias uno [H(4) = 19.6,
p<0.0001; Dunn p>0.05], cuatro [H(4) = 18.26, p<0.001; Dunn p<0.05] y veinte de
estrés [H (4) = 32.23, p<0.0001; Dunn p<0.05}, mientras que en los grupos de CHEP e
[MS la tasa de aciertos fue menor que la del grupo control durante todos los dias de
evaluacién, tanto en la primera como en la segunda serie eyaculatoria. No se
encontraron diferencias estadisticas en los efectos producidos por estos dos estresores
entre los dias de exposicion al estrés. En el grupo de IMOV-6, la tasa de aciertos

disminuy6 sélo el primer dia de exposicion [H(4) = 19.6, p<0.0001; Dunn p<0.05].
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Figura 11. Modificaciones en la tasa de aclertos en respuesta a los diferentes estresores.
Este parametro disminuyd de forma dependiente del tipo de estresor. S6lo en los grupos
de IMS y CHEP ta tasa de aciertos disminuyé significativamente con respecto al control
an todos los dias de avaluacion conductual. El grupo de IMOV-6 provocéd disminucién en
este parametro solo el dia 1. Los grupos CHEP e IMS fueron diferentes del Contro,
IMOV-2 e IMOV-6. MANOVA seguida de Tukey. ANOVA Kruskal-Wallis seguida de Dunn.

+p<0.05; **p<0.01
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El intervalo interintromisién promedio aumenté significativamente por efecto det
estrés por CHEP e IMS con respecto al grupo control, tanto en la primera como en la
segunda serie eyaculatoria. Los intervalos interintromisién en estos dos grupos fueron
estadisticamente diferentes de los grupos control, IMOV-2 e IMOV-6 [H(284, 4) = 49.1,
p<0.0001; Tukey p<0.01].

Los machos expuestos a la IMS tuvieron intervalos interintromision
significativamente mayores que los machos sometidos al estrés por CHEP [H(284, 4) =
49.1, p<0.0001; Tukey p<0.05]. En el grupoc de IMS el intervalo interintromision se
incrementt significativamente desde el primer dia de estrés y se mantuvo elevado en
todos los dias de evaluacién conductual; en contraste, los efectos del estrés por CHEP
fueron progresivamente mayores con la exposicion repetida a este estresor. Las ratas
sometidas a este estresor presentaron incrementos en los intervalos interintromision a
partir del dia 12 de exposicion a los CHEP [H (4) = 49.8 p<0.0001; Dunn p<(.01] y se
mantuvieron elevados hasta ef dia 20 de estrés [H(4) = 28.5, p<0.0001; Dunn p<0.05],
estos datos se muestran en la figura 12.

A diferencia de lo observado en los grupos &e IMS y CHEP, en el grupo de IMOV-2
no se observaron modificaciones en este pardmetro en ninguno de los dias de
evaluacidn conductual. En el grupo de IMOV-6 el intervalo interintromisién promedio no
se incrementd, por el contrario, disminuyé significativamente con respecto al control,
pero sotlo el primer dia de exposicién a este estresor [H(4) = 24.07, p<0.0001; Dunn
p<0.05].
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Figura 12. Modificaciones en el intervalo interintromision en respuesta a los diferentes
estresores. En el grupo de IMOV-2 no se observaron modificaciones. La IMOV-6 causé
disminuciéon en este parametro solamente el primer dia de strés. Por el contrario, el
estrés por CHEP o IMS causd incrementos en los vaiores de este pardmetro. CHEP ¢ IMS
difieren de IMOV-2, IMOV-6 y del control. MANOVA seguida de Tukey. ANOVA Kruskal-
Wallis seguida de Dunn. *p<0.05; **p<0.01
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En lo referente a la frecuencia de eyaculacién, el andlisis multivariado entre los
grupos mostro que los efectos det estrés por CHEP o por IMS fueron significativamente
mayores que los efectos causados por IMOV-2 e IMOV-6 [F(284, 4) = 81.7, p<0.0001;
Tukey p<0.01]. Las frecuencias eyaculatorias en los grupos IMOV-2, CHEP e IMS
fueron menores que las de [os grupos Contro! e IMOV-6. En el grupo de IMOV-2 la
frecuencia eyéculatoria fue menor que la del grupo control sélo el dia 20 de estrés,
mientras que en los grupos de CHEP e IMS dichas frecuencias fueron menores que fas
del grupo contro! en todos los dias de la evaluacion conductual (figura 13).

El estrés por IMOV-6 no causd disminucidn en la frecuencia eyaculatoria, por el
contrario, se observd un incremento significativo, aunque solamente el primer dia de
exposicion a este estresor. El andlisis estadistico dentro de los grupos no mostrd
diferencias significavas entre los dias de estrés en ninglin grupo.

Aunque en los grupos de CHEP e IMS se presentaron bajas frecuencias
eyaculatorias, el mayor efecto negativo sobre este parametro se presentd en el grupo
de IMS, en el cual dichas frecuencias fueron significativamente menores que en el
grupo'de CHEP [F(284,4) = 81.7, p<0.0001; Tukey p<0.01]. Desde el primer dia de
etrés, el grupo de IMS mostrd un decremento significativo en las frecuencias
eyaculatorias, mismas que permanecieron bajas durante todos los dias de registro de
conducta sexua! mascuiina. En este grupo, el 40 % de los machos no eyaculd los dias
1, 4, 15 y 20 de estrés, y el 10 % en los dias 8 y 12. Los machos de este grupo que
tuvieron actividad sexual eyacularon solamente una vez o no eyacularon, mientras que
en los otros grupos el 100% de tos machos eyaculd en todos los dias de registro

conductual.
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Figura 13. Efecto del estrés agudo y crénico sobre la frecuencia de eyaculacion. E! grupo
de IMS presenté la menor frecuencia eyaculatoria. El grupo de CHEP también mostrd
disminucidn en este parametro, aunque en menor grado que el anterior. El estrés por
IMOV-2 afecté este parametro sdélo el dia 20. En el grupo de IMOV-6 este parametro se
incrementd significativamente el dia 1 de estrés. CHEP e IMS fueron diferentes de IMOV-
2, IMOV-6 y del control; IMS fue diferente de CHEP. MANOVA seguida de Tukey. ANOVA
Kruskal-Wallis seguida de Dunn. *p<0.05; “* p<0.01
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Finalmente, en relacién al intervalo posteyaculatorio, de todos los estresores
utilizados en este trabajo, solamente el estrés por IMS tuvo efecto sobre este parametro
conductual [F(278, 4) = 55.9, p<0.0001; Tukey p<0.01]. En las ratas sometidas a
estrés por IMS, los intervalos posteyaculatorios se incrementaron de manera
significativa, con respecto al grupo contrel, en todos los dias de la evaluacion

conductual, estos datos se presentan en la figura 14.

Efecto de los estresores sobre los niveles plasmaticos de
testosterona y corticosterona.

Los niveles plasmaticos corticosterona (figura 15A) y de testosterona ({figura 15B)
se incrementaron por efecto de la actividad sexual en los machos del grupo testigo al
compararlos con los machos adultos que no fueron sometidos a ninguna prueba de
conducta sexual masculina. Estos machos presentaron niveles plasmaticos de
corticosterona significativamente menores (25.2 pg/dl en promedio) que los de los
machos control, no estresados y sexualmente expertos (37.7 ug/dl). Los datos
mostrados en la figura 15 corresponden a los niveles hormonales de los machos
sacrificados el dia 20 de estrés, inmediatamente después de la Gtima prueba de
conducta sexual [F(60, 5) = 27.96, p<0.0001; Tukey p<0.01].

En el caso de la testosterona, se observd el mismo efecto; esto es que la actividad
sexual per se, incrementd los niveles plasmaticos de testosterona de 2 ng/ml en los
machos inexpertos hasta 5.2 ng/ml en los machos expertos [F(60,5) = 68.18, p<0.0001;

Tukey p<0.01].
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El grupo de IMS fue diferente de los demas grupos. MANOVA segulda de Tukey. ANOVA
* p<0.05; ** p<0.01

Kruskal-Wallis seguida de Dunn.
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Ademéas de las diferencias en los efectos causados sobre los parametros de la
conducta sexual masculina, los estresores utilizados también afectaron de diferente
manera los niveles circulantes de testosterona y corticosterona.

En el caso de la corticosterona, se observé que las ratas expuestas a IMS mostraron
niveles plasmaticos de esta hormona significativamente mayores que los otros grupos
{figura 15 A). En los machos sometidos a IMOV-2, IMOV-6 o a CHEP no hubieron
cambios en los niveles plasmaticos de esta hormona en comparacion con los niveles de
los machos testigo, sexualmente expertos [F(60, 5) = 27.97, p<0.0001; Tukey, p<0.01].

La testosterona plasmatica disminuyo signiﬁcaltivamente en los machos sometidos a
IMOV-6, CHEP e IMS en comparacién con los machos del grupo control, sexualmente
expertos, no estresados [F(60, 5) = 68.18, p<0.0001; Tukey p<0.01]. La magnitud del
efecto del estrés sobre este parametro fue diferente de acuerdo al estresor utilizado.
Los niveles de testosterona en los sujetos sometidos a IMOV-2 e IMOV-6 disminuyeron
pero el decremento solo fue significativo en los machos expuestos a IMOV-8. En los
machos expuestos a CHEP e IMS se observé el mayor efecto supresor sobre la
testosterona plasmatica. En estos dos grupos, los niveles de testosterona fueron de 0.5
ng/ml en el grupoc de CHEP y de 0.19 ng/ml en e! grupo de IMS (figura 158). Estos
valores fueron menores que los observados en el grupo de machos sexualmente
inexpertos [F(60,5) = 68.18, p<0.0001; Tukey, p<0.01].

Como puede apreciarse, en el grupo de IMS se presentaron los mayores efectos en
estas dos hormonas, esto es, los niveles de corticosterona plasmatica fueron los
mayores y los niveles de testosterona fueron los menores en comparacién con los

grupos restantes.
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igura 15. Efecto de diferentes estresores sobre los niveles plasméticos de corticosterona
{A) y testosterona {B). La actividad copulatoria incrementé los niveles plasmaticos de
ambas hormonas. La corticosterona plasmética se incrementd significativamente sélo en
las ratas expuestas a la IMS. La testosterona plasmatica disminuyé en los grupos de
IMS, CHEP e IMOV-6, pero los niveles mias bajos se presentaron en las ratas sometidas a
la IMS y a los CHEP. ANOVA seguida de Tukey. * p<0.05 comparado con el grupo control
sin experiencia sexual; + p<0.01 comparado con el grupo control con experiencia sexual.
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Efecto de los estresores en los pesos de las glindulas suprarrenales,
de las vesiculas seminales y de los testicules.

El andlisis estadistico de los pesos de las glandulas suprarrenales de las ratas
control y de las ratas estresadas al inicio de la fase obscura y durante veinte dias
consecutivos mostrd que los pesos de las glandulas suprarrenales de los machos
sometidos a CHEP e IMS fueron significativamente mayores que los de las ratas de los
grupos restantes (control, IMOV-2, IMOV-6). Dichos efectos se presentaron con la
exposicion repetida a estos estresores durante veinte dias consecutivos, pero no antes
[F(47, 4) = 4.06, p<0.003; Tukey p<0.05]. El incremento en los pesos de estas
glandulas se presenté también en las ratas sometidas a CHEP e IMS al inicio de |a fase
tuminosa (figura 16} del ciclo de luz/fobscuridad y sélo el dia veinte de exposicién a los

estresores mencionados [F(50, 4) = 7.24, p<0.001; Tukey p<0.05].

En relacion a las vesiculas seminales, el analisis estadistico mostré que solamente
en las ratas expuestas a estrés por IMS los pesos de estos drganos fueron
significativamente menores que los de los grupos control e IMOV-2 [F(50, 4) = 4.87,
p<0.0027; Tukey p<0.05]. Esta disminucién en el peso de las glandulas seminales

ocurrié solamente con veinte dias de exposicién a dicho estresor (figura 17).

El anélisis de los pescs de los testiculos de los animales estresados no mostrd
disminucion en el peso testicular cuando se consideraron los pesos testiculares netos ni

cuando se evaluaron en relacién al peso corporal (Tabla [).
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gura 16. Pesos de las glandulas suprarrenales

El peso de estas glindulas se incremento sig
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Tabla |. Pesos testiculares de ratas control y ratas estresadas al inicio de la fase
obscura y de la fase luminosa del ciclo de luzfobscuridad.

FASE OBSCURA DEL CICLO

PESOS TESTICULARES {(g)

DIAS DE ESTRES

GRUFPO 1 4 8 12 15 20
CONTROL 148+.02 155103 153+.0i 1.52%.02 151.02 549 +.03
IMOV2 L2507 1.66+.03 147103 144%.02 147103 1.53£.02
IMOV6 142+.03 157+.04 153+£.03 139+.02 151302 146+ .04
CHEP 1L46+.05 168+.05 144103 1441.02 14102 1.52+.03
IMS 133£.03 L6 +.03 143£.02 1.52£.03 1461 .05 145 .03
FASE LUMINOSA DEL CICLO
PESOS TESTICULARES (g}
DIAS DE ESTRES

GRUPO 4 12 20

CONTROL  1.55+.03 1.47 £ .03 152+ .03 1.63 .02

IMOV2 155+ .03 143103 1.44 + .02 154 1.01

IMOV§ L51 £.02 L.51 £ .02 1.39 .01 158 +.01

CHEP 152 £.03 1.50 £ .03 L4 £.02 158 .03

IMS L57 +£.03 1.56 + .03 1.51 £.03 163 £ .02

No hubieron modificaciones significativas en los pesos de los testiculos
de las ratas estresadas con respecto a las del grupo control.
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Efecto de los estresores sobre la ganancia de peso corporal.

En las ratas sometidas a los diferentes estresores no se observo pérdida de peso
corporal sing menor ganancia de peso en comparacién con las ratas control. En la
figura 18 se muestran las curvas de ganancia de peso corporal tanto en las ratas
control como en las ratas estresadas al inicio de la fase obscura del ciclo de
luz/obscuridad. En cada curva se muestra la ecuacion respectiva, obtenida mediante
regresion fineal, lo mismo que la ordenada al origen y el coeficiente de correlacion.

La comparacién estadistica entre las pendientes de las curvas de ganancia de peso
en cada grupo mostrd que en los grupos de ratas estresadas dichas pendientes fueron

significativamente menores que la del grupo control [F(90, 4) = 39.8, p<0.0001].

En el caso de las ratas estresadas al inicio de la fase luminosa del ciclo de
luz/obscuridad se obtuvieron resultados similares, esto es, las pendientes de las curvas
de ganancia de peso corporal fueron significativamente menores que las pendientes de
las curvas de peso de las ratas control [F(90, 4) = 31.19, p<0.0001). En las ratas
sometidas a IMS se observé la menor pendiente en la ganancia de peso corporal

(0.66), estos datos se muestran en la figura 19.

