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1. RESUMEN

La eyaculacion precoz (EP) es una de las disfunciones sexuales mas comunes en la
poblacién mexicana y a nivel mundial. La EP se presenta como un patrén persistente que
se caracteriza por que la eyaculacion se presenta antes o inmediatamente después de la
penetracion del pene en la vagina y mucho antes de que el sujeto lo desee, provocando
angustia, malestar, depresion, sintomas que se exacerban como resultado de que el sujeto
no pueda controlar el reflejo eyaculatorio. Con el objetivo de tener un mejor modelo animal
para poder evaluar la eyaculacidon precoz, en esta tesis se comprobd la potencia de una
Arena de Seleccion Multiple de Pareja (ASMP) innovada en nuestro laboratorio por
Ferreira Nufio y cols. en el 2005, como modelo animal para la evaluar la eyaculacion
precoz. Para este estudio se realizaron diferentes experimentos con el fin de comprobar si la
ASMP cumplia con los criterios de validacion establecidos por Willner en 1984, los cuales
se utilizan para validar diversos modelos animales. En el primer experimento, se comprob6
la Validez de Apariencia, evaluando si las ratas macho mostraban en la ASMP
caracteristicas semejantes a las de la EP que presenta el humano. Para ello, evaluamos la
conducta sexual masculina de dos grupos de ratas macho, los cuales fueron sometidos
consecutivamente en dos tipos de arena: la tipica (AT), formada por un redondel de acrilico
y la ASMP, constituida por 4 redondeles de acrilico colocados en circulo, en los que se
colocaron cuatro machos expertos y en el centro una hembra receptiva, que pudo elegir al
macho con el que desed copular. Los resultados de este experimento demostraron que los
machos que fueron evaluados en la ASMP, se comportaron como eyaculadores rapidos, al
disminuir los parametros de conducta sexual masculina. El segundo experimento consistid

en administrarles, a dos grupos de machos respectivamente (n=14), solucion salina o



elantagonista de los receptores serotoninérgicos SHT;a, el WAY-100635 (0.1 mg/kg),
durante 15 dias consecutivos. Cada grupo fue dividido al azar en dos, 7 machos de cada
tratamiento fueron evaluados en la AT y los otros 7 machos de cada tratamiento fueron
evaluados en la ASMP, con el fin de determinar si la eyaculacion répida que presentan los
machos en la ASMP se debe a la participacion de estos receptores y asi, comprobar, el
criterio de Validez Tedrica. Los resultados de este experimento demostraron que con el
tratamiento de WAY-100635, las ratas macho progresivamente aumentaron su latencia de
eyaculacion en la ASMP, alcanzando valores similares a los presentados por los machos
tratados con solucion salina en la AT, por lo tanto esto demostrd que nuestra arena cumple
con el criterio de Validez Teoérica. Por ultimo, el tercer experimento consistid en
administrar a dos grupos de ratas macho, solucion salina, a uno, y al otro, un inhibidor
selectivo de la recaptura de serotonina, la Dapoxetina (30 mg / kg), con el fin de
determinar si la eyaculacion rapida que presentan los machos en la ASMP, se retarda con la
administracion de este fairmaco, que actualmente es el mas utilizado en la clinica para el
tratamiento de la EP y de esta manera validar en nuestro modelo el criterio de Validez
Predictiva propuesto por Willner. En este experimento encontramos que efectivamente,
con la administracion de la Dapoxetina los machos dejaron de comportarse como
eyaculadores rapidos, en la ASMP, por lo tanto nuestra arena cumple con el criterio de

Validez Predictiva.

Por lo tanto en el presente trabajo de investigacion de doctorado comprobamos que
la ASMP, podria ser un modelo experimental mas completo para la evaluacion de la
eyaculacion rapida en la rata debido a que cumple con los tres criterios propuestos por

Willner: Validez de Apariencia, Tedrica y Predictiva.



2. ABSTRACT

Premature ejaculation (PE) is one of the most common sexual dysfunctions in the
population at national and global levels. The PE is presented as a persistent pattern
characterized by ejaculation occurs before or immediately after penetration of the penis into
the vagina and long before the subject wanted, leading to distress, discomfort and even
depression, because the subject can not control the ejaculatory reflex. In order to have a
better model to evaluate rapid ejaculation in male rats, in this thesis the power of a Multiple
Partner Choice Arena (MPCA) developed in our laboratory by Ferreira Nufio et al. in 2005,
as an animal model for evaluating rapid ejaculation in rat it was verified. For this study
different experiments to test whether MPCA met the validation criteria established by
Willner 1984, which are used to validate various animal models, were performed. In the
first experiment, it was verified the Face validity assess whether male rats showed in
MPCA similar to that characteristics of EP occurring in the human. To do this we evaluate
male sexual behavior of two groups of male rats which were subjected successively to two
types of arenas, the standard (SA) formed by a circle of acrylic and MPCA, consisting of 4
roundels acrylic placed in circle, in which four experts and center males a receptive female,
who could choose the male with whom he wished to copulate placed. The results of this
experiment demonstrated that males were subjected to the MPCA, showed rapid
ejaculation, by reducing male sexual behavior parameters. The second experiment consisted
in administering, to respectively two groups of males (n = 14) saline or the antagonist
SHTa serotonergic receptors, the WAY-100635 (0.1 mg / kg) for 15 consecutive days.
Each group was divided at random into two, seven males of each treatment were evaluated

in the SA and the other 7 males of each treatment were evaluated in the MPCA, in order to
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determine whether rapid ejaculation having males in MPCA is due to the involvement of
these receptors and thus check Theoretical Validity criteria. The results of this experiment
showed that treatment of WAY-100635, male rats gradually increased their ejaculation
latency in the MPCA, reaching levels similar to those presented by males treated with
saline in the SA values, therefore this proved our arena meets the criteria of Theoretical
Validity. Finally, the third experiment was administered to two groups of male rats, saline,
one and the other, a selective serotonin reuptake inhibitor, Dapoxetine (30 mg / kg), in
order to determine whether rapid ejaculation presented by males in the MPCA, slows the
administration of this drug, which is currently the most widely used clinically for the
treatment of PE and thus validate our model criteria Predictive Validity proposed by
Willner. In this experiment we found that indeed, with the administration of Dapoxetine
males were not shown rapid ejaculation, which was shown in the MPCA, Predictive
Validity criteria. Therefore in this doctoral research found that the MPCA, might be a more
complete experimental model for evaluation of rapid ejaculation in the rat because it meets
the three criteria proposed by Willner: Validity of Appearance, Theoretical and

Predictive.



3. INTRODUCCION

Diversos modelos animales, incluyendo a la rata, han sido utilizados en el estudio de la
conducta sexual desde la década de los 40’s, a partir de los pioneros estudios de Beach en
1947. Estos modelos animales también han permitido estudiar diferentes trastornos
sexuales como la disfuncion eréctil, la eyaculacion retardada o la eyaculacion precoz (EP).
Sin embargo, los modelos animales que se utilizan actualmente en el estudio de la EP han
tenido resultados diversos debido a que cumplen parcialmente con los criterios de
validacion para modelos animales los cuales fueron propuestos por Willner en 1984. El
objetivo de la presente tesis fue validar un modelo animal disefiado en nuestro laboratorio,
la Arena de Seleccion Miiltiple de Pareja (ASMP) como modelo para evaluar la
eyaculacion rapida en la rata valorando si satisface los criterios de Validez de Apariencia,
Teorica y Predictiva propuestos por Willner. En esta tesis se describen los parametros y
patrones que despliega la rata en un registro de conducta sexual masculina (CSM) en la
AT. Posteriormente, se describe el proceso fisiologico de la eyaculacion, asi como la
propuesta tedrica que postulo el Dr. Walldinger en 1998 para la etiologia de la EP.
Finalmente se hace una descripcion de los criterios de validacion para modelos animales,
asi como una descripcion del modelo animal existente para la evaluacion de la eyaculacion
rapida, para tener un marco tedrico de referencia que permita comprender el objetivo de los

tres experimentos propuestos que se incluyen en esta tesis.



4. DESCRIPCION DE LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA DE LA RATA

MACHO ADULTA

4.1. Patrones copulatorios de la rata macho adulta.

La conducta sexual masculina (CSM) de la rata consiste en una seria de parametros
estereotipados los cuales difieren cualitativa y cuantitativamente (Larsson, 1979; Agmo,
1997). La CSM se compone de tres fases: a) la fase de precopula donde el macho olfatea el
area genital de la hembra y mediante la percepcion de feromonas le permite al macho
determinar si la hembra se encuentra sexualmente receptiva. Durante esta etapa, la hembra
realiza patrones de proceptividad como son pequefios brincos (hopping), movimiento de las
orejas (ear wiggling) y carreritas en zig — zag (darting) (Hilnak, 1986); b) la fase de copula
se caracteriza por una serie de patrones que el macho realiza los cuales son: la monta, la
intromision y esta fase termina con la eyaculacion del macho (Fig. 1); c) la fase de
postcopula, se caracteriza porque el macho, después de presentar un periodo refractario de

inactividad sexual, lleva a cabo el acicalamiento de sus genitales (Agmo, 1997).



EYACULACION

Fig. 1. Patrones conductuales que despliega la rata macho durante el registro de la Conducta
Sexual Masculina en la Arena Tipica (Fotografias tomadas por Ferreira Nuiio y Olayo Lortia, 2015).



4.2. Evaluacion de la conducta sexual de la rata en una Arena Tipica.

Los registros de la CSM de la rata macho se realizan en un cilindro de acrilico
transparente de 40 cm de alto x 30 cm de didmetro en el cual se introduce al macho y a una
hembra ovariectomizada tratada previamente con benzoato de estradiol y progesterona para
inducir su receptividad. La receptividad femenina se evalua con la respuesta de lordosis,

que consiste en el arqueamiento de la columna de la hembra, la elevacion de la cabeza y

zona perineal y el movimiento lateral de la cola para que el macho pueda intrometerla.

Fig. 2. Vista superior de la Arena Tipica (AT) de registro de la CSM donde la hembra no
tiene escapatoria y el macho lleva el ritmo de la cépula (Fotografia tomada por Morales Otal y
cols. 2013).



Los registros de la CSM de la rata macho se realizan en un cilindro de acrilico
transparente de 40 cm de alto x 30 cm de didmetro en el cual se introduce al macho y a una
hembra ovariectomizada tratada previamente con benzoato de estradiol y progesterona para
inducir su receptividad. La receptividad femenina se evalua con la respuesta de lordosis,
que consiste en el arqueamiento de la columna de la hembra, la elevacion de la cabeza y

zona perineal y el movimiento lateral de la cola para que el macho pueda intrometerla.

La evaluacion de la CSM en una arena tipica de registro de conducta sexual (AT, Ver
Fig. 2) consiste en un registro de 30 min de duracion, en el que se registran los pardmetros

y patrones copulatorios de la rata macho adulta.

La AT consiste en un redondel de acrilico de plexiglass de 40 cm de alto x 30 cm de
diametro, dentro de la arena el piso cuenta con una cama de aserrin para roedores. El macho
es colocado durante 5 minutos para su habituacién y posteriormente es introducida la
hembra para el registro de CSM, la hembra no tiene escapatoria y es el macho quien regula

la copula (Ver Fig. 2).

Durante la copula el macho despliega patrones estereotipados que se mencionan a

continuacion.

Monta: Movimiento pélvico suave, donde no hay insercion del pene en la vagina de la

hembra (Fig. 1).

Intromision: Movimiento pélvico mas profundo hacia adelante, lo que permite que
haya una insercion vaginal del pene, seguido de una brusca desmonta de la hembra, luego

de la cual el macho generalmente lame sus genitales. Durante la copula el macho repite los



patrones de monta e intromisioén al azar de 6 a 12 veces antes de realizar el patron de

eyaculacion (Fig. 1).

Eyaculacion: Durante la eyaculaciéon el macho realiza movimientos pélvicos
profundos y espasmodicos en donde suele ocurrir la emision del semen dentro de la vagina
de la hembra y concluye con un movimiento pélvico mas profundo que dura
aproximadamente 3 segundos, el macho levanta sus patas delanteras y desmonta lentamente

a la hembra (Fig. 1).

Después de la eyaculacion ocurre un periodo de inactividad sexual llamado Periodo
Refractario Post-eyaculatorio (PRPE), tiempo durante el cual el macho no responde a
ningin estimulo sexual desplegado por la hembra. E1 PRPE tiene una duracion aproximada

de 5 minutos (Agmo, 1997).

A toda la serie de eventos copulatorios que van desde que el macho realiza la primera
monta hasta que ocurre la eyaculacion se le denomina serie eyaculatoria, mientras que a la
serie de eventos copulatorios donde ademads, se incluye al periodo refractario post-

eyaculatorio se le denomina serie copulatoria.

4.3. Parametros de la conducta sexual masculina de la rata macho adulta que se

utilizan para evaluar el componente motivacional y el componente ejecutorio.

En un registro de CSM de 30 min generalmente, se registran una serie de eventos

llamados parametros y patrones, estos se emplean para la evaluacion de la CSM en una AT

(Fig. 3).
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Parametros de la Conducta Sexual Masculina de la Rata

Latencia de monta (LM): este parametro se refiere al tiempo que tarda el macho en

montar por primera vez a la hembra desde que esta es introducida en la AT.

Latencia de Intromision (LI): se refiere al tiempo que tarda el macho en intrometer

por primera vez a la hembra desde que esta es introducida en la AT.

Numero de montas (NM): es el nimero de veces que el macho monta a la hembra

antes de la eyaculacion.

Numero de intromisiones (NI): es la cantidad de montas con insercion del pene en la

vagina de la hembra que realiza el macho antes de la eyaculacion.

Latencia de Eyaculacion (LE): es el tiempo comprendido desde la primera

intromision hasta el tiempo en el que ocurre la eyaculacion.

Periodo refractario posteyaculatorio (PRPE): es el tiempo que transcurre desde que

el macho eyacula hasta la intromision de la siguiente serie eyaculatoria.

Frecuencia Eyaculatoria (FE): es el nimero de eyaculaciones que ocurren durante el

tiempo de registro de la CSM.

Después del registro de CSM se calculan otros indices que son utilizados para evaluar

el desempefio copulatorio del macho dentro de los cuales estan:

11



Tasa de Aciertos o Hit Rate (HR): NI/ NI +NM

Esta operacion da un valor maximo de 1, este indice predice la eficiencia copulatoria
del macho. Por ejemplo, si un macho realizard so6lo intromisiones el HR daria como
resultado 1 lo que indicaria que en la medida que el macho tiene menos montas se

considera que tiene un mejor desempeiio para copular.

Intervalo Inter-intromision (III): LE / NI

Es el tiempo que tarda una rata macho en intrometer y volver a intrometer. Este indice

es util para evaluar el componente motivacional (Agmo, 1997).

Intervalo Inter-copulatorio (IIC): LE / NM + NI

Este indicador es ttil para evaluar el tiempo que paso entre las montas e intromisiones

precedentes a la eyaculacion.

Umbral Eyaculatorio: Se define por el nimero de intromisiones NI que preceden a la
eyaculacion y/o la latencia de tiempo que comprende, del inicio de la copula hasta
momento de la eyaculacion. Este indicador es util para evaluar la facilidad con el que
macho consigue eyacular, de tal forma que si se reduce el NI el umbral eyaculatorio sera

menor (Agmo, 1997; de Jong y cols. 2005).

12



Rata Macho Sexualmente Experto

LE PRPE
LI
N
' ' ' !
minutos
I MONTAS INTROMISION EYACULACION

Fig. 3. Representacion grafica que muestra los eventos que ocurren durante la copula de una
rata macho adulta sexualmente experta. Se observan los patrones y parametros que se
evalian en un registro de CSM en la AT durante 30 minutos. En barras amarillas se
representan las montas, en azul las intromisiones y en rojo las eyaculaciones. LM: Latencia de
Monta, LI: Latencia de Intromision, LE: Latencia de Eyaculacion; PRPE: Periodo
Refractario Posteyaculatorio.
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5. EYACULACION

5.1. Definicion y Componentes.

La eyaculacion es un mecanismo fisiologico complejo que involucra al sistema
nervioso central (SNC), sistema autonomo, 6rganos del sistema muscular, prostata y uretra.
Este fenomeno fisiologico consiste de dos fases: la Emision y la Expulsion. Los 6rganos
involucrados en la fase de emision comprenden: el epididimo, los vasos deferentes, las
vesiculas seminales, la prostata, el glande, la uretra prostatica y el esfinter vesical. Mientras
que, los 6rganos que participan en la fase de expulsion son: el esfinter vesical, la uretra y

los musculos pélvicos estriados (MacKenna, 1999).

5.1.1. Fase de emision

La emision consiste en la expulsion de los espermatozoides hacia la uretra posterior,
donde se mezclan con los productos secretados por las glandulas sexuales accesorias. En la
fase de emision ademas de la secrecion de los fluidos seminales provenientes de las
glandulas sexuales accesorias, ocurre también el cierre del esfinter vesical para garantizar la
expulsion del semen desde el meato uretral. Esto evita que el eyaculado retroceda a la

vejiga (Giuliano & Clément, 2005).

Durante la fase de emision, la secrecion del epitelio de las glandulas sexuales y la
contraccion del musculo liso, se lleva a cabo en las vias seminales (Amelar & Hotckis,
1965). Todos los organos que participan en la fase de emision reciben una numerosa
inervacion del sistema nervioso autébnomo compuesta por los axones simpaticos y

parasimpaticos, principalmente procedentes del plexo pélvico (en ocasiones referido como
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plexo hipogastrico inferior). En los humanos, el plexo pélvico se situa en el area
retroperitoneal, en el plano sagital a ambos lados del recto, localizado lateral y
posteriormente a las vesiculas seminales (Véase Fig. 4, Schlegel & Walsh, 1987). Este
plexo pélvico contiene fibras nerviosas provenientes del nervio pélvico e hipogastrico
(Keast, 1995). El papel predominante de la fase de emision es realizado por los nervios
simpaticos con sus respectivas terminaciones, los cuales liberan norepinefrina, acetilcolina,
oxitocina, factores como el ATP, neuropéptido Y, el péptido vasoactivo intestinal (VIP) y
el 6xido nitrico. Todos actian como reguladores secundarios de la eyaculacion dentro de
las glandulas sexuales (Wang y cols. 1994). El estimulo de los genitales, es esencial para
activar los receptores sensoriales que se encuentran integrados en la médula espinal y

estimulan la emision (Ver Voort, 1987).

5.1.2. Fase de expulsion

La expulsion representa la salida del esperma proveniente de la uretra hacia el glande.
Durante esta fase se llevan a cabo contracciones ritmicas en el musculo liso de la uretra y
en los musculos perineales estriados tales como los musculos isquiocavernoso y
bulbocavernoso, que dan como resultado la expulsion rapida del semen. Esta respuesta
tiende a ser constante y consiste de 10 a 15 contracciones (Young, Coolen & McKenna,

2009).

La expulsion, es un reflejo de la médula espinal que ocurre cuando la eyaculacion llega
a un punto donde al parecer, ya no puede revertirse. Durante la fase de expulsion, las fibras
musculares lisas del esfinter de la vejiga se contraen para prevenir que el eyaculado fluya

hacia la vejiga (Young, Coolen & McKenna, 2009).
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El musculo bulbo esponjoso y el musculo isquiocavernoso participan primordialmente
en el despliegue de las contracciones ritmicas, para propulsar el semen a lo largo de la
uretra bulbar y peneana. Hasta la fecha, no hay datos contundentes que demuestren un
control voluntario de la fase de expulsion en los humanos (Gerstenberg, Levin & Wagner,

1990).

Existen varios articulos cientificos que sugieren que los mecanismos neuronales
responsables de la generacion de la respuesta eyaculatoria residen en la médula espinal. En
los humanos, la estimulacion del pene a través de vibraciones es suficiente para inducir la
eyaculacion en individuos con una transeccion completa de la médula espinal en el décimo
nivel segmentario toracico (Senksen, Biering-Serensen & Kristensen, 1994; Brackett y
cols. 1998; Biering-Serensen y cols. 2005). Sin embargo, en ratas anestesiadas se ha
demostrado el patron de eyaculacion después de una transeccion de la médula espinal a
nivel toracico. Estos datos sugieren que la emision de los reflejos y las contracciones
pélvicas asociadas con la fase de expulsion de la eyaculacion pueden ser realizadas a pesar
de la pérdida completa de la conectividad con las estructuras supraespinales. Parece
probable que los componentes neuronales responsables de la generacion de la eyaculacion
residan en la médula espinal lumbosacra. También hay indicios de la existencia de un
centro de coordinacion de estos reflejos espinales, del cual se ha hecho referencia con
distintos nombres, pero quizas el mas utilizado hasta el momento es el generador espinal

de la eyaculacion (MacKenna, 1999).
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5.1.3. Control neural de la eyaculacion

La eyaculacion estd neuromodulada por mecanismos que ocurren en el SNC y sistema
nervioso periférico. Las estructuras involucradas en este reflejo, han sido descritas por
Coolen (2005). Estudios de mapeo neuronal que emplean la expresion de C-Fos como
marcador de activacion neuronal, han puesto de manifiesto las regiones que muestran
actividad durante la expresion de diferentes elementos de la conducta sexual (Veening &
Coolen, 1998; Coolen, Peters, & Veening, 1997). Los resultados demostraron que varias
subdivisiones dentro del Area predptica media (APM), Nicleo de la cama de la estria
terminal (NCST), Amigdala media (AM) y el tdlamo posterior despliegan actividad durante
las distintas fases de la conducta sexual, que incluyen patrones como la investigacion
anogenital de la hembra, la monta, la intromisién y la eyaculacion (Coolen, Peters &
Veening, 1996, 1997, Fig. 4). Sin embargo, algunas regiones del APM, NCST y del AM
han sido asociadas exclusivamente con la activacion inducida por la eyaculacion, revelando
que no existe actividad de estas areas durante otros elementos de la conducta sexual
masculina (Veening & Coolen, 1998; Coolen, Peters & Veening, 1997; Coolen y cols.
2003). Este subcircuito neuronal especifico para la eyaculacion, esta localizado en regiones
dentro de la AM, el NCST y una porcion medial del Nucleo talamico parvocelular
subparafascicular (SPFp) (Ver Fig. 4). Sin embargo, a pesar de que estas regiones siempre
han sido asociadas con la eyaculacion por la expresion de C-Fos, una serie de publicaciones
de Coolen y cols. en las que utilizaron técnicas de lesion en estas areas han sugerido que
estas estructuras supraespinales pueden estar participando en el relevo de la informacion
relacionada con la copula, en lugar de tener un papel activo en la generacion del patron

eyaculatorio (Coolen, 2005). De hecho, es posible que algunas de estas estructuras puedan
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estar involucradas con la conducta inhibitoria asociada con el PRPE, periodo en el que la
rata no tiene actividad sexual inmediatamente después de la eyaculacion. Rodriguez Manzo
y cols. en 2000 han demostrado mayor actividad del APM en sujetos sexualmente saciados;
aunque hay que sefalar que no se revelaron efectos sobre el comportamiento sexual en los
sujetos saciados después de la manipulacion ya sea eléctrica o quimica del APM (Mas y

cols. 1995; Marson & McKenna, 1996; Rodriguez-Manzo y cols. 2000).

A pesar de estos reportes, se han hecho muchas suposiciones en relacion a que un
generador espinal de la eyaculacion se encuentra en la médula espinal, ya que es una region
que mantiene la conectividad de la region supraespinal con aquellas areas neuronales que
despliegan una mayor actividad durante el patron eyaculatorio. Estudios de los organos
pélvicos con trazadores radioactivos han revelado una poblacién de interneuronas espinales
que intervienen con las neuronas motoras pudendales asi como con neuronas autonémicas
preganglionares (Marson, Platt & McKenna, 1993; Marson & McKenna, 1994, Fig. 4). De
las estructuras supraespinales mencionadas anteriormente, el SPFp ha sido de particular
interés, ya que se encuentra anatdmicamente colocado entre las estructuras fundamentales
de la médula espinal que participan en la generacion de la conducta eyaculatoria y las
demas estructuras supraespinales (Coolen, Peters & Veening, 1998; Coolen & Wood,
1998). Esta posibilidad surgié de estudios donde se descubri6 la conectividad entre la
subdivision medial del SPFp y una poblacion de interneuronas de la médula espinal
lumbar, en los niveles 3 y 4, llamadas Neuronas espinotalamicas lumbares (ETLs) (Coolen
y cols. 2003, 2005) (Véase Fig. 4) porque se encuentran ubicadas anatdmicamente en la
region lumbar de la médula espinal con proyecciones hacia el tdlamo. Las células ETLs se

concentran en las laminas 10 y 7 en todo el canal central de la médula espinal. Esta
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localizacion parece coincidir con un grupo de neuronas que expresan los neuropéptidos:
Galanina y Colecistoquinina (CCK) y cuyos axones terminan en la region medial del SPFp.
Ademas las fibras que expresan Galanina descubiertas en la region media del SPFp,
muestran una alta correlacion con la localizacion de neuronas positivas a C-Fos
involucradas en la conducta eyaculatoria. Estos hallazgos apoyan la existencia de una via
espinotalamica para la activacion neuronal asociada con la conducta sexual (Coolen y cols.
2003).

Ademas de las conexiones supraespinales, las células ETLs mantienen proyecciones
neuronales con el parasimpatico, con las neuronas preganglionares del simpatico, con las
motoneuronas pudendas y se encuentran anatomicamente localizadas para recibir los
estimulos sensoriales a través del nervio pudendo (De Groat & Steers, 1990; Allard y cols.
2005). Claramente, estas células exhiben una adecuada conexion con el relevo de las
sefiales involucradas en la conducta sexual. Por otro lado, el analisis de la actividad celular
indicada por el marcador C-Fos muestra que la activacion neuronal de las células ETLs, se
lleva a cabo durante la eyaculacién y no en otra fase de la conducta sexual (Truitt y cols.

2003).
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Fig. 4. Circuito neuronal y estructuras cerebrales que participan en la eyaculacion.
Abreviaciones: Ep., Epididimo; BS, Misculo bulbo esponjoso; P, Prostata; VS, Vesicula
seminal; CD, Conducto Deferente; SV, Esfinter Vesical (Modificado de Peeters y
Giuliano, 2008).
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De manera muy resumida el mecanismo eyaculatorio comprende tanto areas y
receptores sensoriales, vias aferentes, centros motores cerebrales, centros motores espinales
y vias eferentes (Fig. 4). La neuroquimica de este mecanismo involucra una interaccion
entre el sistema dopaminérgico y serotoninérgico, con participacion secundaria de neuronas

de tipo colinérgicas, adrenérgicas, oxitonérgicas y gabaérgicas.

Varios neurotransmisores estan involucrados en el control de la eyaculacion
(McMahon y cols. 2013). De los diversos estudios que han sido dirigidos para esclarecer el
papel del cerebro en el despliegue de las distintas fases de la conducta sexual, la serotonina
y la dopamina son los factores neuroquimicos esenciales, particularmente en el de la

Eyaculacion (Coolen, 2005).

5.1.4. Sistemas de neurotransmision involucrados en el control de la eyaculacion

Sistema Dopaminérgico

Se ha demostrado que la dopamina participa primordialmente en el despliegue de la
conducta sexual masculina (Peeters & Giuliano, 2008). En los ultimos afios se han
desarrollado numerosas investigaciones para una mejor comprension de la neurofisiologia y
farmacologia de la eyaculacion, proporcionando una nueva perspectiva de los eventos
fisiologicos que ocurren en este fenomeno. El estudio del Sistema nervioso central (SNC) y
el area de las Neurociencias es un prometedor campo para el desarrollo de innovadores
enfoques terapéuticos para tratar la disfuncion de la Eyaculacion. Las evidencias de que la
Dopamina esta implicada en la regulacion de la conducta sexual masculina y en particular,

en la eyaculacion, han sido reportadas desde la década de los 70’s, donde se han obtenido
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efectos facilitadores de la conducta sexual al estimular los receptores dopaminérgicos

(Giuliani, Ottani & Ferrari, 2002).

Receptores Dopaminérgicos

Basandose en criterios anatomicos, bioldgicos, farmacolédgicos y fisiologicos, han sido
identificados 2 grandes familias de receptores dopaminérgicos con 5 subtipos diferentes de

receptores dopaminérgicos en los mamiferos (Peeters & Giuliano, 2008).

Estos receptores estan clasificados en receptores tipo D; (D; y Ds) y receptores tipo D,
(D2, D3 y Dy4). Todos estos receptores pertenecen a la familia de los receptores acoplados a
proteinas G, también llamados la familia de los siete dominios transmembranales (Seeman
y cols. 1975). Los receptores tipo D; estimulan la acumulacion del adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) por el acoplamiento de la proteina Gos mientras que la uniéon de agonistas
dopaminérgicos en los receptores tipo D, activa la proteina Gai/o que inhibe Ila

acumulacion de AMPe¢ (Neve, Seamans & Trantham-Davidson, 2004).

Receptores Dopaminérgicos y Eyaculacion

Estudios realizados hace 30 afos sustentan el papel facilitatorio del sistema
dopaminérgico en la conducta sexual masculina de la rata, especie donde se ha demostrado
que la administracion de apomorfina (agonista del receptor D;/D,) disminuye el nimero de
intromisiones que preceden a la eyaculacion, ademas de una reduccidn significativa de la
latencia de eyaculacion. Este efecto parece estar regulado por los receptores de dopamina,
ya que el efecto puede ser revertido por un potente bloqueador de los receptores

dopaminérgicos, la pimozida (Paglietti y cols. 1978).
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La identificacion de los diversos subtipos de receptores dopaminérgicos y el desarrollo
de ligandos selectivos, han demostrado los efectos de estos receptores en la conducta sexual

masculina (Peeters & Giuliano, 2008).