El andlisis de los pesos corporales como tasas de crecimiento o ganancia de peso
por dia, mostré que las ratas sometidas a todos los estresores (IMOV-2, IMOV-8, CHEP
e IMS) tuvieron ganancias de peso significativamente menores en relacion al grupo
control cuando el estrés fue aplicado en ambas fases del ciclo de luz-obscuridad

[F(90,4) = 8.19, p<0.001; Tukey p<0.05] (Tabla ).
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Figura 18. Curvas de los pesos corporales de las ratas control y ratas sometidas a
estrés al inicio de la fase obscura del ciclo. Las pedientes de las curvas de los grupo de
estrés fueron significativamente diferentes de la def grupo control (p<0.0001)
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Tabla Il Incremento promedio del peso corporal en las ratas sometidas a los diferentes
estresores durants 20 dias consecutivos en las dos estapas del ciclo de
luziobscuridad.

INCREMENTO PROMEDIO DE PESO (g/dia)

DURANTE 20 DIAS CONSECUTIVOS

FASE CICLO CONTROL IMOV-2 IMOV-6 CHEP IMS

OBSCURA 25 £022 *1.59+0.12 *§i111035 *1.09:022 *0.4110.24

LUMINOSA 2281035 *1.37x0.12 *1.37+016 179023 *1.5210.23

Media + error estandar. ANOVA seguida de Tukey *p<0.05 con respecto al contral.

Variaciones circadicas en los niveles plasmaticos de corticostercna.

En la figura 20 se muestran las variaciones circadicas observadas en los niveles
plasmaticos de corticosterona en machos intactos. La concentracidn de esta hormona
en el plasma alcanzo uﬁ maximo (31.74 + 3.19 ug/dl en promedio) al inicic de la fase
obscura del ciclo de luz/obscuridad. La concentracion de la hormona fue decayendo
progresivamente conforme transcurrié la fase obscura para llegar a su minimo (6.6 +
1.86 pg/dl, en promedio) al inicio de la fase luminosa del ciclo de luz/obscuridad del

vivarium. Estas variaciones circadicas se confirmaron durante tres dias mas en otros

machos adultos e intactos.
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Figura 20. Variaciones circadicas en los niveles plasméticos de corticosterona en ratas
macho intactas. Los niveles plasmaticos de la hormona alcanzaron el maximo al inicio
de la fase obscura y el minimo al inicio de la fase luminosa del ciclo de luzfobscuridad.

Efecto de los estresores sobre los niveles plasmaticos de corticosterona

En las figuras 21 y 22 se muestran los efectos de los estresores utilizados en este
trabajo sobre los niveles plasmaticos de corticosterona. En la primera exposicién al
estrés (agudo), ninguno de los estresores utlizados modificd los niveles de
cotticosterona en e) plasma. Los efectos diferenciales de los estresores fueron

evidentes a partir del dia 4 de estrés (considerado en este trabajo como estrés crénico).
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Figura 21. Niveles de corticosterona en el plasma de las ratas sometidas a estrés por
IMOV-2 y por IMOV-6 al inicio de la fase luminosa y de la fase obscura del ciclo de
luzfobscuridad. Los niveles de esta hormona aumentaron sélo cuando estos estresores
se aplicaron al iniclo de la fase luminosa. Media + E.S. ANOVA segulda por la prueba de
Tukey. *p<0.05
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El estrés por IMOV-2 en general no modificé los niveles plasméticos de
corticosterona cuando se aplico al inicio de la fase de obscuridad, a excepcién del dia
8, en que los niveles plasmaticos de este corticosteroide fueron significativamente
mayores que en el grupo control [F(45,4) = 5.97, p<0.0007; Tukey, p<0.01]. Sin
embargo, cuando este estresor fue aplicado al inicio de la fase luminosa del ciclo, los
niveles de corticosterona en respuesta a este esiresor se elevaron significativamente a
partir del dia 4 [F(45,4) = 6.329, p<0.0004, Tukey p<0.05] hasta el dia 20 de estres
[F(45,4) = 5,92, p<0.0006; Tukey p<0.05], lo que provocS una ligera disminucion de la
amplitud de la ciclicidad en los niveles de corticosterona en las ratas expuestas a este
estresor (figura 21).

De forma similar, los niveles plasmaticos de corticosterona en las ratas sometidas a
estrés por IMOV-6 al inicio de la fase d\e obscuridad se elevaron ligeramente, pero no
significativamente, mientras que la exposicién a este estresor al inicio de la fase de [uz
si provocéd el aumento significativo en los niveles del corticosteroide adrenal desde el
dia 4 [F(45,4) = 6.33, p<0.0004; Tukey p<0.01} hasta el 20 [F(45,4) = 5.92, p<0.0006;
Tukey p<0.05). Este aumento en los niveles matutinos provocod que la amplitud en la
ciclicidad de los niveles de esta hormona disminuyera también en los machos
expuestos a este estresor (figura 21).

En las rata;s, sometidas a estrés por CHEP (figura 22), no hubo madificacién alguna
en los niveles plasmaticos de corticosterona cuando los machos se expusieron a este
estresor ya fuera al inicio de la fase de luz o al inicio de la fase de obscuridad. Incluso
los niveles de esta hormona tendieron a ser menores que los valores controles en

algunos de los dlas (1, 12 y 20}.
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Figura 22. Niveles plasmaticos de corticosterona en los machos sometidos a estrés por
CHEP y por IMS. Los CHEP no modificaron los niveles de este esteroide, mientras que la
IMS causé aumentos significativos de esta hormona en el plasma, al inicio de ambas
fases del ciclo de luz/obscuridad. Los niveles de corticosterona se elevaron mucho mas

cuando el estrés se aplicé al inicio de la fase luminosa del ciclo de luvz/obscuridad. Media
t E.5. ANOVA seguida de Tukey. *p<0.05
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Ef estrés por IMS provocd aumentos significativos en los niveles de corticosterona,
tanto al inicio de la fase luminosa [F(188,4) = 10.6, p<0.0001; tukey p<0.01] como al
inicio de la fase obscura [F(4, 188) = 11.17, p<0.0001; Tukey p<0.01] a partir del diad y
se mantuvieron asi hasta el dia 20 de estrés (figura 22). Los niveles plasmaticos de
esta hormona se incrementaron casi cuatro veces en relacién al control cuando el
estrés se aplicé al inicio de la fase luminosa del ciclo de luzfobscuridad. Cuando el
estrés se aplicd al inicic de la fase obscura del ciclo, los niveles se elevaron menos de

dos veces en comparacidn con los niveles del grupo control,

Efecto de la administracién de corticosterona exégena en la conducta sexual

masculina y en los niveles plasmaticos de testosterona y corticosterona.

La administracién de corticosterona exdgena en los machos sexualmente expertos
durante cuatro u ocho dias consecutivos, no modificé ninguno de los pardmetros de la
conducta sexual masculina, como puede observarse en la Tabia [il.

Al cuantificar la corticosterona en estas ratas después de los cuatro u ocho dias de
administracidén de la hormona se observd que los niveles plasméticos del
corticosteroide se incrementaron de manera dependiente de la dosis administrada
[F(55,5) = 77.13, p<0.0001, Tukey p<0.01]. La dosis de 2 mg provocd un aumento casi
del doble en los niveles de corticosterona y con la dosis de 4 mg los niveles
plasmaticos de esta hormona se incrementaron cuatro veces en relacion al control
(Figura 23 A},

Con respecto a los niveles de testosterona en el plasma, se observé que después

de la prueba de conducta sexual los niveles plasmaticos de este andrégeno se
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incrementaron mas de! doble en comparacién con ios machos que no se sometieron a
la prueba de conducta sexual [F(55,5) = 18.2, p<0.0001; Tukey p<0.05]. En cambio,
ninguna de las dosis de corticosterona administradas modificé significativamente los
niveles plasmaticos de testosterona al compararlos con los niveles cbservados en los

machos control después de la prueba de conducta sexual (figura 23 B).

Tabla lll. Parametros sexuales de las ratas control y ratas con administracién de
corticosterona (0.5, 1, 2, 4 mg/0.2 ml).

M LI LE NM NI FE IPE
(scg) (sep) (seg) (NE/30min} (scg)

VEHICULO

4h 94+03 197463 335+45 52116 94136 32104 33514121
4dias 158459 147+65 305.6%52 38+12 76x11 3206 338 & 112
CORTICOSTERONA

(0.5mg)

4h 72407 187:48 386 +49 67 112 105:28 3.1+03 38584231
4dfas 91+14 155442 401138 49+23 93+1d4 32103 373 1 136
(1 mg) )

4h 94+25 159129 376 +59 4217 B7:l7 3 £04 3634t 323
4dias 524 169+64 354 +42 55136 108:09 31102 350 + 2638
(2mg)
4h 97+19 195141 297 +54 25417 7441 31103 3591349
4dias 13.8£29 277494 3128427 32+14 87+06 31101 3841385
Rdtas 12 £42 228162 293 £ 461 37+13 01214 33+04 3781301
(4mg)
4h 114+13 18131 378 £51 41t12 88109 29103 3741266
4dias 10.3+1.8  17.2+£3.3 293 +68 4 +1.5 96106 3+01 3381152

Media + error estandar. LM= latencia de monta; LI= latencla de intromisién; LE=latencia
de eyaculacién; NM=nGmero de montas; Ni= namero de intromislones; NE= ndmero de
eyaculaciones; FE= frecuencia eyaculatoria; IPE= intervalo posteyaculatorio.
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Figura 23. Niveles plasmaticos de corticosterona (A) y de testosterona (B) en ratas
sexualmente expertas a las que se les administraron cuatro dosis de corticosterona (0.5,
1, 2, 4 mg/0.2ml, s.¢.} o el vehiculo (aceite). Ambas hormonas se incrementaron después
de la prueba de conducta sexual. La administracién de corticosterona no afects los
niveles de tetosterona en plasma. ANOVA seguida de Tukey. *p<0.05 respecto al grupo
control sin prueba de conducta; +p<0.05 respecto al grupo control con prueba de
conducta.
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Efecto de la naltrexona sobre las alteraciones en la conducta
sexual masculina causadas por el estrés.

La exposicién de las ratas al estrés por CHEP provocd incremento en sus latencias
de monta en casi todos los dias de evaluacién [F(355,5) = 27.46, p<0.0001; Tukey,
p<0.01]. La administracién de naltrexona (1.5 mg/Kg) antes de exponer a los machos a
tos CHEP previno el incremento que este estresor causd sobre la latencia de monta.
Estos efectos se presentaron practicamente en todos los dias de 'a evaluacion de la
conducta sexual masculina (figura 24). En las ratas sometidas a estrés por IMS esta
misma dosis de naltrexona también bloqued los efectos del estresor sobre este
pardmetro, excepto el dia 4. La dosis mas alta del antagonista opidceo (3 mg/Kg)
bloque6 de manera mas efectiva los efectos del estrés por IMS (figura 24).

Resultados similares se obtuvieron en las latencias de intromisidn. Las ratas
sometidas a los CHEP tuvieron latencias de intromision significativamente mayores que
las del grupo control [F(355,5) = 47.73, p<0.0001; Tukey, p<0.01]). Con la dministracion
de naltrexona (1.5mg/Kg) antes de la exposicién a los CHEP los machos tuvieron
latencias de intromisién semejantes a las de los machos control (figura 25). Las
latencias de intromisién de los machos sometidos a IMS fueron significativamente
mayores que las del grupo control en todos los dias de la evaluacién conductual
[F(355,5) = 47.73, p<0.0001; Tukey, p<0.01]. La dosis baja de naltrexona no tuvo
efectos consistentes sobre este parametro. Los machos a los que se les administrio la
dosis alta de naltrexona (3 mg/Kg) antes de someterios a la IMS tuvieron latencias de

intromisién similares a las del grupo control {figura 25).
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Figura 24. Latencias de monta de los machos sometidos a CHEP o IMS. Los incrementos
an este parametro debidos al estrés fueron bloqueados por la naltrexona (1.5mg/Kg) en
las ratas sometidas a CHEP. En las ratas sometidas a IMS, ia dosis de naltrexona de
3mgiKg bloqued el efecto del estrés sobre este parametro. Media + E.S. ANOVA Kruskal-
Wailis seguida de la prueba de Dunn para comparaciones multiples. *p>0.05; *"p<0.01
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Figura 25. Latencias de intromisién de machos sometidos a CHEP o a IMS. Ambos
estresores provocaron incrementos significativos en este parametro y la naltrexona
bloqued el efecto de los CHEP. En tas ratas sometidas a IMS los efectos dol estrés
fueron bloqueados con la dosis mayor del antagonista opidcec (3 mg/Kg). Media + E.S.

ANOVA Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn para las comparaciones entre
grupos. *p<0.05; **p<0.1
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Las ratas sometidas a los CHEP presentaron latencias de eyaculacién
significativamente mayores en casi todos los dias de la evaiuacion conductual [F(355,5)
= 126.78, p<0.0001; Tukey, p<0.01}. Los machos a los que se les administré naltrexona
antes de la aplicacion de los CHEP, tuvieron latencias de eyaculacidn parecidas a las
de los machos control no estresados, en todos los dias de evaluacidn de la conducta
sexual (figura 26).

" Por ofra parte, en los machos sometidos a IMS, 1a dosis baja de naltrexona (1.5
mg/Kg), no fue capaz de prevenir los efectos de dicho estresor sobre la latencia de
eyaculacion [F(355,5) = 126.78, p<0.0001; Tukey p<0.01]. En [os machos a los que se
les administré la dosis mas alta de naltrexcna (3 mg/Kg), las latencias de eyacutacion

fueron similares a las del grupo control {figura 26).

E! numero de eyaculaciones por sesién disminuyd significativamente en las ratas
sometidas fanto a IMS como a CHEP [F(355,5) = 200.2, p<0.0001; Tukey, p<0.01]. La
dosis baja de naltrexona (1mg/Kg) bloqued este efecto en las ratas sometidas a CHEP
{figura 27). En las ratas sometidas a IMS la administracion de la dosis baja de
naltrexona no evitd los efectos de dicho estresor en todos los dias de la evaluacitn
conductual. Solamente con la dosis mayor de naltrexona (3 mg/Kg) previa a la
exposicidon al estresor, 10s machos estresados presentaron frecuencias de eyaculacion
mas cercanas a las del grupo controf. Sin embargo, el analisis multivariado, con el que
se compararon los grupos, mostrd que las ratas con ambas dosis de naltrexona
tuvieron en general, frecuencias de eyaculacidn menores que las del grupo control

[F(355,5) = 200.2, p<0.0001; Tukey, p<0.01], como se muestra en la figura 27.
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Figura 26. Latencias de eyaculacién en machos sometidos a estrés por CHEP o [MS. Los
machos expuestos a los CHEP a los que previamente se les administré naltrexona
tuvieron latencias semejantes a tas de los machos control, no estresados. En las ratas
sometidas a IMS, sélo la dosis alta de naftrexona bloqued el efecto de este estresor
sobre la latencia de eyaculacién. Media + E.S. ANOVA Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de Dunn para comparaciones entre grupos, *"p<0.0§; **p<0.01
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Figura 27. Frecuencia de eyaculacién en los machos expuestos a estrés por CHEP o IMS.
La administracién de naltrexona previa a la exposicién de los estresores bloqued los
efectos del estrés sobre la frecuencia eyaculatoria. Los efectos de la IMS fueron
blequeados sélo con {a dosis mayor de naltrexona. Media + E.S. ANOVA Kruskal-Wallis,
seguida de la prueba de Dunn para comparaciones miltiptes, *p<0.05
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El numero de montas que precede a la primera eyaculacion se incrementé de
manera significativa por efecto de la exposicion a los CHEP, lo mismo que a la IMS
[F(355,5) = 69.21, p<0.0001, Tukey, p<0.01] en todos los dias de evaluacién de la
conducta sexual masculina. La administracién previa de la dosis baja de naltrexona
previno completamente el efecto de los CHEP sobre este parametro.