Receptores tipo D,

Los receptores tipo D; se encuentran de manera considerable en el caudado putamen,
nicleo Accumbens y en el tubérculo olfatorio, asi como también en la corteza cerebral,
sistema limbico, hipotdlamo, tdlamo y axones nigroestriales de la substancia nigra
reticulada (Mengod y cols. 1989). Adicionalmente, los receptores tipo D; han sido
identificados en la Sustancia gris periacueductal (SGP) y las regiones parvo y magnocelular
del Nucleo paraventricular del hipotdlamo (NPV) (Czyrak y cols. 2000, ver Fig. 5). Este
ultimo se ha vinculado como el facilitador de la emision seminal durante la eyaculacion
(Pehek, Thompson & Hull, 1989). Los receptores Ds se expresan en la corteza basal,
ganglio basal, cerebelo, hipocampo, hipotalamo y tdlamo. Es importante mencionar que la
dopamina tiene una mayor afinidad por los receptores Ds que por los receptores D; (Ciliax

y cols. 2000).

En los estudios conductuales que han evaluado la regulacion de los receptores tipo Dy,
se observd que al administrar sistémicamente el antagonista de los receptores tipo Dy, el
SCH 23390, se presenta una reduccion en el nimero de intromisiones que preceden a la
eyaculacion y en la frecuencia de eyaculacion en pruebas de conducta sexual masculina en

la rata (Pfaus & Phillips, 1991).

Por otro lado, el unico estudio que ha evaluado el efecto de los receptores Ds en la

eyaculacion, se realizd en ratones knockout para este receptor (DsKO) (Kudwa y cols.
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2005). Los resultados obtenidos no demostraron ninguna diferencia en la latencia de
eyaculacion, ni en la frecuencia de eyaculacion en los ratones DsKO con respecto de los

ratones silvestres, indicando que el receptor Ds no tiene participacion en la eyaculacion.
Receptores tipo D,

Los receptores D, se encuentran expresados en caudado putamen, nucleo Accumbens,
hipotalamo, hipofisis y tubérculo olfatorio (Mengod y cols. 1989, Fig. 5), asi como en las
dendritas dopaminérgicas de la Sustancia nigra compacta (SN¢) y en la region dorsal del
Area ventral tegmental del hipotdlamo (AVT) (Akaoka y cols. 1992). Por otra parte, los
receptores D3 se expresan en regiones del cerebro como el nucleo Accumbens, tubérculo
olfatorio y los islotes de Calleja (Bouthenet y cols. 1991). Esta localizacién de los
receptores Dj en las areas del sistema limbico del cerebro indican una participacion de este
receptor en la locomocion y, posiblemente, en las conductas de reforzamiento y
recompensa, tales como la conducta sexual masculina (Hitchcott, Bonardi, & Phillips,

1997).

Los receptores D4 estan presentes en la corteza frontal, hipocampo, hipotalamo,
cerebro medio, amigdala y médula (Van Tol y cols. 1991). La distribucion de los receptores
tipo D, se ha identificado en nucleos que se encuentran regulando la eyaculacion, como la
AM, el NCST, la APM y la SGP (Yokoyama y cols. 1994, Fig. 5). Numerosos estudios
conductuales han evaluado la regulacion de los receptores tipo D, administrando
sistémicamente agonistas de estos receptores, como el SND 919 y el quinelorano,
demostrando el papel clave que desempefian en la facilitacion de la emision seminal

(Bitran y cols. 1989). También estos estudios se realizaron en ratas sexualmente activas y
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no activas, donde se observo una reduccion en la latencia de eyaculacion (Ferrari &
Giuliani, 1996). Por otro lado, ratas anestesiadas a las que se les administrd
intracerebroventricularmente quinerolano, presentaron contracciones ritmicas del musculo
bulboesponjoso. Este compuesto se ha considerado como un marcador fisioldgico de la
fase de expulsion de la eyaculacion (Clément y cols. 2006). Poco después de que Ahlenius
& Larsson (1995) publicaron la identificacion del subtipo D3 administraron sistémicamente
7-OH-DPAT (agonista para este receptor) observando un efecto facilitador en la conducta
sexual masculina de la rata, al reducir el numero de intromisiones y la latencia de
eyaculacion. Adicionalmente, en un estudio reciente para evaluar la participacion del
receptor D3 como promotor de la eyaculacion, se administro por via intracerebroventricular
inyecciones de 7-OH-DPAT a ratas anestesiadas, observando la respuesta de eyaculacion
en estas ratas durante la anestesia (Clément y cols. 2007). Dadas las caracteristicas
mostradas por el receptor D3 y de acuerdo a los resultados de estas investigaciones, se ha
propuesto al receptor D; como un agonista importante en el tratamiento de diferentes
disfunciones de la eyaculaciéon en humanos. Hasta el 2015 y después de revisar varios
articulos en revistas indexadas, no existen reportes en los que se asocie al receptor D4 en la

eyaculacion.
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Fig. 5. Localizacion de los diferentes receptores dopaminérgicos D, D, y D; en el circuito
neuronal de la eyaculacion. Abreviaciones: SPF, nicleo subparafascicular del tilamo; AM,
amigdala Media; NPV, nicleo paraventricular; APM, area predptica medica; nPGi; Nucleo
paragigantocelular; SGP, sustancia gris periacueductual; NCST, nicleo de la cama de la
estria terminal; PDP, nucleo preoptico posterodorsal; A;;, zona del diencéfalo espinal, A,
zona dorsomedial del hipotilamo; A, zona periventricular (Modificado de Peeters &
Giuliano, 2008).
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Sistema Serotoninérgico

En las ultimas décadas, se han realizado una serie de investigaciones sobre la
participacion que tiene la serotonina, asi como sus respectivos receptores en la regulacion
de la eyaculacion, hasta el momento se han reportado 14 subtipos de receptores para este

neurotransmisor (Waldinger & Olivier, 1998).

Receptores de Serotonina

Los receptores de la serotonina estan clasificados en 7 familias que van de la familia
SHT,; a la familia SHT,. Estos diferentes subtipos de receptores tienen una distribucion
limitada y distinta a lo largo del sistema nervioso central (Pytliak y cols. 2011). La
evidencia de que la serotonina esta implicada en el mecanismo que regula la eyaculacion ha
alentado a los investigadores a determinar cuales receptores de la serotonina contribuyen en
este componente de la conducta sexual masculina. La innovacion en el desarrollo de
agonistas y antagonistas selectivos de estos receptores han proporcionado un auge sobre el
conocimiento de las funciones de los subtipos de receptores especificos que intervienen en

la regulacion de la eyaculacion (de Jong y cols. 2006).
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Fig. 6. Esquema de la Sinapsis Serotoninérgica, en donde se muestra la ubicaciéon de
los principales receptores serotoninérgicos involucrados en la eyaculacion. En circulos
amarillos se representa al receptor 5-HT;,; en circulos verdes al receptor 5-HTp y el
circulo rojo representa al receptor 5-HT,c, en triangulos morados se muestra al
transportador de la recaptura de serotonina (SERT) (Imagen Modificada de Snoeren
y cols. 2014).
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Receptores de Serotonina y la Eyaculacion

Se ha demostrado que los subtipos SHT;a, SHT;g y SHT,c son los subtipos de

receptores de serotonina que modulan a la eyaculacion (de Jong y cols. 2006).

Receptor SHT ;4

El receptor 5SHT;5 se encuentra en el soma, en las dendritas de las neuronas
serotoninérgicas presindpticas y en las neuronas postsinapticas que contienen una amplia
variedad de neurotransmisores (Filip & Bader , 2009, ver Tabla 1, Fig. 6). La activacion de
los receptores presindpticos SHT; 4, produce una inhibicion en la frecuencia de disparo de
las neuronas serotoninérgicas, que constituyen un sistema de retroalimentacion negativa,
mediante la inhibicién de la liberacién de serotonina en las areas donde se encuentra

proyectada (Pifieyro & Blier, 1999).

La activacion del receptor SHT 4 postsinaptico, puede dar lugar a una amplia variedad
de acciones, dependiendo de las propiedades electrofisiologicas y de los neurotransmisores
utilizados por las neuronas postsinapticas. A través de técnicas de tincion para el ARNm de
este receptor se ha demostrado que estos se localizan en los nucleos del rafe y en el Nucleo
paragigantocelular (NPG) (Pompeiano, Palacios & Mengod, 1992), donde es probable que
actie sobre neuronas serotoninérgicas presinapticas. El receptor SHT;s de tipo
postsinaptico estd distribuido a través del cerebro, incluyendo estructuras cerebrales
involucradas en la eyaculacion como el APM, el hipotalamo lateral, la AM, el NCST,

nucleo Accumbens, NPV y el nucleo arcuato hipotalamico (Aznar y cols. 2003).
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La activacion selectiva del receptor SHT;a, tiene un efecto fundamental en la
eyaculacion. En el primer estudio donde se administré sistémicamente un agonista del
receptor SHTa, el 8-OH-DPAT, se observo una reduccion en el umbral eyaculatorio al
disminuir el nimero de intromisiones y en la latencia de eyaculacion de la rata (Ahlenius y
cols. 1981; Sura, Overstreet & Marson, 2001). Se ha reportado que microinyecciones de 8-
OH-DPAT en el nucleo medio del rafe, reducen la latencia de eyaculacion y el nimero de
intromisiones (Hillegaart, Ahlenius & Larsson, 1991), mientras que la misma inyeccion en
el nucleo dorsal del rafe, no tuvo efectos sobre la conducta sexual masculina (Fernandez
Guasti y cols. 1992). Sin embargo, los efectos de los agonistas del receptor SHT5 no son
iguales en todas las especies. Por ejemplo, la administracion sistémica de 8-OH-DPAT
inhibe la eyaculacion en ratones, conejos, perros y hurones, mientras que en ratas se facilita
la eyaculacion; esta diferencia radica en la distribucion postsinaptica de los receptores

SHT;a (Price y cols. 1996).

Estos resultados muestran evidencias de que la activacion del receptor SHT ;A es
importante para el control de la eyaculacion ya que cuando los niveles de serotonina son
elevados y en combinacion con un mal funcionamiento del receptor SHT;a inhiben la
eyaculacion. Este efecto podria ser la base que sustenta el uso de los Inhibidores Selectivos
de la Recaptura de Serotonina (ISRS) para retardar la eyaculacion, ya que estos compuestos
podrian estar actuando a través de la desensibilizacion del receptor SHT ;o (Li, Battaglia &

Van de Kar, 1997).
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Receptores SHT g

El receptor SHT;p esta ubicado en axones terminales pre y post-sinapticos, donde se
encargan de regular la liberacion de serotonina en el espacio sinaptico (Sari, 2004, Fig. 6).
El receptor SHT)p esta localizado en el nucleo del rafe, hipotalamo lateral, NCST, nucleo
Accumbens, NPV y nucleo arcuato hipotalamico (Makarenko, Meguid & Ugrumov, 2002,

Tabla 1, Fig. 7).

La inyeccion sistémica de anpirtolina, un agonista del receptor SHT;5 aumenta la
latencia de eyaculacion y el numero de intromisiones, la cual puede revertirse por varios
antagonistas de los receptores SHTg (Hillegaart & Ahlenius, 1998). Adicionalmente, la
inyeccion sistémica de trifluorometilfenilpiperazina (TFMPP), un agonista mixto de
receptores SHT g/5HT,c, reduce el porcentaje de sujetos que eyaculan. En cambio, la
inyeccion local de TFMPP en el nucleo Accumbens o en el APM aumenta la latencia de

eyaculacion (Fernandez Guasti y cols. 1992).
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Fig. 7. Circuito neuronal de la eyaculacion. Se muestra en rojo las areas cerebrales donde
actia la serotonina. Abreviaciones: AMpd, amigdala media posterodorsal; SPFp, nicleo
subpraparafascicular; NCSTpm, niucleo de la cama de la estria terminal posteromedial; APM,
area preoptica media; NPpd, nucleo preoptico posterodorsal; SGP, sustancia gris
periacueductual; nPGI; nucleo paragigantocelular (Modificado de: Giuliano & Clément,
2005).
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Los posibles mecanismos por los cuales los receptores 5-HT,g inhiben la eyaculacion
aun no han sido demostrados. El papel que tiene como autorreceptor es poco probable, ya
que estos receptores provocan una reduccion en la liberacion de serotonina en donde se
esperaria que se redujera el umbral eyaculatorio. Pero por otro lado es probable que el
receptor 5-HT;p inhiba la liberacion de otros neurotransmisores que facilitan la
eyaculacion, tales como la acetilcolina (Duran, Gil, & Cueva-Rolon , 2000), glutamato
(Sari, 2004) o tal vez galanina (Coolen y cols. 2005), en el cerebro y la médula espinal

areas que participan en la umbral eyaculatorio.

Receptores SHT ¢

Los receptores SHT,¢ han sido encontrados en las dendritas postsinapticas (Fig. 7). La
participacién de estos receptores no se ha asociado con la autorregulacion de serotonina
(Pytliak y cols. 2011). Estos receptores SHT,¢ estan ampliamente distribuidos en el sistema
nervioso central, incluyendo el ntcleo del Rafé, APM, AM, NCST, nucleo Accumbens y el

nucleo hipotalamico arcuato (Clément y cols. 2006, Tabla 1, Fig. 7).

Los reportes cientificos donde se ha evaluado la participacion de este receptor en la
eyaculacion son escasos, En estudios donde se administrdé sistémicamente el (+) 2,5-
dimetoxi-4-iodofenil) 2-aminopropano HCL (DOI), un agonista no selectivo del receptor
SHT;c, se demostré una reduccion significativa del porcentaje de sujetos que eyacularon y
un aumento en la latencia de eyaculacion. Estos efectos pudieron ser revertidos mediante la
administracion con varios antagonistas del receptor SHT,¢c como la clozapina (Klint &
Larsson, 1995). Hasta el momento, no es del todo claro cuél es el mecanismo de accidon que

interviene para que el receptor SHT,c aumente la latencia de eyaculacion. Sin embargo, la
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presencia de este receptor en diversas areas espinales y supraespinales involucradas en la
eyaculacion ofrecen numerosas opciones para la investigacion de los efectos de este

receptor (de Jong y cols. 2006).

Algunos estudios neuroanatomicos que se han realizado con serotonina han
demostrado que su liberacion es provocada en respuesta a la eyaculacion, para inhibir la
copula durante el intervalo post-eyaculatorio. Aunque la mayor parte de la informacion
recabada proviene de estudios neuroanatomicos o experimentos psicofarmacologicos sobre
el papel de la serotonina en la eyaculacion, la combinacién de ambos campos del
conocimiento son necesarios para mejorar el entendimiento de los efectos que tiene el

sistema serotoninérgico en el control de la eyaculacion (de Jong y cols. 2006).
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(Modificado de Giuliano y Clément 2005).

Subtipo de Localizacion Localizacion Efectos sobre la
receptor SHT. Tisular. Celular. eyaculacion.
5HTA Cerebro Somatodendritico Facilitador
(MRN, Acumb) Pre/Postsinaptico o?
Médula espinal
(CD, CDG, NDL,
NIML, NPE)
SHT g Cerebro Presinaptico Inhibitorio
(Hipotalamo)
Médula Espinal
Pre/postsinaptico Inhibitorio
(CD, CDG, NDL,
NDM, NIML,
NPE)
5HT,c Cerebro Postsinaptico Inhibitorio
(Hipotalamo)
Postsinaptico Inhibitorio
Médula Espinal
(CDG, NPE)

Tabla 1. Localizacion de los diferentes receptores SHT que se asocian a la eyaculacion

Abreviaturas: Acumb., nicleo Accumbens; CDG, comisura dorsal gris; CD, cuerno dorsal;
NDL, nucleo dorso lateral; NDM, nucleo dorsomedial; NIML, nucleo intermedio lateral;
NMR, nucleo medio del rafe; NPE, niicleo parasimpatico espinal.