En los machos sometidos a IMS, el numero de montas fue signiﬁcativamente mayor
que en los machos control. En los machos a los cuales se les administré naltrexona
antes de ser expuestos a la IMS, el nimero de montas que presentaron fue semejante
al de los machos del grupo control en todos los dias de la evaluacion de la conducta
sexual masculina. Como puede verse en la figura 28, ambas dosis de naltrexona

tuvieron efecto positivo en el namero de montas en los machos estresados.

Las tasas de aciertos que tuvieron los machos sometidos a estrés por CHEP fueron
significativamente menares que las del grupo de machos control [F(355,5) = 33.7,
p<0.0001; Tukey, p<0.01], en la mayoria de los dias de estrés en los que se evalué la
conducta sexual masculina. En los machos estresédos mediante tos CHEP, a los que
previamente se les administré la dosis menor de naltrexona (1.5 mg/Kg), se abservaron
tasas de aciertos semejantes a las del grupo control.

En los machos expuestos a IMS, la administracién de la dosis menor de ﬁaltrexona
(1.5 mg/Kg) previno los efectos negativos de este estresor sobre la tasa de aciertos,
aunque no en todos los diasv de la evaluacién conductual. La dosis mas alta de
naltrexona si bloqueo el efecto del estrés por IMS sobre |a tasa de aciertos en todos los

dias de la evaluacién de la conducta sexual masculina (figura 29).
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Figura 28. Numero de montas que preceden a la primera eyaculacién en los machos
expuestos a CHEP o IMS. Los machos a los que se les administré naltrexona antes de la
exposicion a los estresores tuvieron un nimero de montas similar al del grupo control,
no estresado. Media + E.S. ANOVA Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn para
comparaciones miiltiples, *p<0.05
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Figura 29. Tasas de aciertos en ratas sometidas a estrés por CHEP o IMS. Los machos a
{os que se¢ les administré naltrexcna antes de la exposicién a los estresores, tuvieron
tasas de aciertos similares a las de los machos no estresados. Media + E.S. ANOVA
Kruskal-WAllis seguida de Dunn, *p<0.05



El intervalo interintromision promedio se increment® en los machos estresados,
tanto por CHEP como por IMS [F(355,5) = 64.48, p<0.0001; Tukey, p<0.01). En los
machos sometidos a CHEP, a los que previamente se les administré la dosis de 1.5
mg/Kg de naltrexona, los intervalos interimtromisién promedio fueron muy parecidos a
los de los machos del grupo controi no estresados.

En el caso de las ratas sometidas a estrés por IMS, con administracién previa de la
dosis baja del naltrexona, se observd que este parametra de la conducta sexual se
mantuvo incrementado de manera significativa. En cambio, en fos machos a los cuales
se les administrd la dosis alta de naltrexona antes de aplicar el estresor, los intervalos

interintromision fueron semejantes a los de los machos no estresados (figura 30).

El intervalo posteyaculatorio en los machos expuestos al estrés por CHEP se
incrementd significativamente sélo en los dia 1y 15 de evaluacion de la conducta
sexual. Con la administracion previa de naltrexona, los machos expuestos a los CHEP
tuvieron intervalos posteyaculatorios semejantes a los del grupo control.

En los machos sometidos a estrés por IMS, los intervalos posteyaculatorios fueron
significativamente mayores a los de los machos control en todos los dias de evaluacion
conductual. Estos mismos resultados se observaron en los machos a los que se les
administré la dosis baja de naltrexona [F(355,5) = 135.1, p<0.0001; Tukey, p<0.01]. En
los machos a los que se les administrd ia dosis alta de naltrexona antes de la
exposisicon a la IMS, los intervalos posteyaculatorios fueron semejantes a los valores

observados en los machos control no estresados (figura 31).
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sometidas a IMS fue necesaria una dosis mayor de naltrexona para prevenir el efecto de

la IMS sobre este parimetro. Media + E.S5. ANOVA Kruskal-Wallis seguida de Dunn,
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Efecto de la naltrexona sobre las modificaciones de los niveles plasmaticos
de corticosterona y testosterona por efecto del estrés.

Los niveles plasmaticos de corticasterona se incrementaron significativamente por
la actividad sexual de los machos, at comparalos con los machos control a los que ho
se les evalué la conducta sexual [F(64,6) = 25.2, p<0.0001; Tukey, p<0.05]. La
exposicién de 1os machos a los CHEP no causé ninglin incremento adicional en los
niveles de esta hormona (figura 32). Como se observa en esta figura, el estrés por IMS
provoco un incremento significativo en los niveles de corticosterona y la administracion
de naltrexona {(ambas dosis) previno el efecto de la IMS sobre fos niveles de este
corlicosteroide [F(64,6) = 25.2, p<0.0001; Tukey, p<0.01].

Los niveles plasméticos de testosterona también se incrementaron de manera
significativa por la actividad sexual de los machos [F(64,6) = 61.6, p<0.0001; Tukey,
p<0.01]. La exposicion de los machos a los CHEP disminuyé significativamente los
niveles de testosterona en e! plasma, en comparacion con los machos no estresados.
La naltrexona (1.5 mg/Kg) previno parciaimente este decremento causado por los
CHEP, ya que los niveles c_!e este andrdgeno en el grupo de naltrexoné-CHEP adn fue
significativamente menor que en los machos control no estresados (Tukey, p<0.01),
como se muestra en la figura 33. Resultados similares se observaron en las ratas
sometidas a estrés por IMS, ya que, en estos animales los niveles plasmaticos de
testosterona fueron significativamente menores que los de los machos control. La
naltrexona bloqued el efecto del estrés de manera dosis-dependiente, pero los niveles
de testosterona en los machos a los que se les administrd el antagonista opiaceo ain

fueron menores que los del grupo de machos no estresados (Tukey, p<0.01; figura 33).
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Figura 32. Niveles plasméticos de corticosterona en las ratas control, con y sin
evaluacion de la conducta sexual, y en los machos sometidos a estrés por CHEP o IMS,
con y sin administracién de naitrexona. El incremento que la IMS causd en los niveles de
esta hormona fue bloqueado por la naltrexona. Media + E.S. ANOVA seguida de Tukey.
*p<0.05, en comparacién con el control sin evaluacion de conducta sexual; +p<0.01 en
comparacién con el grupo de salina-IMS.
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Figura 33. Niveles plasmiticos de testosterona en los machos control, con y sin
evaluacién de canducta sexual, y en los machos estresados por CHEP o IMS, con y sin
administraciénde naltrexona. La testosterona se incrementé con la actividad coputatoria
y disminuyd por efecto de ambos estresores. La naltrexona previno parclalmente el
efecto del estrés sobre esta hormona. Media + E.S. ANOVA seguida de Tukey. *p<0.05
comparado con el control con evaluacién de conducta sexual; +p<0.01 comparado con
los grupos de salina-estrés.
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A pesar de que los niveles de testosterona en las ratas estresadas fueron muy
bajos, fue posible constatar la presencia de tapones seminales en las hembras que
copularon con los machos estresados. Asimismo, en estos tapones seminales pudo
constatarse, mediante microscopia, la presencia de abundantes espermatozoides con

movilidad en todas las series copulatorias.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la conducta sexual
masculina en las ratas macho, asi como los niveles plasmaticos de corticostetona Yy
testosterona se modifican de manera diferencial, de acuerdo con las caracteristicas
{especificamente la intensidad) de cada estresor, asi como por el tiempo de exposicion
(aguda o crénica) a los mismos. Resultados similares han sido reportados por otros
autores al comparar los efectos de otros estresores, diferentes en intensidad y
duracion. Ellos observaron que la actividad sexual de los machos se redujo de manera
dependiente de la intensidad del estresor utilizado {Pednekar et al, 1993). De fa misma
manera, Moberg y colaboradores (1983} han demostrado que Ia exposicion de carnercs
a diferentes tipos de estresores psicolégicos (aislamiento, inmovilizacion o exposicion a
un macho extrafio), provoca respuestas diferentes en la corteza suprarrenal. Asimismo,
se han observado diferencias en la expresién del c-fos que son dependientes del tipo
de estresor que se utilice. La exposicién repetida de las ratas a estresores homotipicos,
como la inmovilizacién durante dos horas, disminuye e incluso elimina la expresién de
c-fos en diferentes estructuras cerebrales {Melia et al, 1894). Por ef contrario, la

exposicion cronica al estrés social (estrés por derrota) en ratones induce la expresion
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persistente del c-fos en el hipotdlamo, amigdala, septum e hipocampo, lo mismo que en
el tallo cerebrai (Matsuda et al, 1996). Estos datos corroboran gque el organismo
responde de manera diferente al estresor aplicado, ya que el hipotdlamo es capaz de
responder a una gran veriedad de estresores. Esta respuesta depende, ademds de la
intensidad del estresor, de la duracién de éste, de la experiencia previa del animal, asi
como de la posicién de dominancia del animal dentro de un grupo social (Lightman,
1994).

Los estresores que se utilizaron en este trabajo son mixtos (esto es, que involucran
componentes fisicos y psicoldgicos), de los mas cominmente empleados en la
investigacion cientifica y de los cuales se ha demostrado, por una parte, que activan de
manera efectiva al eje hipotilamo-hipdfisis-suprarrenal y, por otro lado, que son
capaces de alterar los niveles plasméticos de LH y de testosterona (Natelson et al,
1981; Collu et al, 1984b; Lesniewska et al, 1990; Prince y Anisman, 1990; Elias et al,
1891; Rivest y Rivier, 1991; Schedlowski et al, 1995). Por otro lado, se ha demostrado
anteriormente que los CHEP y la IMOV modifican la conducta sexual masculina
(Barfield et al, 1968; Menéndez-Patterson et al, 1978).

Las evaluaciones de la conducta sexual masculina en este trabajo se. realizaron una
hora despues de la aplicacion de cada estresor debido a que existen trabajos en los
que se muestra que los niveles plasmaticos de las hormonas pertenecientes al eje
hipotalamo-hipé6fisis-suprarrenal (CRF, ACTH, corticosterona), asi como las del eje
hipotdlamo-hipdfisis-génada (LHRH, LH, FSH y testosterona) se alteran desde los
primeros minutos de estrés y permanecen modificados durante mas de una hora

(Armario et al, 1986; Norman y Smith, 1992). Cabe mencionar que no se observaron
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alteraciones en la actividad locomotora que puedieran interferir con ei desempefio
sexual en los machos cuando se les evalud su conducta sexual.

Una cbservacion importante en este trabajo fue que la actividad sexual de los
machos causé incremento en los niveles plasmaticos de corticosterona y testosterona.
Este efecto ha sido observado anteriormente en las ratas (Posner y Conway, 1981;
Poggioli et al, 1984} y se ha observado también en los machos de otras especies de
vertebrados como los caballos (Colborn et al, 1991), ratones (Bronson y Desjardins,
1982), las lagartijas (Lindzey y Crews, 1892), los tritones (Zerani y Gobbetti, 1993),
cameros {Borg et al, 1992) y anfibios (Licht et al, 1983; Mendoga et al, 1985). Sin
embargo, el papel fisiolégico que pudiera tener el incremento de estas dos hormonas
por efecto de la actividad sexua! (las cuales en situaciones de estrés son antagénicas)
es aun desconacido, aunque en algunos casos se ha propuesto que su funcién seria
preparar a los machos para las situacidnes de competencia, territorialidad y cortejo a
las hembras durante la estacién reproductiva (Bronson et al, 1982; Taylor et al, 1987;

Borg et al, 1892; Zerani y Gobbetti, 1993; Schuett et al, 19986).

Estrés por choques aléctricos,

Es bien sabido que la exposicidén aguda de ratas machos a los choques eléctricos
estimula el aspecto motivacional (latencia de monta) de la conducta sexual masculina y
se presenta durante los primeros 5 segundos que siguen a la aplicacion del choque
eléctrico (Barfield et al, 1968). En este trabajo se pudo constatar esta facilitacion
inmediatamente después de finalizar las primeras cinco exposiciones a los CHEP, pero

no en las exposiciones subsecuentes,
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Una hora después de exponer a los machos a este estresor no se observé
facilitacién en ninguno de los parametros conductuales sexuales. Por el contrario, la
exposicion aguda a los CHEP incrementd la latencia de intromisién y el nimeroc de
montas y disminuy6 la tasa de aciertos y la frecuencia de eyaculacién en las ratas
expuestas a este estresor.

La exposicion repetida a los CHEP afectd negativamente el aspecto motivacional
(aumentando las latencias de monta y de intromisioh, asi como el intervaié;
interintromision), lo mismo que el componente ejecutorio (aumentando el namero de
montas, y disminuyendo la tasa de aciertos), el umbral eyaculatoric (elevando las
latencias de eyaculacién) y el potencial copulatoric (disminuyendo el numero de
eyaculaciones por prueba) de la conducta sexual masculina. Estos efectos se
acentuaron conforme aumenté el niimero de exposiciones de las ratas a este estresor.

En numerosos estudios se ha demostrado que diferentes estresores provocan
incremento de los niveles de corticosterona; este incremento se ha asociado
constantemente con la disminucion en los niveles plasmaticos de LH y de testosterona
{Kime et al, 1980; Collu et al, 1984; Moore y Miller, 1984; Rivier y Vale, 1984; Sapolsky,
1987; Tokarz, 1987 Rivest et al, 1991; Opstad, 1994). Por ello, se ha propuesto que e!
estrés altera los diferentes aspectos reproductivos en los machos a fravés de esta
relacién antagoénia entre los corticosteroides y los esteroides gonadales. Por ello se
evaluaron las modificaciones en los niveles de corticosterona en respuesta a los
estresores utilizados.

Los resultados de este trabajo muestran, sin embargo, que los efectos negativos de

la exposicién repetida a los CHEP sobre la conducta sexual masculina en las ratas no
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pueden ser explicados o asociados a los cambios en los niveles de corticosterona, ya
que este estresor no causd modificaciones en los niveles del corticosteroide en ninguno
de los dias de estrés y en cambio si provacé la disminucién de los niveles plasmaticos
de testosterona en las ratas expuestas a este estresor.