35



La dopamina y la serotonina participan de manera diferente en la neuroquimica del
mecanismo fisiolégico de la eyaculacion, ya que comprenden areas y receptores
sensoriales, vias aferentes, centros motores cerebrales, centros motores espinales y vias
aferentes distintas; por lo tanto esta red es una compleja interaccion entre ambos sistemas,
dopaminérgico y serotoninérgico. Por un lado la dopamina tiene un efecto facilitador de la

eyaculacion, mientras que la serotonina tiene un efecto inhibitorio sobre la eyaculacion.

Hay muchos trabajos que se han enfocado a demostrar estas funciones, sin embargo,
todavia falta por realizar estudios de investigacion cientifica basica, clinica y aplicada en
la participacion de estos sistemas de neurotransmision en la eyaculacion. El conocimiento
de los mecanismos de accion de estos neurotransmisores a través de la administracion de
farmacos en modelos animales de eyaculacion precoz, es indispensable para la generacion
de opciones terapéuticas, que se puedan emplear en el tratamiento de las disfunciones

sexuales asociadas a este fenomeno.

En esta tesis hemos hecho mencién sobre los dos sistemas de neurotransmision
involucrados en el control neural de la eyaculacion, siendo el serotoninérgico el que tiene
una participacion primordial en la inhibicion de la eyaculacion. De tal forma que el
desarrollar modelos animales con los que se puedan estudiar los mecanismos de accion de
la serotonina y sus receptores proporcionaran resultados importantes para entender la
fisiologia, los farmacos potenciales y actualmente utilizados, ademas del desarrollo de

tratamientos efectivos y econdmicos para la eyaculacion precoz.
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5.2. Eyaculacion precoz.

5.2.1. Definicion y Etiologia

El Manual Estadistico de Trastornos Mentales (DSM 1V, 2000) define a la EP como
un trastorno sexual que se caracteriza por: a) ser un patron recurrente, b) suceder ante un
minimo estimulo, ya sea antes o inmediatamente después de la penetracion del pene en la
vagina, c¢) ocurrir mucho antes de que el sujeto lo desee y d) presentarse antes de dos
minutos de haber iniciado la copula. Las personas que cursan con este padecimiento
también, presentan otros trastornos como ansiedad elevada, estrés e inclusive depresion

debido al malestar que les genera este trastorno sexual (McMahon y cols. 2013).

Los datos de prevalencia de la eyaculacion precoz son variables debido a que no todas
las personas acuden a consulta médica para tatar este trastorno, ademas de que en algunos
casos los métodos de diagnostico son escasos. De acuerdo con datos de la Asociacion
Mundial de Salud Sexual, uno de cada tres hombres en el mundo ha tenido sintomas de EP
en algin momento de su vida. Mientras que uno de cada siete hombres presentan EP

durante toda su vida sexual (McMahon y cols. 2013).

Por otro lado, los registros del ultimo Censo Nacional de Poblacion del INEGI
realizado en el 2010 en M¢éxico, mostré6 que de un total de 55 millones de habitantes
hombres, 13 millones de ellos, han sido diagnosticados con algiin sintoma relacionado con
la EP. En estudios cientificos donde se ha analizado el impacto que tiene esta disfuncion
sexual sobre la calidad de vida de los pacientes que la padecen y sus parejas, han
demostrado que en paises donde la educacion sexual es deficiente, los hombres no tratan su

padecimiento por la vergiienza de acudir con el médico (Graziottin & Althof, 2011).
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México, no cuenta con un buen programa de educacion sexual y muchos hombres
desconocen las causas y los tratamientos que pueden seguir para poder solucionar su

problema de EP.

Se han postulado diferentes teorias sobre la etiologia de la EP, las cuales se pueden

clasificar en psicoldgicas y biologicas (McMahon y cols. 2013).

Dentro de las teorias psicoldgicas se encuentran las siguientes: a) experiencias sexuales
negativas o traumaticas, b) condiciones de premura o inapropiadas para llevar a cabo la
relacion sexual c¢) ansiedad elevada durante la relacion, d) empleo de técnicas sexuales
promotoras de la eyaculacion, como alguna posicion sexual donde la estimulacion facilite
la eyaculaciéon, y e) baja frecuencia de la actividad sexual, debido a un periodo de

abstinencia prolongada.

Las teorias biologicas se refieren: a) la hipersensibilidad del pene, b) bajo umbral del
reflejo eyaculatorio, c) respuesta rapida a la excitacion sexual y d) la alteracion de los
niveles de neurotransmisores centrales y la sensibilidad de sus receptores (Walldinger y
Olivier, 1998). Siendo esta ultima la teoria bioldgica que mas explica la etiologia de la

eyaculacion precoz (McMahon y cols. 2013).
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5.2.2. Teoria de la participacion serotoninérgica en la etiologia de la eyaculacion

precoz

La serotonina participa en el control de varios procesos fisiolégicos como son: el
hambre y el estado de d&nimo, el control de la temperatura corporal, los procesos de suefio—

vigilia y la inhibicién de la eyaculacion.

Actualmente se sabe que las neuronas que inhiben la eyaculacion mediante la
liberacion de serotonina, se localizan en el NPG del mesencéfalo cerebral. En estas
neuronas, cuando la serotonina es liberada al espacio sinaptico ésta se une al receptor
SHT,c, localizado en la membrana de la neurona postsinaptica, para inducir el efecto
fisioldgico de inhibir la eyaculacion. Una vez que la serotonina actua sobre el receptor, se
libera de este y es metabolizada por enzimas como la monoaminooxidasa (MAQO) que
convierte la serotonina en 5-hidroxi-indoleacetaldehido en el espacio sindptico. Por otro
lado la serotonina también es recapturada por la neurona presinaptica a través de una
proteina que se encarga de transportarla al interior de esta célula, de tal forma que regula la
cantidad de serotonina disponible en el espacio sindptico. También, la serotonina puede
modular su liberacion a través del autoreceptor SHT;4 que se ubica en la neurona
presinaptica, cuando la serotonina se une a este autoreceptor inhibe la liberacion de
serotonina al espacio sinaptico, lo que permite que exista un equilibrio en la cantidad de
serotonina disponible en el espacio sinaptico, por lo que al tener poca cantidad de

serotonina se estimula la eyaculacion (Pattij, Olivier & Waldinger, 2005).

En 1998, Marcel Waldinger propuso que la eyaculacion precoz puede deberse a un

desbalance en la sensibilidad de dos receptores serotoninérgicos, por lo que podrian estar
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ocurriendo las siguientes dos condiciones: a) una hipersensibilidad de los autoreceptores
SHT;a, que al evitar la liberacion de serotonina, facilita la eyaculacion y/o b) una
hiposensibilidad de los receptores SHT,c, ubicados en la neurona postsinaptica, lo que
ocasiona que la serotonina no sea captada en niveles suficientes para que se pueda dar la

inhibicion de la eyaculacion (Waldinger & Olivier, 1998).

6. MODELOS ANIMALES

6.1.  Funciony empleo de los modelos Animales.

Un modelo animal con importancia bioldgica y/o clinica en neurociencias, es un
organismo vivo utilizado para estudiar las relaciones cerebro — conducta en condiciones
controladas, con el objetivo de estudiar y entender la fisiologia en los seres humanos (van

der Staay, Arndt & Nordquist, 2009a).

Debido a la importancia que tiene desarrollar firmacos mas efectivos y econdmicos
para el tratamiento de la EP, se han realizado investigaciones en diferentes modelos
animales, siendo la rata el principalmente utilizado, dado las caracteristicas neuroquimicas

de sus receptores.

La rata es un animal ampliamente utilizado en la investigacion basica, debido a que su
mantenimiento es econdémico y requiere de poco espacio para su crianza y desarrollo.
Ademas, muchos de los procesos fisiologicos que se llevan a cabo en la rata, son similares a

los que ocurren en el ser humano. Por ejemplo, la CSM de la rata, ha sido uno de los
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modelos biologicos mas empleado en neurociencias, para desarrollar medicamentos para el

tratamiento de diferentes disfunciones sexuales (Olivier y cols. 2006).

Las razones por las cuales la rata es utilizada en investigaciones relacionadas con la
conducta sexual son diversas, dentro de las cuales esta que las intromisiones y el patron
eyaculatorio es claramente discernible, ademas de que en la rata y en el humano la latencia
de eyaculacion estd en un promedio de alrededor de los 5 minutos a diferencia de otras
especies, como en el raton donde el nimero de intromisiones y la latencia de eyaculacion es
variable. Otra caracteristica que permite trabajar con la rata macho es que tiene contactos
mas reducidos con la hembra entre cada monta e intromision, ademas tienen multiples
eyaculaciones durante la cépula (Hull & Dominguez, 2007), alrededor de 3 eyaculaciones

en 30 min de registro conductual.

En los laboratorios de investigacion, el registro de la conducta sexual masculina en la
rata se realiza en una AT. Posteriormente, se registra durante 30 minutos los parametros de
CSM anteriormente expuestos en el primer capitulo. Durante este periodo, generalmente la
rata macho adulta realiza en promedio 3 a 4 eyaculaciones si es un macho sexualmente

experto (Olivier y cols. 2006; Hull & Dominguez, 2007; Ferreira Nufio y cols. 2010).

En el caso de la EP, al igual que con otros padecimientos, se ha intentado desarrollar
modelos animales cada vez mas completos y poderosos, con el fin de que estos puedan
proporcionar mayor informacion sobre este fendémeno fisioldgico y asi poder disefiar

farmacos mas eficaces y econémicos.

Estudios preclinicos utilizando a la rata han demostrado el diferente grado de respuesta

a farmacos como los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) y en los
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que se ha obtenido un efecto diferente como con: la fluoxetina, sertralina, paroxetina entre
otros dependiendo la dosis y el esquema del tratamiento (Moss y cols. 1999). En otros
modelos se ha estudiado el efecto de compuestos que facilitan la eyaculacion como el 8-
OH- DPAT (Ahlenius y cols. 1981) en los que el comportamiento de las ratas es similar al

de la eyaculacion precoz en el humano.

6.2. Criterios de validacion de modelos animales.

Para que un modelo animal pueda ser utilizado de acuerdo con criterios establecidos
por Paul Willner (1984), un modelo animal potencialmente mas eficiente debe de satisfacer
ciertos criterios de consideracion, los cuales Willner los defini6 como: a) Validez de

Apariencia, b) Validez Teodricay ¢) Validez Predictiva.

En el caso de la EP, un modelo animal cumple el criterio de Validez de Apariencia en
la medida en que reproduce este padecimiento, esto significa que las ratas macho se deben
comportar como eyaculadores rapidos, es decir ratas machos que tengan una disminucion
en la latencia de eyaculacion. Para comprobar que el modelo animal cumple con el criterio
de Validez Tedrica, las ratas macho sexualmente expertas deben aumentar su latencia de
eyaculacion, mediante la administracion de algun farmaco utilizado como tratamiento de la
EP, cuya accion estuviera de acuerdo con la teoria actual que explica este desorden o

trastorno, como la teoria propuesta por Waldinger en 1998.

Por ultimo, el criterio de Validez Predictiva, se refiere a la capacidad que tiene el
modelo animal para responder a farmacos que tiene la finalidad de regular el trastorno o
fenomeno fisioldgico a estudiar. En la validez predictiva, lo que se quiere demostrar en el

modelo animal es que sea simple y practico, para que se puedan obtener resultados en un
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corto plazo; es decir que se innoven farmacos en menos de 5 afos y puedan utilizarse en el
tratamiento de la enfermedad o padecimiento, ademas que estén disponibles en la clinica en
el menor tiempo posible (Akiskal, 1980). En el caso de la EP, el modelo animal cumplira
con este criterio en la medida en que se retarde la eyaculacion de la rata, empleando los

mismos farmacos que actualmente se emplean en el hombre para el tratamiento de la EP.

6.3. Modelo actual para la eyaculacion precoz en la rata.

Actualmente, el modelo animal que se emplea para evaluar la EP, consiste en una AT,
como la que se describio anteriormente, en la que se registra durante 30 minutos la

conducta sexual masculina de ratas expertas.

Una vez que se obtiene el registro basal de su conducta sexual, se les administran a
estas ratas macho los farmacos que tienen la capacidad de retardar su eyaculacion y, si estos
farmacos son efectivos, se determinan la dosis y el periodo o duracion que debe tener el
tratamiento para conseguirlo (Olivier y cols. 2006). Este modelo animal ha demostrado
satisfacer la Validez Predictiva propuesta por Willner, en la medida en que se ha logrado
retardar la eyaculacion de las ratas macho, empleando farmacos que alteran la transmision
serotoninérgica, que teodricamente se ha postulado que participan en la inhibicién de la
eyaculacion, o con ISRS, que son drogas capaces de retrasar la también la eyaculacion en el
hombre. Sin embargo, este modelo propuesto hace 10 afios no cumple con la Validez de
Apariencia ni la Validez Teorica, en la medida en que las ratas macho no eyaculan mas
rapido desde el inicio, sino que mas bien eyaculan en un periodo mas prolongado que el

habitual, cuando se les administran estos farmacos. Por lo tanto resulta necesario y
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primordial disefiar una arena o modelo animal que sea potencialmente efectivo y cumpla

con los tres criterios de Validacion.

6.4 La Arena de Seleccion Multiple de Pareja (ASMP).

Fig. 8. Vista superior de la ASMP que consiste en 4 redondeles de acrilico dispuestos de
manera circular, en la base de cada redondel hay una puerta por la cual debido a su
tamafio solo puede pasar una hembra, en cada uno de los redondeles se coloca a un macho
sexualmente experto el cual esta confinado a su correspondiente redondel (Ferreira Nuiio
y cols. 2005).
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Nuestro grupo de investigacion en el 2005, desarrolld6 un nuevo modelo biologico al
que llamamos ASMP (Ferreira Nufio y cols. 2005), que consiste en 4 redondeles de
acrilico de 50 cm de didmetro x 40 cm de alto dispuestos de manera circular (Fig. 8). Cada
uno de estos redondeles tiene en su base una compuerta de 3 cm de ancho por 4 cm de alto,
por donde solamente puede atravesar una rata hembra debido a su menor tamafio. En cada
uno de estos redondeles se coloca a un macho sexualmente experto; mientras que en el
centro de la arena se introduce a una rata hembra receptiva, para que pueda elegir
libremente con cual de los 4 machos copula, saliendo y entrando de los redondeles. En estas
condiciones, aunque la hembra muestra una preferencia por s6lo uno de los machos, suele
visitar a los otros 3, durante el tiempo que dura la prueba; estas condiciones genera entre
los 4 machos una competencia, que da como resultado un incremento en la ansiedad.
Cuando las ratas macho son sometidas a copular con la hembra en la ASMP, este ambiente
competitivo genera en los machos ansiedad o estrés, que las estimula a eyacular mas rapido
y a requerir de un menor nimero de intromisiones que preceden a la eyaculacion. En un
estudio realizado por nuestro grupo de trabajo (Ferreira Nuiio y cols. 2010) se demostrd que
las ratas macho sexualmente expertas cuando son evaluadas en la ASMP, eyaculan mas
rapido. Los resultados mostraron el tiempo total que permanece la hembra en el interior de
cada uno de los redondeles, hasta que cada macho eyacula. Inmediatamente, que sale la
hembra del redondel se cierra esta compuerta, con el objetivo de que la hembra interactie
con los otros 3 machos y estos eyaculen. Por lo tanto, con los antecedentes antes
mencionados sobre la participacion de la serotonina en el control inhibitorio de la
eyaculacion y con los hallazgos obtenidos en trabajos previos con la ASMP, el objetivo de
este trabajo de investigacion que culmina en una tesis es demostrar a través de tres
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experimentos, que la ASMP cumple con los diferentes criterios de validacion propuestos
por Paul Wilner y tomando en cuenta nuestros resultados, poder proponer que la ASMP
pueda ser un Modelo Animal mas completo que el actual, en el que se evalte el efecto que
tienen los farmacos sobre la conducta sexual de la rata macho en condiciones tipicas,
ademads de ser de gran utilidad en la comprension y bases fisiologicas de la EP. Resulta de
bastante consideracion citar que actualmente (2015) los farmacos que se utilizan en el
tratamiento de la EP son muy costosos y de tratamiento crénico. Por lo tanto el utilizar
modelos animales para el disefio de farmacos mas eficaces y econémicos para la EP seria

muy importante para la salud sexual y calidad de vida del hombre y de la pareja.

7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando que hasta el momento no existe un modelo en el que la rata macho
eyacule rapidamente de manera espontdnea y no existen farmacos eficaces que retarden la
eyaculacion de las ratas. Es posible que la ASMP pudiera ser un modelo experimental mas
completo para evaluar las caracteristicas que presentan las ratas al comportarse como
eyaculadores rapidos, ademas de corroborar el efecto de agonistas y antagonistas
serotoninérgicos que participan en la inhibicion de la eyaculacion. Por lo tanto, seria de
gran utilidad comprobar la potencia de la arena de seleccion multiple de pareja desarrollada
en nuestro laboratorio y comprobar su posible aplicacion en el conocimiento de los

mecanismos de la EP en el humano.
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8. HIPOTESIS

La ASMP cumplira con los criterios de validez de apariencia, teérica y predictiva como

modelo animal para evaluar la eyaculacion precoz.

9. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este estudio es evaluar si la ASMP cumple con los criterios de
validez de apariencia, tedrica y predictiva, como modelo animal para evaluar la eyaculacion

precoz.

9.1. Objetivos Particulares.

a) Comprobar que la ASMP cumple con el criterio de Validez de Apariencia, si los
machos se comportan como eyaculadores rapidos en esta arena en comparacion con la AT e

independientemente del orden, en que se evaluen los machos en las diferentes arenas.

b) Demostrar que el modelo de la ASMP cumple con el criterio de Validez Teorica, si
al administrar un antagonista selectivo de los receptores SHT;4 (WAY - 100635), los

machos dejan de comportarse como eyaculadores rapidos en esta arena.

¢) Evidenciar que la ASMP cumple con el criterio de Validez Predictiva, si al
administrar el inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina (Dapoxetina), los machos

dejan de comportarse como eyaculadores rapidos en esta arena.
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10. METODOLOGIA GENERAL
10.1. Animales: obtencion y mantenimiento.

Ratas macho adultas (de 470 = 70 g de peso) y ratas hembras de la cepa Wistar (de
200 + 50 g de peso), provenientes del Bioterio de la UAM-Iztapalapa, fueron colocadas en
cajas de plexiglas (40 cm x 30 cm x 40 cm, 5 ratas por caja), en un cuarto con temperatura
controlada a 24 °C, con un fotoperiodo de luz/oscuridad 12/12 h (la luz se encendio a las 8
pm) y alimentadas ad [libitum con pellets de Purina Chow Harlan y agua. Todos los
experimentos y procedimientos realizados en este estudio fueron aprobados por el Comité
de Etica de la Universidad Auténoma Metropolitana — Iztapalapa, de acuerdo con la Guia
para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio y con la Norma Oficial Mexicana para

el Uso y Cuidado de Animales (NOM-062-ZO0-1999).
10.2. Preparacion de los animales experimentales y estimulo.

Veinte ratas hembras estimulo fueron anestesiadas con 0.3 ml de una mezcla de
Ketamina /Xilacina (70 mg/ml y 6mg/ml, respectivamente), con el fin de ovariectomizarlas
bilateralmente. Después de 2 semanas de recuperacion, cada vez que se emplearon las
hembras estimulo, estas fueron inyectadas por via subcutdnea con 10 pg de benzoato de
estradiol (Sigma Aldrich) y 0.5 mg de progesterona (Sigma Aldrich), 48 y 4 horas
respectivamente, antes de cada prueba de conducta sexual, con el fin de inducir la
receptividad en las hembras. Antes de realizar cada prueba, se seleccionaron como hembras
estimulo, aquellas que mostraron un cociente de lordosis (CL = nimero de lordosis/ 10

montas del macho) del 90 %.
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Asimismo, para estandarizar la experiencia sexual de los machos empleados en este
estudio, estos se aparearon cada tercer dia, 3 veces en una semana, con ratas hembras
estimulo tratadas con hormonas, con la finalidad de seleccionar a 20 machos sexualmente

expertos, que eyacularan por lo menos en dos ocasiones en pruebas de quince minutos.

Habituacion de los animales en la Arena de Seleccion Multiple de Pareja (ASMP)

Con el objeto de habituar a hembras y machos a la ASMP, se realizaron los siguientes
procedimientos. El modelo consiste de cuatro redondeles de acrilico transparente de 50 cm
de alto x 40 cm de diametro, agrupados de manera circular (véase Fig. 8). Al comienzo de
cada prueba, en el centro de la arena se coloca a la hembra estimulo tratada previamente
con hormonas. Cada redondel tiene en su base, un agujero de 3 cm de ancho por 4 cm de
alto, por donde so6lo la hembra puede pasar, por tamaiio el macho no puede salir; de manera
que la rata hembra controla la copula. Estos agujeros de acceso y salida permiten que la
hembra tenga copula regulada, entrando y saliendo de los redondeles, ademas de preferir

una rata macho sexualmente experta con quién copular.

En la primera prueba de habituacion, se colocaron, a las 20 hembras estimulo por
parejas en el area central de la ASMP, sin tratamiento hormonal, y se les dejo explorar los
cuatro cilindros vacios durante 15 minutos a cada pareja. En la siguiente prueba de
habituacién de quince minutos, a las 20 hembras estimulo se les administr6 el tratamiento
hormonal, para inducir la receptividad. Posteriormente, se colocaron de manera individual
en la zona central de la ASMP, pero con los accesos de los redondeles cerrados, durante 5
minutos. Antes de introducir a la hembra en el area central, en cada uno de los cuatro

cilindros, se coloco a un macho sexualmente experto. Al final del periodo de habituacién de
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5 minutos, se extrajo a la hembra estimulo del area central y se abrieron las puertas de
acceso de los redondeles, para permitir que la hembra pudiera seleccionar e interactuar con
el macho de su preferencia. El objetivo de esta habituacion fue que tanto machos como
hembras reconocieran la arena y la asociaran con la actividad sexual y competencia que se

establece entre los machos por la hembra.

11. PRIMER EXPERIMENTO: VALIDEZ DE APARIENCIA

Comparacion de la conducta sexual masculina de dos grupos de ratas machos en

una arena tipica y en la arena de seleccion multiple de pareja

11.1. Metodologia del Primer Experimento.

Pruebas de Conducta Sexual en la Arena Tipica (AT)

Para este experimento se utilizaron dos grupos de 10 machos sexualmente expertos. El
primer grupo (GRUPO 1, Fig. 9) de machos fue evaluado en su primera semana de registro
en la AT. La prueba termino cuando el macho eyaculd por primera vez o bien que
transcurrieran 30 minutos. Para ello, cada uno de los machos fue colocado dentro de una
AT, como ya se describié anteriormente; con una cama de aserrin nueva y durante un
periodo de habituacién de cinco minutos. Al finalizar este periodo, se introdujo en el
redondel, una hembra estimulo que tuviera un minimo de CL del 90 %, ademas se
registraron los siguientes parametros: latencias de monta (LM) e intromisioén (LI), nimero
de montas (NM), y nimero de intromisiones (NI), que precedieron a la eyaculacion;

latencia de eyaculacion (LE), tasa de aciertos (TA) o eficiencia copulatoria.
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Posteriormente estos machos tuvieron una semana de descanso y fueron evaluados en

la ASMP como se describe a continuacion.

Pruebas de Conducta Sexual en la Arena de Seleccion Multiple de Pareja (ASMP)

Una vez que fueron adaptados machos y hembras en la ASMP, se procedi6 a registrar
la conducta sexual en esta arena. Para esta prueba fue importante que todos los machos
tuvieran, por lo menos, una semana de inactividad sexual. En cada uno de los redondeles se
introdujo a un macho sexualmente experto, con los agujeros de acceso cerrados, mientras
que en el area central de la arena se coloco una hembra estimulo, durante un periodo de
habituacion de cinco minutos. Al finalizar este periodo, se extrajo a la hembra del 4rea
central y se giraron los redondeles para dejar libre las entradas de acceso que se encuentran
en la base. Se introdujo nuevamente a la hembra en el centro de la arena y se registraron los
siguientes parametros: NM y NI que precedieron a la eyaculacion de cada macho y se
calculé la TA. También se registraron las LM, LI y LE, tomando en cuenta para ello,
unicamente el tiempo total que permanece la hembra en el interior de cada uno de los

redondeles.

Los machos se fueron descartando conforme obtuvieron su primera eyaculacion.
Posteriormente, se gird el redondel del macho que eyaculd, en el momento en que la
hembra abandoné dicho compartimento, con el fin de que la hembra ya no pudiera copular
con ese macho, sino con el resto de los machos de la arena. La prueba concluyé hasta que

los cuatro machos eyacularon o bien después de 30 minutos de registro.

Tanto las pruebas en la AT, como en la ASMP se realizaron durante el periodo de

oscuridad.
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El segundo grupo (Grupo II, Fig. 9) de machos fue evaluado en su primera semana de
registro en la ASMP, tal y como ya fue descrito anteriormente. Al termino del registro los
machos tuvieron una semana de descanso, pasando este tiempo, estos mismos machos
fueron evaluados en la AT, siguiendo la misma metodologia que se describi6 previamente

en ambos casos.

12. SEGUNDO EXPERIMENTO: VALIDEZ TEORICA
Evaluacion del efecto que tiene administracion de un antagonista de los
receptores serotoninérgicos SHT 4, sobre la conducta sexual masculina de la
rata macho adulta, evaluadas en una arena tipica y en la arena de seleccion

multiple de pareja.

12.1. Metodologia del Segundo Experimento.

En este experimento se utilizaron 28 ratas machos y 20 ratas hembras Wistar adultas,
los cuales fueron alojados y mantenidos en las mismas condiciones descritas en la

metodologia general.

Previo al estudio los 28 machos fueron divididos en dos grupos de 14 machos cada
uno. Uno de estos grupos fue evaluado en la AT y el otro grupo fue evaluado en la ASMP
hasta que alcanzaran su primera serie eyaculatoria o pasara media hora de registro. Lo
anterior se hizo con la finalidad de tener el registro basal de la conducta sexual, en su
correspondiente arena. Después de una semana, el primer grupo o vehiculo (VEH, n = 14)

recibié 0.03 ml de solucién salina por via subcutanea durante 15 dias consecutivos,
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mientras que el segundo grupo (grupo WAY, n =14), recibié 0.1 mg del antagonista 5-
HT;a, el N-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil]  etil]-N-(2-piridinil)  cyclohexano
carboxamida 3HC] (WAY-100635; Sygma Aldrich) disuelto en 0.03 ml de solucion salina,
por via subcutanea durante 15 dias consecutivos de acuerdo con el tratamiento descrito por
De Jong et al. 2005. Se seleccionaron al azar 7 machos de cada grupo, a los cuales se les
evalud la conducta sexual masculina en la AT; durante los dias 1, 8, y 15 del tratamiento, la
prueba termino hasta que los machos alcanzaron su primera eyaculaciéon. Con los otros 7
machos, se les evalud la conducta sexual masculina en la ASMP, durante 30 minutos o
hasta que eyacularan. De tal forma que los grupos quedaron conformados de la siguiente
manera: AT-VEH, AT-WAY, ASMP-VEH y ASMP-WAY. La administracion del
tratamiento se realizd una hora antes de iniciar el experimento. Los parametros de la
conducta sexual que se evaluaron en ambas arenas (AT y ASMP) fueron: LM, LI, LE, NM,
NI y se calcul6 la TA. Ademas, en el registro de la conducta sexual masculina en la ASMP,
se considerdé Unicamente el tiempo en que la hembra permanecidé en cada uno de los
redondeles de los machos, para poder establecer el tiempo real que permaneci6 en contacto
con cada uno de ellos. Las pruebas conductuales, asi como la administracion diaria de las

drogas se realiz6 durante la fase de oscuridad de las ratas.
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13. TERCER EXPERIMENTO: VALIDEZ PREDICTIVA
Evaluacion del efecto que tiene la administracion de un inhibidor selectivo de
la recaptura de serotonina, sobre la conducta sexual masculina de la rata

macho adulta en la arena de seleccion miltiple de pareja.

13.1. Metodologia del Tercer Experimento.

En este experimento se utilizaron 14 ratas machos y 20 ratas hembras Wistar

adultas, alojados y mantenidos en las mismas condiciones de Bioterio.

Administracion del Inhibidor Selectivo de la Recaptura de Serotonina Dapoxetina

Luego de seleccionar a los machos sexualmente expertos, estos permanecieron una
semana sin tener actividad sexual previ6 a la realizacion del experimento. Posteriormente,
una hora antes del experimento se dividieron al azar a los 14 machos en dos grupos de 7
machos cada grupo. Una vez separados los grupos, los machos recibieron el siguiente
esquema de tratamiento. El primer grupo o grupo Vehiculo (VEH) recibié 5 ml de solucion
salina por via oral, mientras que el segundo grupo (DAX) recibid por via oral 30 mg/kg de
Dapoxetina (Sigma Aldrich) en 5 ml de solucion salina. Posteriormente se procedid a
evaluar la conducta sexual de los machos en la ASMP. Después de la evaluacion se dejo a
los machos sin actividad sexual durante una semana y en la siguiente semana los esquemas
de tratamiento fueron invertidos. De esta forma el primer grupo recibié 30 mg / kg de
Dapoxetina (DAX) y el segundo grupo recibio el vehiculo (VEH), ambos se administraron
con la finalidad de observar si el efecto de la Dapoxetina administrada al segundo grupo en
la primera semana, ain persistia sobre la conducta sexual de los machos una semana

después.
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14. ESTADISTICA

14.1. Anadlisis estadistico del Experimento 1: Validez de Apariencia.

Cada una de las medias de los diferentes parametros de la conducta sexual obtenidos
por los machos en cada arena (AT vs ASMP), se compararon mediante la prueba no
paramétrica de los signos de Wilcoxon con el software GB — STAT Version 10.0, y una U
de Mann Whitney para comparar los parametros obtenidos por los dos grupos diferentes en

una misma arena (AT vs AT), a un nivel de significancia menor de 0.05.