Los niveles plasméticos de corticosterona cbservados en este trabajo no
concuerdan con lo observado por otros autores quienes han descrito que la exposicién
de las ratas a los CHEP provoca aumento significativo en los niveles plasmaticos de
corticosterona (Rivier et al, 1986), tanto en la fase de luz como en la de obscuridad
{Ishikawa et al, 1992). Esto puede deberse a que el tiempo de exposicion al estrés por
CHEP utilizado en este trabajo fue muy corto (5 minutos), lo mismo que la duracién de
los chogques (200 mseg). Aquellos autcres aplicaron los choques eléctricos durante un
periodo de tiempo mds largo (1-3 horas) y con una mayor duracién de cada choque (2 6
10 seg). Esto implica que e! estrés psicolégico causdado por esas condiciones
experimentales parece ser mucho mayor que en este estudio, lo que, aunado a la
duracion de las sesiones, activa al eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal de manera
efectiva.

A pesar de lo corto de las sesiones de CHEP en este estudio, los registros
conductuales mostraron alteraciones . significativas en los diferentes parametros
sexuales en comparacién con el grupo de machos no estresados. Es posible que estas
alteraciones observadas en la conducta sexual masculina de estos animales puedan
encontrar una explicacion en las modificaciones de ciertos neurotransmisores como la
serotonina (5-HT) y la epinefrina. Como se sabe, la serotonina es un neurotransmisor
que tiene efectos inhibitorios sobre la conducta sexual masculina (Sédersten y Larssan,

1976; Ahlenius et al, 1980; Hillegaart et al, 1991; Hull et al, 1993) y existen evidencias
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de que la 5-HT aumenta en diversas areas cerebrales durante el estrés crénico
{Frajese et al, 1980; Delbende et al, 1992). Por otra parte, la noradrenalina y la
dopamina estimulan la conducta sexual en los machos (Pfaus y Phillips, 1991) y se ha
demostrado que el estrés por CHEP causa disminucion en fos niveles de epinefrina y
norepinefrina en diversas regiones cerebrales como el hipotalamo, la amigdata y la
corteza cerebral (limori et al, 1982; Glavin, 1985; Cohen et al, 1986; Shanks et al,
1891). Considerando que la norepinefrina facilita la conducta sexual masculina. en
machos intactos (Johnson y Diamond, 1969; Clark et al, 1984) y castrados (Clark et al,
1985), es posible que la disminucién en los niveles de este neurotransmisor central
afecte negativamente a esta conducta durante el estrés crénico por CHEP.
Adicionalmente, se ha reportado que en las ratas sometidas a estrés psicolégico (ratas
que estan en contacto visual con ofras que reciben choques eléctricos por una hora)
durante 10 semanas consecutivas, disminuye su actividad sexual (Sato et al, 1992) y
que en estos machos sometidos a estrés psicolégico disminuye el contenido de
catecolaminas, especificamente dopamina (Sato y Kumamoto, 1992) y norepinefrina
(Sato et al, 1996}, asl como sus metabolitos, en la amigdala y en el APOm, las -cuaies
son reconocidas como areas cerebrales de importancia critica en la regulacién de la
conducta sexual masculina. De acuerdo con lo anterior, puede concluirse que el efecto
inhibitorio del estrés por CHEP sobre la conducta sexual masculina, en este trabajo se
debe en parte, a la disminucién en los niveles de diferentes neurotransmisores
cerebrales que estan relacionados con esta conducta y no a modificaciones en los

niveles plasmaticos de corticosterona o a alteraciones cerebrales producidas por este

esteroide.
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Otra explicacion seria que los efectos conductuales del estrés por CHEP se deban
al incremento de un esteroide cortical, diferente de la coricosterona, pues en los
cromatogramas obtenidos se observd un marcado incremento en las concentraciones
de otro compuesto que no se ha identificado, pero que podria ser otro corticosteroide,
el cual se eleva de manera consistente, especialmente los dias 15 y 20 de estrés. Esto
podria explicar en parte la hiperirofia suprarrenal observada en los machos sometidos a
este estresor en los dias ya mencionados.

Por otra parte, se ha postulade la posibilidad de que los circuitos neuronales
centrales relacionados con el estrés pueden inhibir directamente el componente
motivacional de la conducta sexual (Dornan ef al, 1989). Asi, dos de los principales
péptidos neurcnales que inhiben la conducta sexual masculina, estan relacionados con
{a respuesta central a los estimulos estresantes. Estos péptidos son el CRF y las B-
endorfinas. Se sabe que ambos péptidos pueden inhibir la motivacién sexual actuando
directamente sobre las estructuras centrales que regulan ¢l componente motivacional
de la conducta sexual (Pfaus y Gorzalka, 1987, Sirinathsinghji, 1987; Doman et al,
1989). Como se sabe, el CRF es el principal mediador central de las respuestas
hormonales al estrés, y la inyeccidn intracerebroventricular de este péptido inhibe la
conducta sexual masculina (Emeric-Sauval, 1986; Sirinatsinghji, 1987; Nemeroff, 1988;
Demura, 1994). Es posible que el CRF inhiba la conducta sexual masculina en las
situaciones de estrés mediante la accién directa en el APOm, o indirectamente a través
de la liberacién de la proopiomelanocortina (POMC), de la cual se derivan las p-
endorfinas, péptidos tambien inhibitorios de la conducta sexual masculina. Se ha

detectado CRF dentro del APOm y se ha mostrado que el estrés disminuye los niveles
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de CRF en esa estructura central, probablemente debido a su liberacibn en ese sitio
(Owens et al, 1988).

En varios estudios se ha observado que el estrés por choques eléctricos en las
ratas prnvoc.:a la liberaciéon de opioides enddgenos hipotalamicos, especificamente p-
endorfinas, asociada con el incremento de estos opioides en el plasma (Rossier et al,
1877, Millan et al, 1981; Hughes et al, 1987; 1989; Young, 1990; Olson et al, 1993).
Este incremento en los niveles plasmaticos de las p-endorfinas se debe. a que son
liberados de la hipdfisis en respuesta a diferentes formas de estrés en los animales de
laboratorio (Meyerhoff et al, 1988).

La mayoria de las p-endorfinas hipotatdmicas provienen de las neuronas POMC del
ndcleo arcuato. Estas neuronas proveen de inervacién p-endorfinica al APOm (Dornan
et al, 1989) y es probable que el estrés también provoque la liberacién de B-endorfinas
dentro del APOm, aunque esto no ha sido demostrado directamente. Esta serie de
evidencias sugiere que las B-endorfinas endégenas podrian inhibir la conducta sexual
masculina actuando tanto como hormona liberada de la hipéfisis como neurotransmisor
liberado de las neuronas POMC hacia el APOm en respuesta al estrés (Doman et al,
1989).

Los datos obtenidos en este trabajo apoyan esta hipodtesis, ya que la administracion
del antagonista opiaceo naltrexona previno los efectos del estrés por CHEP sobre los
parametros de los componentes motivacional (latencias de monta y de infromisién, y el

intervalo interintromision} y ejecutorio (ndmero de montas, tasa de aciertos, latencia y

frecuencia de eyaculacion) de la conducta sexual masculina.
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Este antagonista de los receptores opiaceos mu (u) tiene un efecto de larga
duracion, se absorbe casi completamente en el ftracto gastrointestinal y es
aproximadamente 10 veces mas potente que la naloxona (Young y Woods, 1982;
Olson et al, 1994, Feldman et al, 1997).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el estrés por CHEP causa la
disminucion significativa en los niveles plasmaticos de testosterona en las ratas
estresadas. Es probable que este efecto del estrés por CHEP esté mediado tanto por
opioides, especificamente B-endorfinas, como por el CRF. El efecto inhibitorio de
ambos péptidos podria ser directo sobre el testiculo, inhibiendo la sintesis de!
andrégeno, o bien inhibiendo la liberacidon de LHRH en el APOm, pues se ha
demostrado experimentalmente que tanto el CRF come las p-endorfinas son capaces
de inhibir al eje hipotalamo-hipéfisis-génada a nivel hipotaldmico, disminuyendo el
contenido de LHRH (Cicero, 1980; Lopez-Calderdn et al, 1991; Bidzinska et al, 1993),
disminuyendo la liberacién de LH en la hipéfisis (Gilbeau y Smith, 1985; Almeida et al,
1988, Cicero et al, 1988; Barbarino et al, 1989; O'byrne et al, 1989; Norman y Smith,
1992), e iﬁhibiendo la sintesis de testosterona en las células de Leydig (Adams et al,
1993, Duffau et al, 1993; Paice, et al, 1994; Kant y Saxena, 1995), lo que repercute en
la disminucion de testosterona en el plasma ( Mosconi et al, 1894).

Estos efectos provocados por el CRF y los opiodes se revierten con la
administracion de antagonistas opiaceos (naloxona o naltrexona), incrementandose asi
los niveles hipotalamicos de LHRH (Cicero, 1980; Lépez-Calderdn et al, 1991:
Bidzinska et al, 1893) y de LH y testosterona en el ptasma (Cicero et al, 1979; Gilbeau y

Smith, 1985; Norman y Smith, 1992; Aurich et al, 1994; Mosconi et al, 1994: Pedrén et
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al, 1996). Los datos obtenidos en este trabajo concuerdan con lo anterior, ya que los
efectos provocados sobre la conducta sexual y los niveles de testosterona plasmatica
en los machos sometidos a estrés por CHEP no se presentaron en los animales a los
que se les administrd pr_eviamente naltrexona. Estos resultados indican que los
opioides endogoneos, liberados por el estrés, son los responsables de inhibir fa

conducta sexual y disminuir los niveles de testosterona plasmatica.

Estrés por inmersion en agua fria.

Las ratas sometidas a estrés por inmersion, aguda y cronica, mostraron los
mayores efectos negativos sobre la conducta sexual masculina. Este estresar altero el
componente motivacional, el umbral eyaculatorio y el potencial copulatorio de la
conducta sexual de los machos estresados desde la primera exposicién al estresor.
Asimismo, los machos sometidos a este estresor presentaron los mayores incrementos
en los niveles plasmaticos de corticosterona, tanto al inicio de la fase luminosa como al
inicio de la fase obscura del ciclo de luz/obscuridad y los niveles plasmaticos de
testosterona mds bajos, en comparacién con los machos sorﬁetidos a los otros
estresores.

Estos datos sugieren que la inhibicion de la conducta sexual masculina en las ratas
expuestas al estrés por IMS podria deberse, en parte, a ia disminucion de los niveles
de plasmaticos de testostercna y, cuyo decremento pudiera deberse al incremento en
los niveles de corticosterona circulante. Esta suposicién se basa en los resultados de
varios autores, quienes han observado que la administracién de corticosterona en

anfibios inhibe la conducta de cortejo en los machos (Moore y Miller, 1984; Orchinik et
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al, 1988). Hallazgos similares se han observado en las hembras de diferentes especies
de mamiferos como las ratas (De Cantazaro, 1987, De Cantazaro y Gorzalka, 1980),
las monas rehsus (Everitt y Herbert, 1971), las cerdas (Ford y Christensen, 1981) y las
ovejas (Moberg, 1981), en las cuales la administracién de corticosteroides
suprarrenales inhibe la conducta sexual femenina. Estas evidencias apoyan la hipétesis
de que la activacién del sistema hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal es mediadora de los
efectos negativos de algunos estresores sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada,
suprimiendo asi la reproduccidn femenina y masculina (Hagino et al, 1969, Doerr ef al,
1976; Vreeburg et al, 1984; Rivier et al, 1984; Rivier et al, 1986).

El antagonismo en los niveles de corticosterona y testosterona se ha observado en
situaciones de estrés causado por el entrenamiento militar en los hombres (Opstad,
1994; Bernton et al, 1995 )}, asi como por el estrés social. En este ltimo caso, se ha
demostrado que los machos dominantes tienen niveles plasmaticos de corticosterona
bajos y niveles plasmaticos de testosterona elevados; en fos machos subordinados
ocurre lo contrario (Eberhart et al, 1983; Monder et al, 1994). En concordancia con lo
anterior, otros estudios han descritoe que el estrés social en los manos y en las ratas
impide copular a los machos subordinados (Keverne, 1979; Blanchard y Blanchard,
1990; Monder et al, 1994).

La supresion de testosterona y de la conducta sexual en los machos ha sido
atribuida al incremento en los niveles de corticostercides durante las situaciones de
estrés (Christian et al, 1964; Nock et al, 1976; Bambino et al, 1981; Posner et al, 1881:
Abbott, 1884; Taylor et al, 1987) ¢ a la administracidon directa de corticosteroides
(Moore et al, 1984). La disminucion de testosterona por efecto de los glucocorticoides

se debe a que estas hormonas suprarrenales inhiben la esteroidogénesis en las células
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de Leydig, disminuyendo la concentracidn de las enzimas que participan en la sintesis
de testosterona, como la 20,22 iiasa, la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa y la 17,20
liasa (Orr et al, 1990; Orr et al, 1994; Hardy y Ganjam, 1997), asf como la enzima que
ox_ida a los corticosteroides, la 11p-hidroxiestercide deshidrogenasa (Monder, 1991,
Monder et al, 1994; Hardy et al, 1997).

Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo no concuerdan con estas
evidencias, pues fa administracion de diferentes dosis de corticosterona en los machos
sexualmente expertos no estresados, durante 4 u 8 dias consecutives, no disminuyé los
niveles plasmaticos de testosterona, ni modificé los parametros copulatorios, ain
cuando se observd un incremento dosis-dependiente en las concentraciones
plasmaticas de corticosterona {alcanzande e incluso superando los niveles observados
en las ratas expuestas a la IMS) inducidas por las diferentes dosis del corticosteroide
exogeno. Esto podria deberse a que el efecto supresor de la corticosterona sobre la
sintesis de testosterona en las situaciones de estrés podria estar potenciada por otros
mediadores quimicos del estrés, como los opicides endégenos.

En este sentido, los efectos del estrés por IMS sobre la conducta sexual masculina
podrian explicarse por mecanismos centrales inhibitorios, los cuales involucran la
liberacién del CRF en el nlcleo paraventricular del hipotdlamo. Este neuropéptido
inhibe completamente la conducta sexual masculina, posiblemente a través de la
liberacién de p-endorfinas (Sirinathsinghji, 1987) que provienen de las neuronas POMC
del nicleo arcuato y que proyectan hacia ¢l APOm (Doman et al, 1989). Los opioides a
su vez podrian inhibir la conducta sexual masculina alterando el funcionamiento de los

sistemas dopaminérgico y noradrenérgico (Pfaus y Gorzalka, 1987). La dopamina y la

105



norepinefrina hipotalamicas estimulan la conducta sexual en machos normales (Clark et
al, 1984; 1985; Hull et al, 1993) y se sabe que disminuyen abruptamente por efecto de
la IMS (Roth et al, 1982). Las p-endorfinas inhiben la liberacién de norepinefrina en la
amigdala, el hipocampo y en otras &reas cerebrales que reciben proyecciones del locus
coeruleus, actuando a nivel! presinaptico, a través de los receptores p, para inhibir los
canales de Ca"" voltaje-dependientes, reduciendo asl la cantidad de norepinefrina
liberada (Mulder y Schoffelmer, 1993; Wonnacott et al, 1995). Los opioides también
modulan la liberacidn de dopamina en el hipotalamo y la amigdala (Feldman et al,
1997). De esta forma, las p-endorfinas podrian inhibir la conducta sexual en los machos
directamente en las neuronas del APOm, inhibiendo la liberacién de norepinefrina y
dopamina en esa regién o bien interfiriendo con la transmision de la informacién de los
estimulos olfatorios desde la amigdala corticomedial hasta et APOm (Van Furth et al,
1985).