14.2. Analisis estadistico del Experimento 2: Validez Teorica.

Cada una de las medias de los diferentes parametros de la conducta sexual obtenidos
por los grupos de machos, en cada arena a lo largo del tratamiento (dias 1, 8 y 15) se
compararon mediante una ANOVA de 2 Vias, seguida por la prueba Post-Hoc de Newman
— Keuls, empleando el software de analisis estadistico SPSS Version 21.0, a un nivel de

significancia menor 0.05.

14.3. Analisis estadistico del Experimento 3: Validez Teorica.

Cada una de las medias de los diferentes parametros de la conducta sexual obtenidos
por los machos de cada tratamiento, se compararon mediante la prueba no paramétrica de
U de Mann Whitney con el software SPSS Version 21.0, a un nivel de significancia menor

de 0.05.
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15. RESULTADOS

15.1. Experimento 1: Validez de Apariencia.

Los resultados de la prueba de rangos con signo de Wilcoxon (Fig. 9), muestran que
cuando los machos copulan en el ASMP (independientemente del orden en que se han
probado en las dos arenas), presentan una disminucion en la: LI, NI y LE, diferencias que
fueron estadisticamente significativas cuando se compararon estos parametros con respecto
ala AT; LI (Grupo I, AT = 57.1 £ 6.15 seg vs ASMP = 4.7 + 0.82 seg.; grupo II, ASMP =
3.3+0,48 segvs AT =34.6 + 5.6 seg, p <0.01 en ambos grupos, Fig. 9 A, B) y NI (Grupo
LAT=11+13vs ASMP=6+1.2;GrupoIl, ASMP=7.1£1.19vs AT=10£1.94,p <
0.05 en ambos grupos, Fig. 9 C, D ). Es considerable mencionar, que las ratas macho
mostraron una mayor reduccion en la LE (p < 0.01, Fig. 9 E, F) cuando se prueba por
primera vez en la AT y después en la ASMP (685.34 + 86.69 seg vs. 326.7 = 37.13 seg,
respectivamente) que cuando la prueba se realizd por primera vez en la ASMP y
posteriormente en la AT (p < 0.05, 114 £ 18.15 seg vs. 466 = 70.55 seg, respectivamente).
No se obtuvieron diferencias significativas en el resto de los parametros evaluados (LM,
NM y HR). Por otro lado al comparar a los grupos I y II de la AT, se encontraron una
disminucion en la LI y la LE, resultados que fueron estadisticamente significativos con una

p <0.01 comprobado mediante una U de Mann Whitney en la LI y LE respectivamente.
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Fig. 9. La media = D.E. de la Latencia de Intromision (A, B), Numero de intromisiones (C, D) y la
Latencia de eyaculacion (E, F) en los dos grupos de ratas machos sexualmente expertos (n = 10
por grupo), durante el primera serie copulatoria, después de haber sido probados en dos arenas
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barras blancas) * p < 0.05 y ** p < 0.01, prueba de Signos de Wilcoxon, " p < 0.01 diferente de AT
Grupo I después de aplicar prueba de U de Mann Whitney.



15.2. Experimento 2: Validez Teorica.

La Fig. 10 muestra la media + D.E. de la LI, LE y NI para los grupos VEH y WAY —
100635 que fueron tratados cronicamente durante 15 dias en las dos condiciones
experimentales evaluadas (ASMP y AT). Los resultados muestran que los machos del
grupo WAY incrementaron progresivamente la LI, LE y NI en ambas arenas durante los
dias de tratamiento. En la LI después de aplicar una ANOVA de dos vias (arenas vs
tratamiento) mostrd una interaccion significativa entre la arena y el tratamiento en el dia 1
[F(1,27)=1242],eldia8[F(1,27)=1196],yeldial5[F(1,27)=11,19],
con una diferencia significativa de p < 0,003 en los tres casos (Fig. 10 A). El tratamiento
con WAY, produjo un incremento en la LI en los machos que fueron evaluados en la
ASMP en comparacion a los que fueron evaluados en la AT. Para determinar las
diferencias entre los grupos se aplico una prueba post hoc de Newman Keuls; las
comparaciones multiples por parejas en la LI revelaron que en el primer dia de tratamiento,
se observo una reduccion significativa (p < 0.05) en el grupo ASMP - VEH (media = D.E.
= 3.5 = 1.13 seg), en comparacion con el grupo AT-VEH (11.85 + 1.46 seg).
Posteriormente, en el dia 8 de tratamiento, observamos una reduccion significativa de la LI
(p < 0.01) del grupo ASMP-VEH (3 + 1.52 seg) en comparacion con el grupo AT-VEH
(10.14 £+ 1,34 seg). Finalmente, en el dia 15, se observo una reduccion significativa de la LI
(p <0.05) en el grupo ASMP-VEH (3.5 + 1.27 seg) en comparacion con el grupo AT-VEH
(12.5 £ 1,90 seg). También, fue posible observar un aumento gradual de la LI en el curso de
tratamiento en el grupo que recibid WAY cuando se evaluo en la ASMP. En el dia 8, este
aumento fue significativo (p < 0.05) en comparacion con el grupo de ASMP-VEH (ASMP -

WAY, 10.7 =+ 2.2 seg vs. ASMP-VEH, 3 £ 1.52 seg). Finalmente, en el dia 15 de
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tratamiento, se observo un aumento significativo de la LI (p < 0.01) del grupo ASMP -
WAY (13.74 + 2.75 seg), en comparacion con el grupo de ASMP — VEH (media + D.E. =
3.5 = 1.27). Por otro lado, en el dia 8 de la administracion se encontré6 un aumento
significativo de la LI (p < 0.05) al comparar al grupo WAY-AT (24.7 + 3.9 seg) en
comparacion con el grupo VEH-AT (10.14 + 1.3 seg). En el dia 15, al comparar al grupo
WAY-AT, se encontr6 un aumento significativo de la LI (p < 0.01) en comparacion al

grupo VEH-AT (AT-WAY, 30.7 +£5.2 seg vs AT-VEH, 12.5 £ 1.9 seg).

Para demostrar la relacion entre las arenas (AT y ASMP) y los tratamientos (VEH y
WAY10635) sobre el parametro LE, esta resultado nos permitira saber si hay un aumento
sobre el tiempo en que eyacule la rata. Por lo tanto al aplicar la ANOVA de dos vias revelo
una interaccion significativa (p < 0,03) entre la arena y el tratamiento en el dia 8 [F (1, 27 )
= 5,28]; en el dia 15 de igual manera se encontr6 una interaccion con una diferencia
significativa de (p < 0.0001) [ F (1,27 ) = 25,65] del tratamiento. En este caso particular,
los machos del grupo WAY evaluados en la ASMP mostraron un mayor aumento en la LE
en comparacion a los machos de este mismo grupo evaluados en la AT. Al aplicar la prueba
de comparaciones multiples de Newman—Keuls, se observé en el primer dia de tratamiento,
una reduccion significativa (p < 0.01) de la LE en los machos del grupo VEH evaluados en
la ASMP (media + D.E. = 84.2 + §,8) en comparacion con los machos del grupo VEH
evaluados en la AT (205.8 £ 1.3 seg). Posteriormente en el dia 8 del tratamiento
observamos una reduccion significativa de la LE (p < 0.01) en los machos del grupo
ASMP-VEH (85.1 + 10.2 seg) comparado con el grupo AT- VEH (209.4 + 14.6 seg). Por
ultimo, en el dia 15 del tratamiento se observo un aumento significativo de la LE (p < 0.01)

en el grupo ASMP-VEH (100.5 + 12.2 seg) en comparacion del grupo AT-VEH (195.2 +
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16.5 seg, ver Fig. 10 B). Por otro lado, en el transcurso del tratamiento con WAY-100635,
observamos un aumento gradual de la LE en los machos evaluados en la ASMP en
comparacion con los machos a los que se les administrd el vehiculo evaluados en esta
misma Arena. En el dia 8 de la administracion se encontré un aumento significativo de la
LE (p < 0.05) del grupo ASMP-WAY (146.8 + 21.6 seg) en comparacion con el grupo
ASMP-VEH (85.1 + 10.2 seg), también en dia 15 de la administracion se observd un
aumento significativo (p < 0.05) de la LE en el grupo ASMP-WAY (175.8 + 14.5 seg) en
comparacion con el grupo ASMP-VEH (100.5 + 12.2 seg). En el caso del grupo WAY en
la AT se encontré un aumento significativo de la LE (p < 0.05) en comparacion con el
grupo VEH evaluado en la AT, solamente en el dia 15 de la administracion (AT-WAY,

325.2 £ 8.9 seg vs AT-VEH, 195.2 £6.2 seg).

En lo que respecta, al pardmetro NI, la ANOVA de dos vias demostrdé que no existe
una interaccion entre la arena y el tratamiento. Sin embargo, en este parametro, los machos
tratados con el vehiculo y que fueron evaluados en la ASMP mostraron una disminucioén
significativa de este parametro (p < 0.05) en el dia 1 del tratamiento (6.3 £ 1.11) en
comparacion con los machos de este mismo grupo, pero que fueron evaluados en la AT (10
+ 2.69), en dia 8 se observo una reduccion significativa (p < 0.05) del NI en el grupo
ASMP-VEH (6.4 £ 0.97) en comparacion con el grupo AT-VEH (10.9 £ 2.19), finalmente
en el dia 15 del tratamiento se observo una reduccion significativa del NI en el grupo
vehiculo evaluado en la ASMP en comparacion con el grupo vehiculo evaluado en la AT

(ASMP - VEH, 6.3 £ 1.11 vs AT - VEH, 10.6 + 1.39; ver Fig. 10 C).
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En los machos que fueron tratados con el WAY-10035 durante 15 dias continuos y
que fueron evaluados en la ASMP se observd un aumento significativo del NI (p < 0.05) en
el dia 8 (ASMP-WAY, 11.3 + 1.70) en comparacion con los machos evaluados en la ASMP
y que fueron tratados con el vehiculo ( ASMP — VEH, 6.4 = 0.97) y en el dia 15 se observo
una disminucion significativa de este parametro (p < 0,01) en el grupo ASMP-WAY (12.4
+ 2.5) comparado con el grupo ASMP-VEH (6.3 + 1.11). Finalmente, en el grupo de
machos a los que se les administr6 el WAY-100635 y que fueron evaluados en la AT
también se obtuvo un aumento significativo (p < 0.05) del NI en comparacion con el grupo
vehiculo y evaluados en la AT (AT - WAY, 14.6 £ 0.81 vs AT - VEH, 10.6 = 0.52; Fig. 10

Q).

En los parametros LM, NM y HR no se obtuvieron diferencias significativas, por lo

tanto no se presentan los promedios ni las graficas.

Es importante sefalar que en los tres pardmetros mencionados (NI, LI y LE) el grupo
de machos a los que se les administro el WAY-100635 y que fueron evaluados en la
ASMP, en el dia 15 de la administracion, mostraron valores muy similares a los que
mostraron los machos del grupo vehiculo, evaluado en la AT durante la administracion del
tratamiento; de tal forma que las ratas macho dejan de comportase como eyaculadores

rapidos en la ASMP.
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Fig. 10. Efecto de WAY-100635 (WAY) y el vehiculo (VEH) después del tratamiento cronico
(1, 8 y 15 dias) sobre la latencia de intromision (A), la latencia de eyaculacion (B) y el Numero
de intromisiones (C) de los machos sexualmente expertos (n = 7 por grupo), resultados
obtenidos durante la primera serie copulatoria, una vez que fueron probados en la arena
tipica (AT) o en la arena de seleccion multiple de pareja (ASMP). * p <0.05; ** p <0.01,
ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post-hoc de Newman Keuls.
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15.3. Experimento 3. Validez Predictiva.

En la Fig. 11 se muestran los resultados del efecto que tuvo la administracion aguda de
Dapoxetina; los resultados son expresados en medias += D.E, sobre los siguientes
parametros de la conducta sexual masculina de la rata macho: NM, NI, LI, LE. En el caso
de la tasa de aciertos, no se observaron diferencias significativas en este parametro y por lo
tanto no se muestran los resultados. La administracion de Dapoxetina produjo un
incremento significativo, en la conducta sexual del macho independientemente de si se

administrd en la primera o en la segunda prueba.

Por ejemplo, en el NM (Fig. 11 A), la prueba de U de Mann Whitney mostré un
aumento significativo (p < 0.05) del grupo al que se le administré Dapoxetina en la primera
evaluacion (medias = D.E = 6.4 + 1.13) en comparacion con el grupo vehiculo (2.4 £+ 0.98).
En la segunda evaluacion al invertir los tratamientos, los machos que recibieron Dapoxetina
en esta evaluacion (6.7 = 1.49) mostraron un aumento significativo (p < 0.05) del NM en

comparacion del grupo al que se les administro el vehiculo (2.5 + 0.98).

En lo que se refiere al NI (Fig. 11 B) se observo un incremento significativo (p < 0.01)
en el grupo Dapoxetina en la primer evaluacion (7.8 £1.46) en comparacion del grupo
vehiculo (3.5 £ 0.78). En la segunda evaluacion, el grupo que recibi6 el tratamiento con
Dapoxetina, incremento significativamente (p < 0.01) el NI (8.5 + 2.2) en comparacion

con el grupo vehiculo (3.1 £ 1.2).

La prueba de U de Mann Whitney demostrd, que en la LI (Fig. 11 C) también
observamos un aumento significativo (p < 0.01) de este parametro en los machos a los que

se les administré Dapoxetina en la primer evaluacion (11.7 + 1.79 seg) en comparacion con
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los machos a los que se les administrd el vehiculo (3.2 £ 0.75 seg). En la segunda
evaluacion cuando se invirtieron los tratamientos, observamos el mismo efecto en el que se
incrementd significativamente la LI (p < 0.01), en el grupo al que se le administrd

Dapoxetina (12.4 + 1.71 seg) comparado con el grupo vehiculo (2.8 £ 1.21 seg).

Por ultimo en la LE (Fig. 11 D) observamos un aumento significativo de este
parametro (p < 0.01) en el grupo que fue tratado con Dapoxetina en la primera evaluacion
(250.2 £ 17.3 seg) en comparacion con el grupo vehiculo (90.4 £ 12.1 seg). En la segunda
evaluacion observamos un aumento significativo de la LE (p < 0.01) en el grupo tratado
con Dapoxetina (260.14 £ 26.9 seg) en comparacion con el grupo que fue tratado con el

vehiculo en la segunda evaluacion (85.2 £12.8 seg).