Los efectos del estrés por IMS en la conducta sexual de los machos podrian
deberse a las modificaciones de los niveles de neurofransmisores cerebrales como la
serotonina .ylo el GABA, que son inhibidores de la conducta masculina en la rata
(Ahlenius et al, 1980; Agmo y Paredes, 1985), del ratén (Naumenko et al, 1991) y de
los anfibios rﬁachos (Boyd y Moore, 1980}. En los ratones macho, el GABA bloquea el
incremento de testosterona en el plasma por la presencia de una hembra receptiva
(Naumenko y Serova, 1991). Como ya se menciond, estos neurotransmisores
inhibitorios son liberados en situaciones de estrés_ por choques eléctricos y por

. inmersién en agua (Malyszko et al, 1994) y por cautiverio (Boyd et al, 1990).

106



La disminucién de los niveles plasmaticos de testosterona por efecto de la IMS
también podria explicarse por la liberacion de CRF. Este neuropéptido inhibe la
secrecion de LHRH a través de conexiones sindpticas directas con las neuronas que
liberan LHRH en el APOm (MaclLusky et al, 1988), o bien a través de estimular la
liberacién de las f-endorfinas de las neuronas POMC del nicleo arcuato hacia el
APOm (Dornan et al, 1989).

Se sabe que la liberacidn de B-endorfinas hipofisiarias se incrementa en respuesta
al estrés por IMS (Lim y Funder, 1983; Doman y Malsbury, 1989; Young, 1990). Incluso
se ha observado que el incremento de las B-endorfinas en el plasma por efecto de ese
estresor es mucho mayor al inicio de la fase obscura que en fa fase luminosa del ciclo
de luzfobscuridad {(Lim y Funder, 1983). Estos opicides pueden actuar en todos los
niveles del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada: en el hipotalamo, inhibiendo la liberacion
de LHRH; en la hipdfisis, inhibiendo la liberacion de LH; y en el testiculo, inhibiendo la
liberacién de testosterona.

Los resultados de este trabajo muesiran que la administracién de naltrexona
(antagonista de las p-endorfinas) previne los efectos de la IMS sobre los parametros
conductuales evaluados, asi como sobre los niveles plasmaéticos de corticosterona y
testosterona, lo que indica que los efectos de este estresor sobre la conducta sexual y
los niveles plasmaticos de testosterona y la corticosterona estan mediados por las p-
endorfinas, como lo han propuesto otros autores (Cicero et al, 1979; Cicero, 1980;
Gilbeau y Smith, 1985; Lopez-Calderén et al, 1991; Norman et al, 1992; Aurich et al,
1994; Mosconi et al, 1994, Pedrén et al, 1996).
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La dosis efectiva (3 mg/Kg) para revertir e! efecto de la IMS fue el doble de la que
se utilizd en los machos sometidos al estrés por CHEP (1.5 mg/Kg). Estos datos
sugieren que la IMS provoca una mayor liberacién de pB-endorfinas que el estrés por

CHEP.

Estrés por inmovilizacién

Los efectos del estrés por IMOV durante 2 ¢ § horas sobre la CSM fueron poco
relevantes. La IMOV-2 afectd el componente ejecutorio de la conducta sexual
masculina, aumentando el nimero de montas en los machos expuestos a este
estresor. Sin embargo, estos efectos se observaron solamente en los dias 1, 4 y 20 de
evaluacién conductual; en consecuencia, la tasa de aciertos disminuyé sélo en los dias
1y 4 de estrés y la latencia de eyaculacién (umbral eyaculatorio} se incrementd sdlo el
dia 4.

La IMOV durante 6 horas afecté la conducta sexual masculina, pero solamente el
primer dia de exposicidn y los efectos fueron contradictorios, ya que por un lado,
incrementd la latencia de monta, el nimero de montas y disminuyé la fasa de aciertos y
por otro lado disminuyé la latencia de eyaculacion y el intervalo interintromisién y
aumento la frecuencia eyaculatoria.

Los resultados obtenidos en las ratas sometidas a IMOV no coinciden con los de
Menéndez-Patterson y colaboradores (1978_). quienes reportaron que la IMCV por 3
horas alteré la conducta copulatoria masculina, aumentando las latencias de
intromision y de eyaculacién, el nimero de montas y de intromisiones, asi como el

intervalo posteyaculatorio, ademas de disminuir la frecuencia eyaculatoria. Estas
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diferencias en los resultados podrian deberse al tiempo de exposicidn a la IMOV (2466
h vs 3h), asi como al tiempo transcurrido entre la aplicacion del estresor y la evaluacion
de la conducta sexual masculina. En aquel trabajo, dicha evaluacion se efectud 5 horas
después de aplicado el estresor durante 3 ¢ 6 dias consecutivos; en este estudio fa
evaluacion conductual fue una hora después de la aplicacion del estresor, por las
razones ya mencionadas.

Otros sutores tampoce han encontrado modificaciones en los parametros
conductuales después de someter a [as ratas a IMOV durante 30 minutos por 7 dias
consecutivos, aungue en ese estudic las pruebas conductuales se realizaron 24 horas
después de la ultima sesién de IMOV (Albonetti y Farabolllini, 1993).

Los efectos observados en algunos de los parametros conductuales de las ratas
expuestas a fa IMOV-2 podrian deberse a posibles modificaciones en los niveles
cerebrales de serotonina y norepinefrina, asl como por incrementos en la lliberacion de
p-endorfinas hipofisiarias € hipotaldmicas. Se ha reportado que la IMOV durante
diferentes periodos de tiempo (20, 60, 120, 180 min) tiene efectos dependientes de la
duracién del estresor. La eiposicion aguda a la IMOV estimula la liberacién de p-
endorfinas (Norman et al, 1992), incrementa la sintesis, la liberacién y el metabolismo
de la noradrenalina en la amigdala (Tanaka et al, 1981; Pacak et al, 1993), en el nicleo
paraventricular (Pacak et al, 1992), asl como en los nlcleos ventromedial y supradptico
del hipotalamo (Kvetiiansky et al, 1977), o mismo que en el nicleo arcuato (Palkovits
et al, 1975) y en otras regiones cerebrales (Tanaka et a, 1982). Por el contrario, 1a

exposicion repetida a IMOV disminuye la sintesis de catecolaminas y el recambio en las
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neuronas noradrenérgicas en esas regiones cerebrales (Palkovits et al, 1975;
Kvethansky et al, 1977; Tanaka et al, 1982; 1991, Pacak et al, 1982; 1993).

Es importante mencionar que en todos esos estudios las ratas fueron inmovilizadas
mediante técnicas que resultan ser mucho mas estresantes que la utilizada en nuestro
laboratoric. En aquellos estudics las ratas fueron inmovilizadas en posicion pronada,
sujetando sus cabezas y patas con asas de alambre o cinta adhesiva, o bien
envolviendo al animal en mallas de alambre o pegando sus patas a una base de metal
con cinta adhesiva. En este trabajo, las ratas se colocaron en un tubo de plexiglas, que
no lastimaban a los animales y sus extremidades no se sujetan, lo que podria explicar
en parte los leves efectos conductuales causados por la IMOV.

La IMOV-2 no alter6 los niveles plasmaticos de testosterona ni de corticosterona
cuando se aplicd en la fase obscura del ciclo. Con excepcién del dia 8, las
conhcentraciones de corticosterona en el plasma de las ratas estresadas no fueron
diferentes de los niveles cuantificados en los machos control al inicio de la fase
ocbscura. Cuando el estrés se aplicd en la fase luminosa del ciclo, los niveles
plasmaticos de corticosterona se incrementaron significativamente. Por una parte, estos
datos sugieren que los machos expuestos a este estresor en la fase obscura del ciclo
se adaptaron rapidamente a él, sin sufrir modificaciones significativas en los niveles
plasmaticos de corlicosterona. La adaptacién a este estresor se ha demostrado en
estudios en los que la exposicién repetida a la IMOV, considerado un estresor
homotitipo, elimina la éxpresidn del c-fos para el RNA mensajero, que es un indicador
de la actividad neuronal alterada (Melia et al, 1994).

Por otra parte, el hecho de que los niveles plasmaticos de corticosterona se hayan

incrementado significativamente sélo cuando la IMOV se aplicd en la fase luminosa del
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ciclo, indica que la sensibilidad de !a corteza suprarrenal varia circadicamente, como se
ha demostrado en los seres humanos (Ferrari et al, 1982; Amsterdam et al, 1989;
Horrocks et al, 1990), en los perros (Engeland et al, 1981) y en las ratas (Torrellas et al,
1981). Estos ultimos observaron que la IMOV-2 provocd incremento significativo en los
niveles plasmaticos de corticosterona, tanto en la mafiana como en la tarde, respecto a
los animates control y, que los incrementos en la corticosterona por efecto del estrés
fueron mayores en la mafiana que en la tarde. Nuestros datos concuerdan
parcialmente con lo observado en aquel trabajo; las diferencias en cuanto al incremento
de corticosterona en el plasma por efecto de la IMOV en |a fase obscura del ciclo
pueden deberse a que en aquel estudio las ratas se inmovilizaron mediante su fijacion
a redes de alambre y en posicién pronada, procedimiento que puede ser mas
estresante que el utilizado en este trabajo.

Respecto al estrés por IMOV durante 6 horas, ocbservamos que la conducta sexual
masculina en los machos expuestos a este estresor no se inhibid, e incluso se facilité
ligeramente con la primera exposicion al estresor. En estas ratas los niveles de
testosterona en el plasma disminuyeron significativamente respecto al grupo control. En
contraste, los niveles plasmaticos de corticosterona en estos machos estresados
durante la fase obscura del ciclo fueron semejantes a los de las ratas control. Estos
resultados difieren de lo reportade por otros autores, quienes han observado
incremento en los niveles de corticosterona asociado con la disminucidon de
testosterona plasmatica en condiciones experimentales similares (Collu et al, 1979;
Taché et al, 1980; Dodrakovova, et al, 1982; Collu et al, 1984). Las diferencias en los
resultados obtenidos pueden deberse a que en aquellos trabajos el método de

inmovilizacidon consistia en la fijacién de las patas del animal a una placa de metal con
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cinta adhesiva, procedimiento gue posiblemente provoca un estrés mas severo que el
utilizado en este trabajo.

Un aspecto importante es la fase del ciclo en la que se aplica el estresor, pues, la
sensibilidad de la corteza suprarrenal al estrés y a la ACTH es mayor al inicio de la fase
luminosa del ciclo. En los trabajos citados anteriormente, los animales se expusieron al
estrés durante la fase luminosa del ciclo, lo que podria explicar el incremento en los
niveles de corticosterona en el plasma de las ratas inmovilizadas.

En este trabajo, se observé que cuando las ratas se expuesieron a la IMOV al inicio
de la fase luminosa, cuande los hiveles plasmaéticos de corticosterona estan en el
minimo (Critchlow, et al, 1963; Engeland et al, 1977; Dallman et al, 1978), los niveles
del corticosteroide se incrementaron significativamente en comparacién con los niveles
de las ratas control, pero solamente con la exposicion repetida.al estresor (a partir del
cuarto dia de estrés). Lo mismo han observado otros autores, quienes estudiaron las
variaciones circadicas en los niveles de corticosterona y encontraren que la exposicion
repetida al estresor elevé los niveles matutinos pero no los de la fase obscura, lo que
conduce a la pérdida del ritmo circadico en 1a secrecion de estas hormonas (Persengiev
et al, 1991; Opstad, 1994; Ottenweller et al, 1994). Esto es importante porque en los
estudios que reportan el aumento en los niveles de corticosterona en respuesta a la
inmovilizacion, la aplicacién del estresor asi como [a evaluacién de sus efectos sobre
los ejes neuroendécrinos se han hecho en la fase luminosa del ciclo (Collu et al, 1979;
Taché et al, 1980; Collu et al, 1984; Armario et al, 1988; De Boer et al, 1989; Gonzalez-
Quijano, et al, 1990; Hanson et al, 1994), cuando los niveles de corticosterona son

minimos.
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En resumen, nuestros resuftados muestran que los estresores con diferentes
caracteristicas tienen diferentes efectos sobre la conducta sexual masculina y sobre las
variaciones circadicas en los niveles plasmaticos de corticosterona en las ratas macho.
La inmersién en agua fria tuvo los mayores efectos sobre los niveles de corticosterona.
Este estresor fue capaz de estimular al eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal en ambas
etapas del ciclo de luz/obscuridad, al inicio de la fase luminosa {cuando los niveles
plasmaticos de corticosterona en la rata se encuentran en su minimo), coma al inicio de
la fase obscura (cuando ios niveles de corticosterona estdn en el maximo valor). La
inmovilizacién durante 2 y 6 horas no estimuld al eje hipotalamo-hipéfisis-suprarrenal al
inicio de la fase obscura, sino solamente al inicio de la fase luminosa, cuando la
actividad del eje es minima, lo que disminuy? la ritmicidad de los niveles plasmaticos de
corticosterona como ha sido descrito por otros autores (Ottenweller et al, 1994). Estos
resultados podrian explicarse a través de cambios en la sensibilidad de la glandula
suprarrenal a la ACTH. Dicha sensibilidad estd aumentada en la fase luminosa, en el
caso de la rata (Dallman et al, 1978; Engeland et al, 1981; Torrellas et al, 1981; Ferrari,
et al, 1982; Amsterdam et al, 1989; Homocks et al, 1990). La amplitud de las
variaciones circadicas de la corticosterona plasmatica disminuyé por efecto de [a IMOV
como resultado de las diferencias en la sensibilidad del eje hipotalamo-hipéfisis-
suprarrenal durante el ciclo de luz/obscuridad. Resultados similares se han observado
en los humanos sometidos a estrés fisico prolongado durante cinco dias de
entrenamiento militar, provocandose la extincién de las variaciones circadicas del

cortisol (Opstad, 1994).

113



Pesos de las glandulas suprarrenales.

Los CHEP y la IMS fueron los Gnivcos estresores que provocaron aumento en los
pesos de las glandulas suprarrenales cuando los animales se expusieron a ellos por 20
dias consecutivos, en ambas fases del ciclo de luz/obscuridad. En las ratas sometidas
a IMS, este incremento correlaciond con el aumente en los niveles plasmaticos de
corticosterona observados en estos animales durante el tiempo de exposicion al
estresor, lo que implica un aumento en la actividad de sintesis y secrecién de esa
glandula durante el estrés. Estos datos son similares a otros datos due muestran
incrementos en el peso de las suprarrenales de los animales sujetos a estrés social
{Monder et al, 1954).