En resumen la administracion aguda de Dapoxetina incrementd significativamente los
paramétros: NM, NI, LI y LE con excepciéon del HR en la ratas machos que fueron
evaluados en la ASMP. Cabe resaltar que al analizar el efecto entre los dos grupos de ratas
a los que se les administr6 Dapoxetina en las dos pruebas no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas.
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Fig. 11. Efecto de la administracion aguda de Dapoxetina y del Vehiculo en A) Numero de
Montas, B) Ntiimero de intromisiones, C) Latencia de intromision, D) Latencia de Eyaculacién
de dos grupos de ratas machos adultos evaluados en dos sesiones en la Arena de Seleccion
Muiltiple de Pareja (ASMP) * p <0.05, ** p <0.01, después de aplicar prueba de U de Mann
Whitney.
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16. DISCUSION

16.1. Experimento 1: Validez de Apariencia.

En este estudio, nos propusimos analizar si la ASMP, cumplia con los criterios de
Validez de Apariencia, Validez Teorica y Validez Predictiva propuestas por Willner en
1984, con el fin de determinar si esta arena puede ser un modelo animal potencial para
evaluar la EP (Willner, 1984). En el primer experimento, que tuvo por objeto demostrar la
Validez de Apariencia, evaluamos si las ratas macho cuando se evalta su conducta sexual
en la ASMP, eyaculan mas rdpidamente que en una AT. En efecto, en este experimento
demostramos que cuando las ratas macho copulan en la ASMP, muestran signos similares a
los que presenta EP en el humano, al mostrar una reduccion significativa en LE y NI, asi
como una reduccion en la LI, (pardmetro que no esta considerado como un signo de EP), en
comparacion a la mostrada por los machos cuando copulan en una AT, independientemente
del orden en el que los machos son probados en las dos arenas. La posible respuesta
fisiologica que se observa en nuestra ASMP es que debido a la competencia que se estable
por copular con la hembra, genera en los machos estrés, de tal forma que en respuesta a ese
estrés, los machos reducen significativamente los parametros de CSM observados: LM, LI,
LE. . En estudios en los que dos o mas ratas macho han sido apareados simultaneamente
con una hembra receptiva, con el fin de analizar el efecto que esto tiene sobre la rapidez de
la eyaculacion, se ha demostrado que los estimulos téctiles pueden inducir estrés, tal es el
caso de las descargas eléctricas en las patas o los pellizcos en la cola, los cuales son capaces
de estimular la eyaculacion en la rata macho (Olivier y cols. 2006; Ferreira Nufio y cols.

2010; Barfield & Sachs 1968; Caggiula & Vlahoulis 1974; Sachs & Barfield 1974). De tal

66



forma que en la ASMP, debido al estrés que se presenta por la competencia, ademas de la
poca disponibilidad que tiene cada macho con la hembra, esto produce que los machos

eyaculen mas rapido en la ASMP.

Ademas, pudimos confirmar que los machos se comportan como eyaculadores rapidos
en la ASMP, independientemente del orden en el que se registren las arenas, la experiencia
previa no influyé de manera importante en la rapidez con que eyacularon en la siguiente
arena, Sin embargo, la reduccion observada en la LE en la ASMP, fue mas significativa
cuando los machos fueron evaluados primero en la AT y posteriormente en la ASMP (p <
0,01). (Figuras 9 E y F), en comparacién con aquellos que cuando se invirtio el orden en
que fueron probados (p < 0,05). En estudios realizados por Gordon en 1964, demostr6 que
al separar a un macho de la hembra por durante el coito después de la primera y cuarta
intromision de la primer serie copulatoria, en multiples intervalos de 5 minutos de duracion.
Los machos redujeron significativamente la latencia de intromision, y la latencia de
eyaculacion a lo que llamo intervalos forzados (Gordon, 1964). En las condiciones de la
ASMP, la hembra regula la copula, por lo que también puede regular la permanencia y la
frecuencia con la que copula con el macho, lo que podria provocar que los machos detecten
la poca disponibilidad que tienen de la hembra y por lo tanto reducen la LI y la LE en estas

condiciones.

Waldinger ha sugerido que la ansiedad en el humano puede ser uno de los factores
etiologicos de la EP (Waldinger y cols. 2005). Desde hace 25 afios se han estudiado los
efectos del receptor SHT ;4 en la ansiedad y el estrés, ademas de los antagonistas parciales

de este receptor, el antagonista del receptor D, la buspirona, es el unico ansiolitico no
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selectivo que también tiene efectos sobre el receptor SHT ;A (Olivier, 2014). No obstante,
aun cuando todavia no existe un ansiolitico eficaz que actie modulando al receptor SHT 4,
las evidencias cientificas en estudios preclinicos y clinicos, que demuestran la implicacion
de este receptor en la ansiedad son numerosas (Akimova y cols. 2009; Altieri y cols.2013;
Savitz, Lucki, & Drevets, 2009; Garcia Garcia, Newman Tancredi & Leonardo, 2014). Se
ha demostrado que el receptor SHT4 tiene un papel importante en la modulacion de los
procesos emocionales (Altieri y cols.2013), por otra parte estos estudios demuestran que el
mal funcionamiento de este receptor produce vulnerabilidad a las psicopatologias, (Garcia
Garcia, Newman Tancredi & Leonardo, 2014; Olivier, 2014. Esto pudiera ser una
sugerencia de explicacion de nuestros resultados, ya que debido al estrés que se establece
en los machos cuando se evaluan en la ASMP, esto probablemente ocasion6 un mal
funcionamiento del receptor SHT A presinaptico y como consecuencia se produce poca

liberacion de serotonina, provocando que las ratas eyaculen mas rapido en la ASMP.

Por otro lado, es importante mencionar que, aunque nuestros datos sugieren que la
ASMP cumple con la Validez de Apariencia, como modelo animal potencial para el estudio
de la EP y que este trastorno sexual en los seres humanos, puede ser causada por el estrés o
la ansiedad, la ASMP no satisface los criterios de fiabilidad 6 replicabilidad propuestos por
(van der Staay 2006; van der Staay, Arndt & Nordquist 2009b); es decir que la EP en el
humano, al menos hasta el momento no se ha demostrado que se generé por la competencia
que se establece entre varios hombres por copular con una mujer; sin embargo y como se
demostr6 en este estudio la eyaculacion rapida exhibida por las ratas macho en la ASMP

puede estar causada por el estrés que les genera la competencia.
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En conclusion en este experimento, pudimos demostrar que debido a las condiciones
experimentales impuestas por la ASMP, las ratas macho eyaculan mas rapido en esta arena,
que cuando son probadas en una AT. Por otro lado, nuestro modelo puede ser mas
representativo de la EP adquirida en humanos la cual se caracteriza por que los hombres
eyaculan rédpidamente por alguna situacion (endogena o exogena) y que esta desaparece
cuando las condiciones cambian a diferencia del tipo de EP que se produce en cualquier

situacion de la vida sexual (Mcmahon y cols. 2011).

16.2. Experimento 2: Validez Teorica.

El segundo experimento de este estudio se realizd para determinar si la ASMP cumplia
con la Validez Teérica, demostrando que los receptores SHT 5 estdn implicados en la
eyaculacion rapida que muestra la rata macho cuando es evaluada en la ASMP. En caso de
ser cierto esto, entonces esta respuesta podria ser modificada mediante la administracion
del antagonista de los receptores SHT 4, el WAY-100635. En este experimento, los valores
obtenidos por los grupos que fueron tratados solamente con el vehiculo (AT-VEH y
ASMP-VEH), en los tres parametros (LI, LE y NI), permanecieron practicamente
constantes, durante los 15 dias de tratamiento. En cambio, tal y como esperabamos, los
machos que fueron tratados diariamente con este farmaco y evaluados en la ASMP (ASMP-
WAY), fueron corrigiendo paulatinamente la eyaculacion rapida mostrada, hasta obtener en
el dia 15, resultados similares a los que mostraron las ratas macho que fueron evaluadas en
la AT y tratadas so6lo con el vehiculo (AT-VEH). Al dia 15: la LI, LE, y el NI aumentaron
en el grupo tratado con WAY en la ASMP con respecto a los pardmetros observados en esta

arena cuando fueron tratados con el vehiculo (Fig. 10 A, B y C). De tal modo que al
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administrar WAY-10635 un antagonista selectivo del receptor SHT;5 (Forster y cols.
1995), a ratas macho sexualmente expertas que se comportaron como eyaculadores rapidos
y que fueron evaluadas en la ASMP, actia bloqueando al receptor y aumentando la
liberacion de serotonina al espacio sindptico, dando como resultado que la eyaculacion se

retarde y que los parametros (LI, NI y LE) aumenten significativamente.

En el caso de los grupos tratados con WAY-100635 y evaluados en ambas arenas
(grupos AT-WAY y ASMP-WAY), a pesar de que se observo un aumento similar en los
tres parametros a lo largo del tratamiento, encontramos un mayor efecto del WAY-100635
en la ASMP en la LE y el NI. Como se menciond anteriormente, se ha demostrado la
participacion del receptor SHT ;A en psicopatologias (Garcia Garcia, Newman Tancredi &
Leonardo, 2014; Olivier, 2014) de tal forma que por la condicion de estrés que presentan
las ratas en la ASMP, esta podria estar alterando la funcion del receptor SHT;,, como lo
propuso Waldinger en su teoria de la EP (Ahlenius y cols. 1981; Waldinger y cols. 1998;
Waldinger, 2002; Pattij, Waldinger & Olivier, 2005; de Jong y cols. 2005; Mcarty &
Dinsmore 2012). Una posible explicacion de nuestros resultados es que con la
administracion del WAY-100635, este farmaco bloquea gradualmente al receptor SHT 4 a
lo largo de los 15 dias del tratamiento y produciendo un aumento en la liberacion de
serotonina a nivel sinaptico, lo que se refleja en el incremento gradual de los parametros
NI, LI y LE, pero para poder corroborar esta hipotesis es necesario medir la concentracion
de serotonina liberada en experimentos posteriores en la ASMP. Hasta la fecha, los estudios
clinicos en los que se ha empleado un antagonista del receptor SHT; s en el tratamiento de
la EP son muy escasos. De hecho, so6lo hay un estudio en el que se co-administré de manera

diaria 7.5 mg de pindolol (un antagonista parcial de los receptores de B-adrenoceptor/5-
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HT;a) y 20 mg del ISRS paroxetina, en hombres con EP, obteniendo resultados
satisfactorios en el tratamiento de esta disfuncion sexual (aumentd 3.9 veces la latencia de
eyaculacion intravaginal, Safarinejad, 2008). Sin embargo, en ese estudio el tratamiento
solo resultd mejor que el placebo en los pacientes refractarios a la paroxetina, por lo que es
necesario realizar mas investigaciones clinicas con antagonistas de receptor SHT;5 para
documentar que este tratamiento de la EP podria tener resultados positivos. De tal modo,
que entre mas modelos animales existan actualmente donde se evalue el efecto de
antagonistas del receptor SHT 4 como el WAY-100635 y su efecto sobre la eyaculacion
rapida en la rata, proporcionaran mas datos para entender los mecanismos fisiologicos de

esta disfuncion sexual.

Por otro lado, es importante mencionar que en este segundo experimento, los
resultados que obtuvimos con WAY-100635 en donde se demuestra que hay una reduccion
sobre la LI, LE y NI en la ASMP, difieren de los publicados por de Jong y cols. (2005) en
donde utiliz6 las mismas dosis, el mismo esquema de tratamiento (15 dias) y el WAY-
100635 y ratas de cepa Wistar y no tuvo un efecto significativo en la frecuencia de
eyaculacion, mientras que observo un efecto variable sobre la LI, LE y frecuencia de
intromision de las ratas machos evaluadas en una AT. En contraste, en nuestro experimento
observamos en la ASMP un efecto significativo de este fdrmaco en todos los parametros
evaluados de la CSM (NI, LIy LE; Fig. 10 A, B y C). Existen varias explicaciones de las
diferencias entre los resultados, ya que el trabajo de Jong (2005), se realizé en Holanda y
este estudio en la Cd. de México (2010-2014), se utilizoé a la misma de cepa de ratas Wistar,
pero las condiciones de laboratorio y la genética de las ratas fueron diferentes. Ademas, las

condiciones impuestas por la ASMP sobre el comportamiento sexual de la rata macho, son
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diferentes de los de la AT, debido a que el factor de estrés solo estd presente en la ASMP.
Esta condicion es probable que este cambiando la expresion de los sistemas
neurotransmision implicados en la eyaculacion. La activacion selectiva del receptor SHT o
tiene efecto sobre el umbral eyaculatorio, en el primer reporte cientifico en el que se
administr6 un agonista del receptor SHT;a, el 8-OH-DPAT, mostr6 que se redujeron
significativamente la frecuencia de intromision, y la latencia de eyaculacion (Ahlenius y
cols. 1981) y que estos efectos pueden ser revertidos mediante la administracion de
antagonistas del reeptor SHT ;4 (Ahlenius & Larsson, 1998; Hillegaart & Ahlenius, 1998)
indicando que la activacion del receptor SHT ;5 esta implicado en la reduccion del umbral
eyaculatorio, como ya se menciond anteriormente, es posible que las condiciones de la
ASMP provoquen una alteracion en el receptor SHT; debido al estrés que les genera la
competencia por copular con la hembra, reduciendo el umbral eyaculatorio de estas ratas,
por lo que esto podria determinar que tengamos un mayor efecto del WAY-100635 en la
ASMP que en la AT, a diferencia de los resultados que obtuvo de Jong y cols. (2005).
Adicionalmente, experimentos farmacologicos recientes, sugieren que diferentes subtipos
del receptor SHT, 4 regulan diferentes aspectos en la conducta sexual masculina de la rata
macho ( Hsieh y cols. 2011; de Jong & Neumann, 2015), Sin embargo, es necesario hacer
mas investigaciones cientificas que involucren estudios en diferentes animales, cepas,
edades y distintos tratamientos (dosis y dias) para corroborar estas hipotesis. Por lo que
nuestro modelo podria ser 1util para comprobar la participacion del receptor SHT ;A en la
eyaculacion rapida de la rata y para desarrollar farmacos que puedan modular el

funcionamiento de este receptor.
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Por tultimo, una de las ventajas que tiene la ASMP, con respecto a otros modelos
animales, es que las ratas machos se comportan de forma espontdnea como eyaculadores
"rapidos", sin tener que administrar farmacos inductores de la eyaculacion como el 8-OH
DPAT. Otra ventaja es que el 100 % de los machos evaluados en la ASMP, tienen patrones
similares a los encontrados en los seres humanos que presentan EP, mientras que con otros
modelos animales, se ha demostrado que el porcentaje de sujetos evaluados en una AT que
presenta este fendmeno es del 10 % aproximadamente (Waldinger 2005; Olivier y cols.

2006; Pattij, Olivier & Waldinger, 2005).