La hipertrofia suprarrenal observada en las ratas expuestas a CHEP no se
relacioné con incrementos en los niveles plasmaticos de corticosterona. En estos
animales observamos, sin embargo, ¢l incremento en los niveles plasmaticos de un
compuesto, que no pudimos identificar, pero que quiza sea otro codicosteroide. en los
dias 15 y 20 de estrés. El incremento en este compuesto podria deberse al incremento
en la actividad suprarrenal en estos animales, lo que explicaria el aumento en el peso

de estas glandulas.

Pesos testiculares.

Auln cuando los niveles plasmaticos de testosterona disminuyeron en la mayoria de
los grupos sometidos a estrés, en ninguno de ellos se modificaron los pesos
testiculares por efecto del estrés, posiblemente porque el tiempo que los machos

fueron expuestos a éstos no fue suficiente. Estos datos coinciden con un estudio en el
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que se evalud el impacto del estrés social en las ratas macho (Monder et al, 1994).
Aunado a esto, la presencia de tapones seminales (en los cuales se observaron
abundantes espermatozoides moéviles) en las hembras que copularon con los machos
expuestos a los diferentes estresores, indica que el estrés no alteré la capacidad de los
machos para eyacular. Los mecanismos nerviosos que regulan este proceso fisiologico
no parece haberse alterado por el estrés. Por otra parte, el andlisis histoldgico de los
testiculos de los machos estresados no reveld alteraciones en los diferentes estadios
de los espermatocitos ni en los espermatozoides presentes en los tubulos seminiferos.
Estos resultados indican que los estresores utilizados no afectan la espermatogénesis,
como se ha dicho en algunos trabajos (Johnson et al, 1992). Debe considerarse, sin
embago, que el tiempo que las ratas fueron expuestas a los diferentes estresores no
fue suficiente para causar tales efectos. Para ello seria necesario estresar a los
machos durante 55 dias al menos, considerando el tiempo que dura la
espermatogénesis en la rata macho, que es de aproximadamente 53 dias (Clemmont y

Harvey, 1965).

Pesos de las vesiculas seminales.

E! peso de las vesiculas seminales disminuyé significtivamente sélo en las ratas
sometidas a IMS. Este efecto podria estar relacionado con la disminucién de los niveles
plasmaticos de testosterona que produce la exposicién crénica a dicho estresor. En las
ratas expuestas a los CHEP y a la IMOV-6 también disminuyd el peso de estas
glandulas, aunque no de manera significativa. Esto puede deberse a que la dimsinucién

en los niveles de testosterona en esas ratas fue menor que en el grupo de IMS.
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Pesos corporales.

El estrés afecté la ganancia de peso corporal en las ratas expuestas al estrés y los
efectos fueron también dependientes del estresor. Cabe decir que en ningun caso se
observé pérdida de peso, sino sélo menor ganancia de peso corporal en relacién al
grupo control. El efecto del estrés en el peso corporal podria estar relacionado con la
liberacién central de CRF, pues se ha demostrado que esta hormona suprime, o al
menos disminuye la ingesta de alimentos (Demura, 1994; Nemeroff, 1988). El hecho de
que se haya observado menor ganancia en el peso corporal en las ratas estresadas por
IMS durante la fase luminosa del ciclo de luzfobscuridad podria deberse a una mayor
liberacién de esta hormona en [a fase luminosa.

En la figura 34 se esquematizan las estructuras y mediadores quimicos que podrian
estar invelucrados en los efectos de! estrés sobre la conducta sexual masculina, la

testosterona y la corticosterona.

CONCLUSIONES
1. Los efectos causados por el estrés sobre la conducta sestual masculina son
dependientes del tipo de estresor utilizado.
2. Las modificaciones en los niveles plasméticos de corticosterona en respuesta al
estrés también dependen de las caracteristicas del estresor. La ciclicidad disminuye
en respuesta a la IMOV perc no en respuesta a la IMS, que fue el (nico capaz de

estimular fa actividad del! eje hipotalamo-hipofisis-glandula suprarrenal en ambas
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fases del ciclo de luz/obscuridad. Los CHEP, con las caracteristicas empleadas en

este estudio, no tienen efecto sobre la corticosterona.

. Los efectos del estrés crénico por IMS sobre la conducta sexual 'mascu!ina pueden

deberse en parte a la supresién de testosterona por efecto de la corticosterona, asi .

como por la liberacidbn de p-endorfinas, sin descartar otros mecanismos centrales

como cambios en los sistemas de neurotransmisidn noradrenérgica, dopaminérgica,
sarotoninérgica y GABAérgica.

. Los efectos de los CHEP e IMOV sobre la conducta sexual masculina no se deben a
cambios en los niveles de corticosterona, sino a mecanismos centrales que pueden
involucrar al CRF y a tas p-endorfinas, sin dejar al margen a otros neurotransmisores
{noradrenalina, dopamina, serotorina y GABA).

. Los efectos causados por el estrés sobre el peso de las glandulas suprarrenales son
evidentes sélo con la exposicion repetida a los CHEP y la IMS.

. Los estresores utilizados (IMS, CHEP, IMOV2 e IMVB) no son capaces de inducir

atrofia testicular ni alteraciones aparentes en la espermatogénesis.

. Estos estresores no causan pérdida del peso corporal, solamente disminucién en la

ganancia de! mismo.
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CRF

Figura 34, Diferentes vias que podrian estar involucradas en los efectos del estrés en la
conducta sexual masculina y en los niveles plasméaticos de corticosterona y testosterona.
Las neuronas CRF del niicleo paraventricular estimulan a 1as neuronas POMC del nicleo
arcuato en el hipotilamo. Estas a su vez podrian inhibir la conducta sexual a través de la
fiberacién de p-endorfinas al APOm para inhibir la liberacién de dopamina y norepinefrina.
Las p-endorfinas también pueden inhibir, a nivel central, la produccién de testosterona en
las células de Leydig, bloqueando la liberaciéon de LHRH en el APOm o actuando
directamente en el testiculo. EI CRF en las células de Leydig poedria contribuir a este
efecto. OB=bulbo olfatorio; LC=locus coeruleus; c-p=putamen-caudado; acb=nficlec
acumbens; GP= globo pélido; VTA=nicleo tegmental ventral; bnst=nicleo basat de la
estria terminal; APOm=area predptica media; NPV=nicleo paraventricular; Arc=nuicleo
arcuato; CRF=factor liberador de la corticotropina; LHRH=hormona liberadora de las
gonadetropinas; PCMC=proopiomelanocortina; LH=hormona luteinizante; ACTH=hormona
adrenocorticotrépica.
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SUMMARY

Muscutine sexeal behavior in rats can be stimulated by acutcly stressing the animals, Nevertheless,
tittle is kitown about the effect that different stressors could have on sexual behavior. In this work we
studied the effect of diffcrent stressors applied both acutely and chronically on masculine scxual
behavior, Sexually active male Wistar rals were submilled o stress by: immobilization (IMB);
imemersion in cold water (WIM); and clectrical foot shock (EFS). These stressors were applied duting
20 consccutive days and masculine scxual behavior was assessed on days 1, 4. B, 12, 15 and 20.
Motivational component, copulatory performance and copulatory potential were deastically sltered by
WIM. EFS produced significant allerations in almost ali sexual parameters recorded but only when it
wars applied chronically. $MD only altered mount Frequency and hit rate, although inconsistently.
These resulls suggest that the effect of stress on sexual behavior depends on the nature and, in some
conditions, on the duration of the stressor.

Keywords—Sexual hehaviour; Chronic stress; Acute stress; Immobilization; Foot shocks; Water
immersion,

INTRODUCTION

It is well known that stressful siluations elicit adaptative responses in organisms, in an
atlempi to re-establish homeostasis. The adaptalive response to stress seems to depend on the
type (physical or emotional), intensity and duration (acute or chronic) of the stimulus, as
well as on the characteristics and physiological state of the organism concerned (De Wied,
1980). The endocrine response to stress is not limiled to activation of the hypothalamo-
hypophyseal-adrenocortical system, but involves the hypothalamo-hypophyseal-gonadal
system and other neuroendocrine axes. Physical or emotional stress is a profound disruptive
factor 1o reproductive function (Johnson et al., 1992). In males, stress induces suppression of
leslosterone secretion, spermatogenesis and libido (Collu ct al., 1984; Johnson et al., 1992;
Rabin ct al.. 1954).

Address correspondence and reprinl requests to: Javier Velazquez-Moctezuma, Deparlamento de
Biologia de [a Reproduccidn, Universidad - Autdnoma  Metropolitana-[ziapalapa, . Purisima y
Michoacan. Col. Vicentina. C.P. (19340, Del. 1ztapalapa, Mexico City D.F., Mexico.
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On the other hand, chronic stress by immobilization, intermittent electric foot shocks,
surgery or crowding has been reported to produce an increase in circulating tevels of
adrenocorticolrophin (ACTH), as well as a gencral inhibitory effect on pituitary-gonadal
function, both in males and females. In males, chronic stress induces low circulating levels
of testosterone (T), profactin and follicle-stimulating hormone (FSH) (Armario et al., 1986;
Collu et al., 1979; Farabollini et al., 1978; cf. Morméde et al., 1990; cf. Taylor et al., 1987).

Although T is known to be critical for an adequate expression of male sexual behavior -
(Beyer ct al.,, 1981; Davidson, 1966; Malmnas, 1977), little is known aboul the effcct that
different siressors could have on sexuval behavior. It is known that acute stress by clectric
shocks or tail pinching facilitates masculine sexual behavior (Barfield & Sachs, 1968;
Caggiula, 1972; Goldfoot & Baum, 1972; Larsson, 1963, Meisel et al., 1980; Sharma &
Hays, 1974; Wang & Hull, 1980), while immobilization impairs this behavior by increasing
¢jaculation latency and postejaculatory interval (Menendez-Patterson et al., 1978).
Regarding the effects of chronic stress on sexual behavior, conflicting reports have recently
been published. Chronic expasure to mild unpredictable stress inhibits male sexuval behavior
{D*Aquila et al., 1994) while, on the other hand, repeated restraint did not induced any
noticeable deficit of mate scxual performance (Albonetti & Farabollini, 1993).

In this study we analyzed the cffects of three different stressful situations, applied both
acutely and chronically, on the performance of masculine sexuval behavior in rats.

METHODS

Male Wistar adull rats (300-350 g} were housed, five per cage (50x30x20 cm). The
colony room was maintained on a 12:12 reverse light cycle (lights off 0900h) and controlled
temperature {19-21°C). Food and water were available ad lib.

Males (n = 47) were tested for masculine sexual behavior twice in order to select those
males displaying cjaculation at least once, Behavioral testing was performed under dim red
illumination 3 h after the onsct of the dark phase of the light cycle. Maseuline sexual
behavior was assessed by placing the male in a Plexiglas arena (45 cm diameter) 5 min
before a stimulus receptive female was presented. The female rats were brought into sexual
receptivity by administering estradiol benzoate (5 ;g/0.05 ml oil, 8C, once, daily). Female
rats usuzlly become receptive after 5 days of treatment, thereafter the dose of estradiol was
adjusted according io behavioral response (i.e. between B0 and 100% of lordosis responses).
To avoid stimulus habituation {Coolidge effect), the female rat was changed every 5 min
(Wilson et al., 1963). After the presentation of the fernale, tests lasted 30 min. The fellowing
patameters were recorded: latency of first mount; latency of first intromission and fatency of
fimt cjaculation; mount, intromissivn and ejaculation frequencies; and postejaculatory
interval. The following indexes were obtained: hit rate; average interintromission interval;
and average intercopulatory interval. These data were acquired during all the ejaculatory
series. An ejaculalory series was defined as the group of events that take place after an initial
mount, until the frst mount that occurred after the subject ejaculated. The fuil description of
masculine sexual behavior parumeters has been detailed etsewhere (Sachs & Meisel, 1988).
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Sexually active males {n = 40) were randomly assigned to one of the following groups.

Stress by Immobilization (IMB) (n = 10)
Rats were restrained in a Plexiglas cylinder (5 ecm diameter; 16 cm large) for 2 h.

Stress by Water Immersion (WIM) (n = 10)

Subjecis were placed in a tank of cold water (height = 16 cm; temperature = 15°C) where
they either swam of remained in an upright position kecping their heads above the water
level. This situation lasted for 15 min unless the subjects sank. [n that event, they were
removed before the cutoff time and remained in the experiment. Because only two rats sank,
no special observation was made between a shorter duration of immersion lime and sexual
performance.

Stress by Electric Foot Shocks (EFS) (n = 10) )
Subjects were placed in a chamber with an electrified grid floor. Unavoidable electric
shocks (intensity = 3 mA. duration = 200 ms; frequency = t per s) were delivered for 5 min.

Cantrol Group (n = 10}

These males remained undisturbed in their cages.

Sexual behavior tests were performed 1 h after the application of the stressor. We chose
this time because it is reported that circulating levels of the different hormones related to
stress are affected after the first minute and remain modified for more than 1 h {(Armario et
al., 1986; Collu et al.. 1979; Gray et al., 1978; Lépez-Calderdn et al., 1990; Natelson et al.,
1987; Norman & Smith, 1992).

Rats were stressed daily for 20 days and scxual behavior was assessed on days 1, 4, 8, 12,
15 and 20, both in stressed and in control rats. One week elapsed between the pre-test to
select the males and the first test of sexual behavior to assess the effect of stress.

Statistical analysis was performed using the Kruskall-Wallis onc-way anatysis of variance
(ANOVA) to assess both the cffect of the different stressors in the same day, as well as the
cumulative effect of the same stresser during the different days. When significant, ANOVA
was fotlowed by Dunn tesls 1o determine the source of significance {Zar, 1984).

RESULTS

Figure 1 shows the effects of the different stressors on mount latency and intromission
latency. Mount latency only showed a slight but significant increase during the 20th day of
EFS. The WIM group displayed a noteworthy increase in their mount latency in the first day
and an even bigger increase during days 15 and 20. Significant increases in intromission
latency were shown will all the stressors. Rats submitted to EFS only increased their
intromission latency during the 20th day, whereas the WIM group showed remarkable
increases almost during the entire test period. IMB rats did not show significant differences
in mount latency. Intromission latency was significantly larger, when compared to the
conteol group, during the first and on the 12th day.

During the first cjaculalory series, the WIM group showed significant Encreases in
¢jaculation latency during most of the entire test period (Fig. 2). The EFS group also
increased ejaculation latency during days 8, 15 and 20. On the other hand, the IMB group
showed a trend towards a decrease in ejaculation latencies, reaching statistical significance
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Fig. 1. Effects of immobilization (IMB), electric foot shacks (EFS) and water immersion {WIM} on
maunt (A) and intromission (B) latencies. Dunn test, compared to control (CONT) group. p <.05.
p<.001.

on days 8 and 12. The same profile was observed in the average interintromission interval in
Table I. The IMB group only decreased on day 8, while increases in the interintromission
interval were observed in EFS and WIM groups on days 8-20 and on days 1 and 8-15,
respectively. The intercopulatory inlerval was significantly decreased in the IMB group
during days 1, 8 and 20, while the EFS and WIM groups only showed a significant decrease
on the first day (Table II).

All stressors induced a significant increase in mount frequency (Fig. 3). The weakest
effect was displayed in the IMD group: an increased mount frequency only occurred on the
first and the fourth day. EFS and WIM groups showed significant increases in mount
frequency during all tests (E). Similar results were observed during the second ejaculatory
series. Intromission frequency preceding ejaculation did not show any significant
modification in the stressed groups when compared 1o control values.
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Fig. 2. Effects of immabilization (IMB), electric foot shocks (EFS) and water immersion {WIM) on
the cjaculation latency, duting the first (C) and the second (D) ejaculatory series. Dunn test, compared
to control {CONT) group. p<.05. p<0l. " p<.00L

As a consequence of (he increase in the number of mounts, significant decreases occurred
in hit rate. As can be seen, all the stressors effected significant decreases in hit rate in both
series (Fig. 4). Again, the weakest effects are shown in the IMB group.

The ejaculatory frequency in the IMB group did net change (Fig. 5). Ejaculatory
frequency in the EFS group decreased afier the first test. The strongest effect on ejaculatory
frequency was displayed in the WIM group, which showed a marked decrease during the
entire period, In this WIM group, 40% of males did not display any sexual activity during
stress days 1, 4, 15 and 20, and 10% on days 8 and 12 (data not shown). Sexually active
males in the WIM group efaculated only once or did not ejaculate. In the other groups, all
males ejaculated on alt days of testing.
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Table I. Data express: second mean 2 SEM Dunn test, compared to control (CON'D group.
A = First ejaculatory series. B = Second ejaculatory series. p<.0l. “pe.001

Average interintromission interval

Day Control IMB EFS WIM
First scries .
t 47324.15 3742320 45.026.02 76.4+5.10

4 36.7£4.50 320430, 445+5.60 5892138

8 39.8x4.60 23.5+1.80 519475 81.2+14.6
12 31.2£7.80 2975250 66.8.+9.60. 64.6+ 103"
15 4422510 3122430 89.917.2° 73.1£9.50°
20 4412520 4284127 92.816.8 4862830
Second series

1 4332640 337+3.80 52.0+5.80 No data _

4 339£4.50 31.5:3.90 4732417 53.926.80

8 40.1 £3.60 54.5+26.7 47012116 45926.10
12 35.2+5.10 31.5£4.30 66.026.30 55.8+6.70
15 38.0+5.30 052318 6642 12.6 48.3£1.90
20 39.1£4.80 26.123.60 6912147 57.427.60

Table [l Data express: second mean * SEM Dunn test, compared to control (CONT) group.
‘petis. “peDl. p< 001

Average intercopulatory tnterval

Day Control iMB EFS WIM
First serigs

1 38.6+2.57 28.0+53% 30.6+6.20" 528+280"

4 30.4 4,01 20.8+2.68 2524251 34.624.50

8 31.1+£2.90 17.122.29"" 25.4+3.28 29.8£3.00
12 26.3+4.00 2304 1.47 4N.6+8.70 3562290
15 36.0+347 3082657, 4412452 433750
20 36.03.00 1971147 40.0+4.92 33.2:4.76
2nd series

1 39.7+5.6 24334 252246 No data

4 215219 168216 221+29 263+19

8 321442 23.0+82 129+33 26.7+3.0
12 33455 196+3.2 32.2+65 - 24,1210
15 29.8+3.6 245435 476271 249219
20 308240 179221 283+6.5 28450

Anatysis of cumuiative influence of repeated stress on sexual behavior parameters showed
only a few differences. EFS showed significant differences in three different parameters,
intromission lalency, ejaculation latency and hit rate, when day 20 was compared to the first
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Fig. 3. Effects of immobilization {IMB), electric foot shocks (EFS) and water immersion (WiM) on
the number af mounts preceding ejaculation, during the first (E) and the sceond (F) ejaculatory series.
Dunn test, compared to contral (CONT) group. p<.01. p< 001,

day. whereas WIM revealed differences only in mount latency when the first day was
campared with the 20th day. IMB showed no differences.

DISCUSSION

The results of (his study suggest that different stressors modily sexual behavior in male
rats and that these changes are differentially affected by the nature and, in some conditions,
by the dusation of the stressor. It must be pointed out that none of the stressors elicited
nuticeable changes in locomotor activity that could have impaired sexual perfurmance.
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Fig. 4. Effects of immobilization (IMB), electric foot shocks (EFS) and water immersion (WIM) on
the hit rate, during the firt (G) and the sccond (H) ejaculatory series. Dunn test, compated to control
(CONT) group. ‘p<.bl, p<.001.

The tolal coputlatory potential of males (ejacutatory frequency) (Sachs & Meisel, 1988)
and the cjaculatory threshold (mainly reflected by ejacutation latency) were significantly
maodificd by the EFS and WIM stressors. The motivational component of masculine sexual
behavior (mainly reflected by mount latency (Sachs & Meisel, 1988) was also differentially
affected. IMB. however. did not induce any effect in either parameter. [nn the EFS group, a
discrete increase in mount lalency was obtained only after 20 days of exposure to the
stressor. On the other hand. the WIM group showed an increased mount latency during both
acute {day 1) and chronic (days !5 and 20) phascs. Data ohbtained from the average
interintromission interval (an index of sexual motivation), are in accordance with this notion,
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Fig. §. Effects of immobilization (IMB), electric foot shocks (EFS) and water immersion (WIM) on
ejaculatory frequency (number of ejaculations in 30 min). Dunn test, compared to control (CONT)
group. p<.0l. p<.001.

The increase in the number of mounts and the concomitant decrease of the hit rate induced
by all the stressors suggested that molor copulatory events, resulling in intromission, were
the most fragile parameters of male sexual behavior, although the effects of EFS or WIM
were grealer than thuse obtained by IMB.

It is well established that coordinated secretion of LH-RH, LH aad T is required to
stimulate masculine sexual behavior {Boyd & Moore, 1985; Phoenix & Chambers, 1990). In
addition. several reports indicated that acute and chtonic immobilization inhibited LH-RH,
LH and T secretion. In the present study, however, IMB did not induce major changes in
male sexual behavior. This could be due to the short duration of IMB in our study (2 h daily)
in comparison to other studies (6 b daily) (Lopez-Calderdn et al., 1990; Norman & Smith,
1992).

It has been shown that acute stress by EFS or 1ail pinching (Meisel et al., 1980; Wang &
Hull, 1980) has an immediate stimulatory effect on copulatory activity in male rats. In the
present study, we did not abserve any stimulatory effect in the first day. This might be due to
the time elapsed hetween the application of the stressor and the recording of sexual behavior
(1 h afier EFS in this study). With this time, EFS produced an increase in mount frequency
and a decrease in hit rate, and these cffects became more pronounced across time (chronic
effect). P

The remarkable effects on masculine sexual behavior induced by WIM, both acutely as
well as chronically, could be, at least partially, explained because this procedure involved
the combihation of two well-known stressors, cold and immersion. Thus, the observed
effects must reflect additive companents from the two stressful situations.

The alterations of reproductive behavior induced by stress might be related to the actions
elicited by several hormones sccreted during stressful situations, such as corticotrophin-
rcleasing factor (CRF) (MacLusky et al., [988), ACTH, beta-endorphin and glucocorticoids,
on hypothalamic—pituitary—gonadal axis function (Doerr & Pirke, 1976; Rivier et al., 1986).
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The infusion of CRF in the third ventricle of sexually experienced male rats elicited a
suppression of sexual performance, characterized by an increase of mount, intromission and
ejaculation latencics, as well as an increase in mount and intromission frequencics
(Sirinathsinghji, 1987).

Concerning the possible participation of some neurotransmilter in the mediation of the
effects of stress on masculine sexual behavior, it has been reported that 5-HT increases,
while adrenalin decreases during chronic stress (Glavin, 1985; Pacak et al., 1992; Shanks et
al., 1991). On the other hand. it is well known that 5-HT has an inhibitory effect on male
sexual behavior (Bitran & Hull, 1987; Malmnas, 1973) and that adrenalin facilitates this
same behavior (Clark & Smith, 1985; Kwong et al., 1986). Since 5-HT is increased during
restraint stress (Shanks et al., 1991), while adtenalin decreases with chronic stress (Roth et
al., 1982), the inhibitory effect of stress on male sexual behavior could be explained by the
changes in the levels and turnover of these two neurotransmitters.

In summary, these results indicate that the cffects of different stressors on male rat sexual
behavior were not a non-specific gencralized response. The specific characteristics of each
stressful situation appeared Lo clicit diffcrent, but repeatable, specific inhibition of male
sexual behavior,

Acknowledgements: The authors want to cxpress their gratitude to Ms Edith Monroy Lopez for her professional
advice in the editing of the manuscript. This work was partly supporied by the DGICSA, grant number 911573 and
by CONACYT, grant number DO245-N92tH and 400200 1703-M9207.

REFERENCES

Albonetti ME, Farabollini F (1993) Elfects of single and repeated restraint on the social behavior of
male rats. Physiol Behav 53:937-942.

Armario A, Lopez-Calderon A, Jolin T, Balasch J (1986} Response of anterior pituitary hormones to
chronic siress, The specificity of adaptation. Neurosci Biohehav Rev 10:245-250.

Barfield R, Sachs B (1968) Sexual behavior stimulation by painful electrical shock to skin in male rats.
Science 161: 392-345.

Beyer C, Contreras 1, Morali G, Larsson K (1981) Effects of castration and scx steroid treatment on
the motor copulatory pattern of the rat. Physiol Behav 27:727-730.

Bitran D, Hull E (1987) Pharmacological analysis of male rat sexual behavior. Neurosci Biobehav Rev
11:365-38Y.

Boyd SK, Moore FL (1985) Luteinizing hormone-releasing hormone facilitates the display of sexwal
behavior in male voles (Microlus canicaudus), Horm Behav 19:252-264.

Caggiula A (1972} Shock-clicited copulation and aggression in male rats. J Comp Physiol Psychol
R]0:393-397.

Clark ). Smith E, Davidson J (1985) Evidence for the modufation of sexual behavior by a-
adrenoceptors in male rats. Neuroendocrinol 41:36-43.

Collu R, Gibb W, Ducharme J {1984} Effects of stressors on the gonadal function. J Endocrinol Invest
7:529-537.

Collu R, Taché Y. Ducharme J (1979) Hormonal modifications induced by chronic stress in rats. J
Steroid Biochem 11:989-100K)

D’ Aquila PS, Brain P, Willner P (1994) Effects of chranic mild stress on performance in hehavioural
tesis relevant lo anxicly and depression. Physiol Behav 56:861-867.

Davidson 3 (1966) Activation of the male rat sexual behavior by intracerchral implantation of
amclrogen. Foadocrinal 79:783-794.

De Wied D (1980) Pitvitary~adrenal system hormones and behavior. In: Selye H (Ed) Selye's Guide
1o Stress Rescarch, Vol 1, Van Nostrand Reinhold, New York, pp 252-279.

Daoerr P. Pitke K (1976) Cortisol-induced suppression of plasma testosterone normal adult males. J
Clin Endocrinel Metab 43:622-6249.



Stress and Masculing Scxual Tichavios 49

Farabollini F, Lupo Di Prisco C, Cari G (1978) Changes in plasma testosteronc and in its
hypothalamic metabolism following immobilily responses in rabbits. Physiol Behav 20:613-618.

Glavin G (1985) Stress and brain noradrenaline: A review. Neurosci Biobehav Rev 9:233-243.

Goldfoot D, Baum M (1972) Initiation of mating behavios in developing male rats following
peripheral clectric shock. Physiol Behav 8:857-863.

Gray G, Smith E, Damassa D, Ehrenkranz J, Davidson J (1978) Neuroendocrine mechanisms
mediating Lhe suppression of circulating testosterone levels associated with chronic stress in male
rats. Neuroendocrinol 25:247-256.

Johnson E, Kamilaris T, Chrousos G, Gold P (1992) Mechanisms of siress: a dynamic overview of
harmonal and behavioral homeostasis. Neurosci Biohehav Rev 16:115-130.

Kwong L, Smith E, Davidson 3, Peroutka $ (1986) Differential interactions of ‘prosexusl’ drugs with
5-HT1A and a-2 adrenergic receptors. Behav Neurosci 100:664-668.

Larsson K (1963) Non-specific stimulation and scxual behaviour in the male rat. Behaviour 20:110—
114,

Lopez-Caldesdn A, Gonzalez-Quijano M, Tresguerres J, Ariznavatrela € (1990) Rele of LH-RH in the
gonadotrophin response to testraint stress in intact male rats. J Endocrinol 124:241-246.

MacLusky N, Naftolin F, Leranth C (1988} lmmunocytochemical evidence for direct synaptic
connections between corticotrophin-releasing factor (CRF) and gonadotrophin releasing hormone
{GnitH)-containing neurons in the preoptic area of the rat. Brain Res 439:391-395.

Malmnas C (1973) Moncaminergic influcnce on lestosterone activated copulatory behavior in the
castrated male ral. Acta Physiol Scand (Suppl) 395:1-28.

Malmnas C (1977) Shori-latency effect of testostcrone on copulatory behaviour and ejaculation in
sexually experienced intact male rats. J Reprod Fertil 51:351-354.

Meisel R, Lumia A, Sachs B (1980) Effects of olfactory bulb removal and flank shock on copulation in
male rats. Physiol Behav 25:383-387.

Menendez-Patterson A, Flores-Lozano 1, Ferndndez S, Marin B (1978) Stress and sexual behavior in
male rats. Physiol Behav 24:403-406.

Marméde P, Lemaire V, Castanon N, Dulluc I, Laval M, Le Moal M (1990) Multiple neuroendocrine
responses to chronic social stress: Interaction between individual characteristics and situational
factors. Physiol Behav 47:1099-1105.

Natelson B, Creighton D, McCarty R, Tapp W, Fitman D, Ottenweller J (1987) Adrenal hormonal
indices of stress in laboratory rats. Physiol Behav 39:117-125.

Norman R, Smith C (1992) Restraint inhibits luteinizing hormone and testoslerone secretion in intact
male Rhesus macaques: effects of concurrent naloxone administration. Neuroendocrinol 55:405-
415,

Pacak K, Armando I, Fukuhara K, Kvetnansky R, Palkovits M, Kopin I, Goldstein D (1992)
Noradrenergic activation in the paraventricular nucleus during acute and chronic immobilization
stress in rats: an in vivo microdialysis study. Brain Res 589:91-96.

Phocnix CH, Chambers KC (1990) Sexual performance of old and young male Rhesus macaques
following treatment with GnRH. Physiol Behav. 47:513-517.

Rabin D. Johnson E, Brandon D, Liapi C, Chrousos G (1990} Glucncorticoids inhibit estradiol-
mediated uterine growlh: possible role of the uterine estradiol. Biol Reprod 42:74-80.

Rivier C, Rivier ), Vale W (1986} Stress induced inhibition of reproductive functions: Role of
endogenous corticotropin-releasing factor. Science 231:607-609.

Roth K. Mefford 1, Barchas J (1982) Epincphrine, norcpinephrine, dopaminc and serotonin:
differential effects of acute and chronic stress on segiona! brain amines. Brain Res 239:417-424,

Sachs B. Meisel R (198R8) The physiology of male sexual behavior. In: Knobil E, Neil J (Eds) The
Physiology of Reproduction. Raven Press, New York, pp 1393-1485.

Shanks N. Zaleman S, Zacharko R, Anisman H (1991) Alterations of central norepinephrine,
dopamine and serotonin in several strains of mice following acute stressor exposure. Pharmacol
Biocherh Behav 38:69-75.

Sharma O. Hays R (1974) Increasing copulatory behaviour in agi
stimulus. J Reprod Feril 39:111-113,

Sirinathsinghji DIS (1987} Inhibitory influence of corticotropin releasing factor on components of
sexual behaviour in the male ral. Brain Res 407:185-190

Taylor G. Weiss J. Rupich R (1987) Male rat hehavior, endocrinotogy and reproductive physiology in
a mixed-sex. socially stressful colony. Physiol Behav 39:429-433.

ng male rats with an clectrical



50 5. Retana-Marquez el al.

Wang L. Hull E (1980) Tail pinch induces sexual behavior in olfactory bulbectomized male rats.
Physiol Behav 24:211-215.

Wilson J, Kuchn R, Beach F (1963) Modification in the sexual behavior of male rats produced by
changing the stimulus female. J Comp Physiol Psychol 56:636-644.

Zar JH (1984) Biostatistical Analysis, 2nd ed. Prentice-Hall, New Jetsey, pp 199-201.



il
ELSEVIER

Physiodogy & ichavior, Yad. 61, Ko, 3. pp. 307 170, 1998
: 03 199K |scvier Stheme lac, AT tEi s rrscrvel
Prinsed in the TLS.A,

KN} -GIR4R $1900 1

Pil S0031-9384(97)00437-X

Lack of Effect of Corticosterone Administration

on Male Sexual Behavior of Rats

S. RETANA-MARQUEZ, H. BONILLA-JAIME AND J. VELAZQUE.'Z.-MCl('_'l'F:'.Z.UI\-‘IAl

Department of the Biology of Reproduction, Uni versidad Autonome Metropolitana-lztapalapa,
México City, C.P. 09340, México

Received 23 January 1997; Accepted 2 Scptember 1997

RETANA-MARQUEZ. 5.. H. BONILLA-JAIME AND J. VELAZQUEZ-MOCTEZUMA. Luck of effect of corticosterone adminis-
tration on male sexual bebavior of rais. PHYSIOL BEHAY 633) 367-370, 1998.—The increase in plasma fevels of corticosternids
2 pan of the stress response has been nssociated with failure in the reproductive function in most venebrate specica, both in femalex
and males. Recently, we have shown that male sexval performance in rats @ resdity affecied by different siressors, both acultly and
chrovically applicd. Rowever, there ant few reports thal direcily cotrelate the increase in corticosteroid levels with the behavioral
effects of stress, In this study we investigated whether the administrati of coni either acutely or chronically, eould
reproduce the effects of siress on male texunl behavior in the male rat. Four doses of corticoserane {05, 1, 2, and 4 mp) or the vehicle,
were administered during four consccutive days to sexually experienced mates. Mate sexual behavior was assexsed after the first &nd
the fourth injection, After the last test, males were killed and levels of colicosterone and lestusterone were measured by HPLC, We
observed an increase in corticosteronc plasma levels in a dose-dependent manner. None of the sexual behavior parameters, however,
wot modified. Plasma levels of testosternne were not modified by corticosterone adminixtration. Both steroids were increased in
response 1o sexual activity, though. Theas data chow (hat. wnlike amphibinns and female mamemals, corticosieroids da not alier scxusl
behavior in male rats and suggest that the effect of stress on male sexual behavior cannof be expiuined by increases in corticosterone.
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Stress Sexval behavior Conticosterone Testosterone

FOR many years, the stress response induced by physical or
emutional challenges has been recognized as a profound disruptive
factor in reproductive function in both males and females. Males
taay exhibit suppression of tesiosierone sectetion (5), spermato-
genesis (21), as well as marked alierations of sexual behavior 2n.
Sexual performance has been considercd the most vulnerable
aspect of male reproduction because it could readily be affected by
eute exposure 1o one stressor (15.22),

Alieration of the reproductive process has been attributed (o
the secretion of several hormones as part of the stress response,
such as corficotropin releasing hormane (CRH). adrenocortico-
trophic hormone (ACTH). B-endarphins, and glucocorticoids
(8.11.23.24.29.31). High plasma levels of corticasieroids are
known 1o be asseciated with depression of circulating androgen
concentrations and social behaviors in o number of vertebrate
species and in several situations of stress such ax exercise,
sachal stress, and others (14,17.§9.26,30). In foct, the adminis-
tration of corticosterone to male amphibians results in an inhi-
bition of courtship behavior (17). Some studies support the
hypathesis that adrenal hormones refeased during stiress may be
capable of blocking the action of estrogen in eliciting nurnal
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sexual behavior in the stressed female in different mammalian
species (7,9,10,15). However, there ate no Teports about the
effects of corticosteroids on sexual behavior in male mamma-
Tians. 1n this work we studied the effect of the administration of
exogenous corticostercne on testosterone plasma fevels as well
as on male sexual performance in the male rat,

MATERIALS AND METHODS

SexuaMy experienced male Wistar rats, weighing 300-350g
were housed (five per cage) under constant temperature and
humidity conditions. The vivarium was maintained on a 12
dark/12 light reverse cycle (lights off at %00 hours). Food and
water were available ad lib, Rats were randomly assigned to one
of the following groups (n = 10} and treatments with cortica-
sterone: A, 0.5 mg: B, 1 mg; C, 2 mg; D, 4 mg; E, vehicle. Daily
injections were given subcutaneously (s.c.) during 4 days, and
mate sexuat behavior was assessed 4 h after the first and the
founth injection. To assess the effect of the chronic administra-
tion of corticosterone, an additional group (a = 10) reccived
daity injections of 2 mg of corticosterone during 8 days before
sexual behavior evaluation.
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The evatuation was performed under dim red light illumination.
The tests were done within a 3-h period that stans | h afier the
onset of the dark phasc of the cycle. Male sexual behavior was
assexsed by placing the male in o Plesiglas arcna (45 «m in
diamyter) § min befure a stimulus-receptive femate was preseated.
Ovaricctomized female rais were brought intu sexual receplivity
by sequential treatment with estradial benzoate (5 g1 ml oil.
s..) and progesterone (2 mg s.c.) 44 b later, After the introduction
of the female. 1ests fasted 30 min, The following sexual parameters
were reconded: monnl, intromission, and ejacufation latencies and
frequencies. posteiaculatory interval. The Tull description of male
sexual parameters has heen detuiled clsewhere §25). An additional
group (1 = 11 without the sexual behavior test was used as a
control of plasma levels of corticosterone. Afier the last behavioral
1est. inales were killed by decapitation and truak bl was col-
Iected, Conticersterone and testosicrone were eatractesd from plasma
amd yuamtified hy HPLC wusing a nuditication of the methodd
reparicd hy Woodward and Bmcry (32). Bl samples were
centrifluged amd plasma (1 mL) was mixcd with 1060 uf, 19-
nonteststerone solution (3 pgfml, in methanol) as an internal
stomckudd, Corticostervids were extiled inko Seml. dicthy! viher-
divlorometiane ((KESD viv) by vartex mixing and inwediately
contsituged for S min, Supernatant was vorien mixed with 1ol
VIPLC-grade water, Afler centrifugation, supernatam (3 i) was
evaported @ Toons temperature wnder nitrugen. The residue was
redissidved in 100 pL of methanol-water (55:45 viv). The columa
wus equilibraed using HPLC-grade micthanol and water {55:45%
viviat a low-rate of | mL/min. Scpartions were made al ambicnt
temperature and the eluate was monitored by UV detection al
250k nn.

Sunistical Analvsis

Conticosterone and testosterone  data were computed  with
ANOVA followed. when significant. by Tukey’s test for compar-
ison hetween groups. The level of significance was fised at p <
0.05. Masculing sexual behavior data were analyzed by nonpara-
metric Kruskal-Wallis ANOVA, followed when sipnificand by
Dunn's test.

RESULTS

Acute ad chronie administration of different doses of corico-
sterone during 4 consecutive days vaused an increase in plasna
levels of corticosterone in o duse-deperdlent manner, comparcd
with the control group, injected with oil {df = 5. 55; F = 30.7%;
p < 0.00001) (Fig. 1). Unexpectedly. sexually experienced males
that received il injections and were tested for sexual behavior
shuwed an increase in the plasma levels of corticosterone when
comparcd with control males that were not tested for sexual
hehavior (df = 5, $5: F = 37,79 p < (.00001). However, despite
the increasing levels of corticosterone, male sexual behavior in
sexwally experienced males was not significantly aliered neither
after the lirst injection por after four consecutive daily injectivns
(Table 1). Nong of the sexual parameters were significantly mod-
ificd hy any of the doses of corticosterane at any of the days of
testing (including 2 mg for R days). compared wilh the contrl
group.

Regarding the plasma levels of iestosterone, chronic adminis-
tration of corticosterone did not induced a significant effect un this
sexual stevoid (df = 4360 F = 1.4 NS, the sexual untesicd group
was nat included). although it lended 1o increase with the adinin-
ion of the Biigher dose of conticosterone (Fig. 2). Similar 1o
coicosterone, the levels of testosterone increased in response W
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PLASMA CORTICOSTERONE {ug/dl)

EXOGENOUS CORMCOSTERGNE {mg)
WEITH WASCULINE SEXUAL BEHMAOR TUSTING

FIC:. 1. Plzwna levels of © e after the ation of several
thwes of cxogencus corlicodernne in make rats wested lor secugl hehavior.
Uhnc-way ANOVA Fullowed by Tukey s testz compared with conlrol males
withent sexmal tesing®, p < 005; %, p < (LIH: compared with vehicle
contred males +. p 2 (K05, Dato are expressed as mean % SEM.

scxual activity (compared to males without behavioral testing:
df = 5. 55, F = 10.76;, p < 0.05).

DISCUSSION

Several studies in monkeys and rals report that social stress
is copable of inhibiling copulation in the subordinate males
{13,1G}, and these onimals show high levels of corticosterone
assuciuted with low levels of teslosterone {16). The suppression
of lestosterune and male sexual behavior has been attributed to
increased levels of corticosternids as part of the stress response
(1,2,3.1B) or 1 the direct administration of corlicosteroids (17).
However, the present results do nok support this notion, because
even Lhe highest dose administered, which induced a marked
rise of plasma levels of corticosterone, was nol capable of
modifying any of the parameters of male sexual behavior nor
the plasma levels of testosierone.

1n previous studics, we have reported that stress by immo-
bilization, immersion in cold water, or by electric foot shock,
interferes with male sexusl performance and the magnitude of
the akteration is dependent on the nature of the stressor (22).
One plausible mechanism to explain the effecls of stress on
male sexual behavior is that the increase in the levels of
corticosteroids could be inhibiting this behavior both directly
and indirectly through a decrease in testosterone. However, the
data obtained in this study that the effects of stress on sexval
behavior cannot be explained by the intermediation of high
levels of conticosterone, or by the decrense in testosterone
caused by corticosteronc,

In addition, it has been reported that the infusion of CRH in
the 11l ventricle induced a dose-dependent suppression of mas-
culine sexual hehavior, These effect was blacked by the simul-
tapeous administration of naloxone (28), suggesting that CRH
affects scxual behavior through an opioid pathway. On the other
hanet, it is well known that CRH is released during stressful
experiences and acts nul wnby as a releasing hormone, but as a
neurotransmitier in everal extrahypothalamic areas [Tor review
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STRESS AND SEXUAL BEHAVIOR

TABLE 1
MALE SEXUAL BEHAVIOR PARAMETERS OBTAINED AFTER $EVERAL DOSES OF EXOGENOUS CORTICOSTERONE
Masculine Seaval Parameten
Mourt At l Mount Intromission Ejucalation Postcjaculaory
Latency 30 Latcncy (%} Latency {sh Frequeacy Frequency Frequency Period (31
Vehicle
4h 24x0) 197 £ 6.3 335.0 = 450 5216 9436 3204 RE-N BN
4 Bays 158 £ 39 4163 wse =510 RLER 16214 jzzo4 BIox L2
Contic
03 mp
+h 7207 13748 IR9.0 = 49.0 61x142 103528 103 3858 £ 201
4 Days 9114 15542 400.0 £ MO 49x21 9314 3203 30126
I mg
4h 9425 159229 360 = 592 421=17 B1x 17 3004 3634 =323
4 Days 5240 1he =64 540 £ 420 55% 16 10.8 =09 J1x02 3300 = 26.8
Img
4h 9.7 =18 195 £ 41 /10 £ 547 2517 1410 310} 3500+ 349
+ Days IR =29 217 294 MR £212 32x14 87406 31 =0l 40 = NS
® ays 1042 R =62 29310 = 461 L - P 0] x4 33=04 30 = Wl
4 mg
4h nax=Ly 1R1 =01 Aanz §l0 4112 A8 08 903 3740 * 266
4 Days (AN R ] 172233 WAL0 = 6RA =15 9.6 £ 06 apzal NEH =132

Mune of the duses induced amy significaint change.

see (12)]. Considering these anlecedents usnd the present results,
it is possihle that the effects of stress on male sexual behavior
could he explained by the participation of CRH acling through
an opivid pathway and/or as a nearotransmitter in cxtrohypo-
thalamsic areas rather than theuugh the increase of conlicosterone
release.

PLASMA TESTUSTERONE {ng/mt)

FIG. 2. Plasma levels of testosterone afier the mbninistration of several
doses of exupenous curticosterune in male rats tested for sexual hehavior,
{nc-nay ANOVA followed by Tukey 1est comparett with control roup
with nev pasgtiline seaual bekavior testing 7, p < 005, Datz arc capressed
ax mean = SEM.

The gresent data differ from observalions made in male am-
phibians that report inhibition of male sexual behavior and a
decrease of testosterone levels with the administration of coftico-
sterone (17). The present results may indicate that corticosterone
may o be as imporant in Is as in amphibians in the
mediation of the ellccts of stress on sexual behavior. The resulls
reported here are also dilerent from those reported for female rats,
in which the atministration of cortice or & thasone is
capable of inhibiting female xexual behavior (7), which may indi-
cute sex differences in the sensitivity and response to corlicoste-
ronc. In the present study, even high doses of corticosterone
administered during & doys filed to exert any modification on
niale sexual performance.

Our results also show That sexua! activity pes se is capable of
significantly increasing plasma levels of both corticosterone and
testosterone in male rals. This finding is consistent with other
stdies which report an increase in these steroids alter sexual
activity in amphibians {20}, stallions (4}, and mice (6). The reason
for these i has been claimed to be due tn social imer-
actions, which could be of a competitive and aggressive nature, in
the case of amphibians and mice (6,20). For stallions, however, it
has been suggested thot the physical component of sexual excite-
inent may-be the main fagtor for the increase in corticosteroids
plasma levels (4). However, the reason for these increments and
\he mechanisms through which stress alters male sexual perfor-
mance in rats emains 1o be clecidated.
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