16.3. Experimento 3: Validez Predictiva.

En el tercer experimento de este estudio analizamos si la ASMP cumple el criterio de
Validez Predictiva propuesto por Willner (1984). Este criterio postula que el modelo
animal propuesto, debe responder a los fairmacos que han demostrado clinicamente su
eficacia en el tratamiento del trastorno a estudiar. En este sentido, para que la ASMP
pudiera cumplir con el criterio de Validez Predictiva, como modelo experimental para la
evaluacion de la EP, las ratas macho tendrian que corregir la eyaculacion rapida que
presentan en esta arena, mediante la administraciéon de un ISRS, ya que son los farmacos
mas empleados en el tratamiento de la EP. En el caso particular de este estudio utilizamos a
la Dapoxetina, que es el ISRS que actualmente se prescribe para el tratamiento de la EP,
por ser el mas eficaz para corregir este trastorno sexual (Waldinger, Scheitzer & Olivier,
2006; Mcmahon y cols. 2011). De acuerdo con nuestros resultados, los dos grupos de
machos a los que se le administr6 Dapoxetina, en una dosis de 30 mg/kg aumentaron

significativamente y de manera semejante el NM y NI que requirieron para eyacular con
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respecto al grupo control, al igual que la LI y la LE a niveles semejantes a los que presentan
los machos en la primera serie eyaculatoria cuando son probados en una AT (Fernandez
Guasti y Rodriguez Manzo 2003; Ferreira Nufio y cols. 2005; 2010 y Olayo Lortia y cols.
2014). Por tanto, estos resultados demuestran que la Dapoxetina fue capaz de corregir la
eyaculacion rapida que presenta la rata macho en la ASMP, de manera semejante a como
este farmaco ejerce su accion en la EP del humano (Waldinger, Scheitzer & Olivier, 2006;
Mcmahon, 2010, 2012; Feige, Pinsky & Hellstrom, 2011), es decir, que actian bloqueando
al transportador de serotonina de tal manera que aumenta la cantidad de serotonina
disponible en el espacio sinaptico (Waldiger y cols 1998). Lo que nos permitié6 comprobar
que la ASMP cumple con el criterio de Validez Predictiva propuesta por Willner (Willner,

1984, van der Staay y cols. 2009a).

Sin embargo, aunque en general nuestros resultados concuerdan con uno de los escasos
reportes que existen del efecto de la Dapoxetina sobre la conducta sexual masculina de
ratas macho adultas, realizado por Clément y cols. 2012, existen algunas diferencias
relevantes de ser comentadas. Por ejemplo, en el estudio de Clément y cols. 2012,
administraron oralmente una dosis de Dapoxetina de 300 mg/kg (disuelta en una solucién
acuosa de metilcelulosa al 0.6%), tres horas antes de la prueba sexual, a ratas macho que
fueron clasificadas previamente como lentas, medias o rapidas, en relacion con su rapidez
de eyaculacion, antes de ser probadas en una arena rectangular tipica, durante 30 minutos.
En este estudio, la Dapoxetina logrd incrementar significativamente el promedio de la
latencia de eyaculacion de la primera serie eyaculatoria y disminuir significativamente la
frecuencia eyaculatoria, solamente en las ratas rapidas. En cambio en nuestro estudio y

basandonos en los estudios clinicos de Mcmahon y cols. (2012), empleamos una dosis 10
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veces menor de Dapoxetina (30 mg/kg), la cual fue administrada por via oral una hora antes
del experimento, logrando incrementar significativamente varios parametros de la conducta
sexual (latencia de intromision, latencia de eyaculacion y numero de montas e
intromisiones que preceden a la primera eyaculacion). Dado que en nuestros experimentos
solamente analizamos la primera serie eyaculatoria, no pudimos observar una reduccion en
la frecuencia eyaculatoria, como fue el caso de Clément y cols. 2012. Sin embargo, la dosis
de Dapoxetina que administramos, la cual es la misma que se emplea en el tratamiento de la
EP en humanos, tuvo efectos sobre los diferentes parametros de la CSM, al aumentar la LI
y LE, sin embargo hay que mencionar que fue mucho menor a la empleada por Clément y
cols. en el 2012. Es posible que las diferencias encontradas en ambos estudios, se deban a
las diferentes dosis empleadas, a diferentes factores exdgenos, como son el esquema en que
se administr6 la Dapoxetina (3 h vs. 1 h), las diferentes arenas en que las que se evalud la
conducta sexual (rectangular tipica vs. ASMP) y a que nosotros empleamos machos
sexualmente expertos, que eyacularon por lo menos 2 veces en 15 min, mientras que
Clément y cols. utilizaron tres tipos diferentes de ratas (lentos, normales y rapidos) y solo
encontraron un efecto significativo con la Dapoxetina sobre el aumento en la LE, LI y

frecuencia de intromision de las ratas eyaculadores rapidos.

Mediante la administracion aguda y cronica de ISRS se ha analizado la participacion
del receptor SHT,¢ en la eyaculacion de la rata y del humano (Giuliano 2007; Giuliano y
cols. 2007) asi como las implicaciones que tiene la reduccion en la neurotransmision de la
serotonina y/o el mal funcionamiento de sus receptores, en la patofisiologia de la EP
(Waldinger, 2002). En este aspecto, se ha propuesto que los ISRS son capaces de retrasar la

eyaculacion, inhibiendo al transportador de serotonina y a su vez elevando la cantidad de
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serotonina disponible (Giuliano, 2007). No obstante, el mecanismo de accion por el cual
actian estos farmacos todavia no estd claro debido a la variabilidad de los resultados
obtenidos con diferentes ISRS (Olivier y cols. 2011; Morales, 2012; Mcmahon, 2010,
2012; Olivier, 2014). Esta variabilidad podria deberse a que en estos estudios se han
utilizado diferentes cepas de ratas, con diferencias en su desempefio y experiencia sexual
previa (Mos y cols. 1999; de Jong y cols. 2006; Clément y cols. 2012). Actualmente, la
Dapoxetina es uno de los ISRS mas empleado en el tratamiento de la EP, debido a que tiene
una vida media muy corta, alcanza su pico maximo en el plasma sanguineo en poco tiempo
(aproximadamente 60 minutos), logrando retrasar la latencia de eyaculacion intravaginal,
por lo que no requiere de una administracion cronica para tener efecto sobre la eyaculacion
en el caso de los humanos (Waldinger, Scheitzer & Olivier, 2006; Mcmahon, 2010, 2012;
Guiliano y Clément, 2012; Pryor y cols. 2006, Buvat y cols. 2009; Porst y cols. 2010;

McMahon y cols. 2011).

17. CONCLUSION

Hasta ahora hemos podido demostrar en estudios anteriores (Ferreira Nufio y cols.
2010; Olayo Lortia y cols. 2014), a) que la ASMP cumple con los criterios de validacion
de Willner para modelos animales ya que reproduce los sintomas de la EP tal cual se
presenta en el humano (Validez de Apariencia), b) que la ASMP satisface la Validez
Teorica parcialmente, en la medida que pudimos demostrar que la eyaculacion rapida que
presentan los machos en la ASMP, parece estar causada por una hipersensibilidad de los

receptores SHTa, lo que concuerda con la actual teoria de la EP propuesta por Waldinger
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en 1998, sin embargo hasta el momento no se ha identificado la participacién de este
receptor en humanos debido a que los farmacos que son utilizados para determinarlo
todavia no son totalmente aprobados por el FDA para el tratamiento clinico de esta
disfuncion en el humano. Por ultimo, en el presente estudio pudimos demostrar que la
ASMP también satisface el criterio de Validez Predictiva, ya que las ratas macho en la
ASMP respondieron al tratamiento farmacoldgico del ISRS (Dapoxetina), que actualmente
se utiliza en la clinica en el tratamiento de la EP. Por tal motivo, consideramos que la
ASMP es un modelo experimental mas completo para evaluar la eyaculacion rapida en la
rata, situacion que es similar a lo que estaria ocurriendo en la EP en el humano, ya que
ademds de satisfacer estos tres criterios, no requieren de farmacos que estimulen la
eyaculacion y de anestesiar a las ratas experimentales, ni de manipulaciones quirrgicas
como lo necesitan otros modelos (Guiliano y cols. 2007; Clément y cols. 2007; Borgdorff,

y cols. 2009; Kang y cols. 2013).

Por lo tanto este estudio resulta muy importante e innovador, debido a que aporta una
nueva propuesta de modelo experimental que puede ser utilizado para estudiar la
eyaculacion rapida en la rata. Ademas de que este nuevo modelo animal puede contribuir al
estudio de farmacos que retarden la eyaculacion de tal manera que pueda comprenderse
mejor los mecanismos de accién que estan involucrados en la eyaculacion precoz del
humano y asi generar opciones terapéuticas mas eficaces y que mejoren la calidad de vida

de las personas que padecen de este trastorno sexual.
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18. PROPUESTAS A FUTURO

Evaluar farmacos como los ISRS y agonistas de los receptores dopaminérgicos de los
cuales todavia no estd comprendido del todo su mecanismo de accion, que puedan utilizarse
en el tratamiento de la EP; utilizando la ASMP. Actualmente el costo y administracion de la
Dapoxetina es muy caro; por lo tanto se debe de pensar en innovar un firmaco que pueda
administrarse a demanda y con una menor dosis. Ademas la arena de seleccion multiple de
pareja pueda ser utilizado para probar otros fairmacos que puedan tener efecto sobre la
eyaculacion de tal manera que puedan ser utilizados como opciones terapéuticas mas
efectivas, con menores efectos secundarios, menos costosos y que mejoren la calidad de

vida y salud sexual de los individuos.
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ABSTRACT

Introduction. The multiple partner choice arena (MPCA) is an experimental setup in which male rats display a
significant shortening of ejaculation latency, which is the main characteristic of premature ejaculation (PE) in men.
Thus, the MPCA is a potential animal model for PE.

Aim. In this study, we further analyze whether the features of the MPCA satisfy the validity criteria for it to be
considered an animal model as well as the possible participation of the serotoninergic system in the faster ejaculation
exhibited by male rats in the MPCA.

Methods. In Experiment 1, male rats were tested in a standard arena to assess their sexual behavior, then were
assessed 1 week later in the MPCA. Another group was first tested in the MPCA, then in a standard arena. In
Experiment 2, male rats divided into two groups were treated daily with WAY-100635 (5-HT 14 antagonist) or vehicle
for 15 days. In each group, half of the subjects were tested in a standard arena and half were tested in the MPCA on
days 1, 8, and 15 of treatment.

Main Outcome Measures. Number of intromissions and intromission and ejaculation latencies were the main
outcome measures.

Results. In Experiment 1, males tested in the MPCA ejaculated significantly faster, regardless of the order in which
they were evaluated in both arenas. In Experiment 2, the administration of WAY-100635 increased intromission and
ejaculation latencies, and the number of intromissions in the MPCA.

Conclusions. The results obtained in the MPCA support its use as an animal model for PE evaluation. Olayo-Lortia
J, Ferreira-Nuiio A, Velizquez-Moctezuma J, and Morales-Otal A. Further definition on the multiple
partner choice arena: A potential animal model for the study of premature ejaculation. J Sex Med
2014;11:2428-2438.

Key Words. Animal Models; Premature Ejaculation; Validation Criteria; Sexual Behavior; Serotonin Receptors

Introduction

P remature ejaculation (PE) in male humans
is a sexual dysfunction characterized by an
ejaculation that always or nearly always occurs
prior to or within about 1 minute of vaginal pen-
etration, the inability to delay ejaculation in all or
nearly all vaginal penetrations, and the negative
personal consequences including distress, frustra-
tion, and/or the avoidance of sexual intimacy [1,2].

J Sex Med 2014;11:2428-2438

Additionally, PE is a prevalent, yet often underdi-
agnosed, sexual disorder that affects men of all
ages [3] with a global prevalence of 30% [4,5].
Because of the impact this disorder has on sexual
health in males, PE has been studied clinically and
in animal studies (the rat, for example) for over 20
years [1].

Neurochemically, the ejaculatory reflex involves
a complex interplay between central seroto-
nergic and dopaminergic neurons, with secondary
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involvement of cholinergic, adrenergic, oxyto-
cinergic, and gamma aminobutyric acid
(GABAergic) neurons [2,6]. Although different
neurotransmitters are involved in the neurobiol-
ogy of ejaculation, dopamine and serotonin have
emerged as essential neurochemical factors. For
example, dopamine promotes seminal emission/
ejaculation via D, receptors, whereas serotonin
inhibits ejaculation via 5-HT,¢ receptors. More-
over, serotonergic neurons are widely distributed
in the brain and spinal cord and are predominantly
found in the brainstem, raphe nuclei, and the
reticular formation [2]. Although multiple sero-
tonin (5-hydroxytryptamine [5-HT]) receptors
have been characterized [7], stimulation of the
5-HT;¢ receptor with 5-HT,¢ agonists results in a
delay of ejaculation in male rats, whereas stimula-
tion of postsynaptic 5-H'T 4 receptors results in a
shortened ejaculation latency (EL) [8], leading to
Waldinger’s hypothesis that men with PE may
have hyposensitivity of 5-HT,¢ receptors and/or
hypersensitivity of 5-HT 4 receptors [1,9-11].

On the other hand, animal models play an
essential role in scientific research on behavior and
physiological mechanisms, as well as in pathologi-
cal research involving normal or abnormal behav-
ioral control [12]. Most of the current knowledge
of the anatomy and neurobiology of sexual behav-
ior is based on studies that used animal models,
among which the rat stands out [13,14].

Sexually experienced rats have been used as an
animal model to understand the neurobiological
mechanisms of sexual behavior, as well as different
sexual disorders, including PE [13]. It has been
suggested that to be validated, an animal model
must satisfy certain previously established criteria
[13,14]. In 1984, Willner proposed the following
criteria that must be satisfied by animal models
used to study neurobehavioral disorders: face
validity, construct validity, and predictive validity
[15]. Face validity refers to the extent to which
the proposed animal model is capable of replicat-
ing the disorder being studied as it is exhibited in
humans. The replication of symptoms corre-
sponding to the disorder can be the starting
point to develop an animal model and identify its
potential to facilitate the study of certain
neurobehavioral disorders such as PE [15,16].
Construct validity refers to the extent to which the
animal model is consistent with a proposed theory
on the disorder or physiological phenomenon
being studied [15]. This validation criterion is
often considered to be one of the most important
to develop an animal model because it shows that
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the proposed model has a solid theoretical foun-
dation [16]. Lastly, predictive validity refers to the
extent to which the animal model is capable of
responding to drugs designed to regulate the dis-
order or physiological phenomenon being studied
[15].

On the other hand, research carried out on the
etiology of PE and the development of therapeutic
agents targeting this disorder have made it difficult
to develop a standard animal model to study it.
The animal model currently used to study PE con-
sists of a standard arena (SA), which can be a
rounded acrylic enclosure (50 x 40 cm) inside of
which the sexual behavior of sexually experienced
male rats is recorded for 30 minutes. Once the
basal levels of sexual activity are recorded, drugs
thought to delay ejaculation are administered to
the male rats. If ejaculation is delayed, the dosage
and duration of treatment necessary to do so is
determined [13,14]. This animal model has been
shown to satisfy the criteria of predictive validity
proposed by Willner [15] as ejaculation in male
rats has been delayed with drugs designed to regu-
late PE. Nevertheless, this model does not achieve
face validity because even though the drugs delay
ejaculation, male rats do not initially exhibit signs
of PE. Lastly, it must be taken into account that
animal models that are more suitable to studying
PE will lead to the development of more effective
therapeutic treatments [13,14].

Regarding the latter, Ahlenius et al. [8] showed
that stimulation of the 5-HT,¢ receptor delays
ejaculation in male rats, while stimulation of
the 5-HT'j4 receptor significantly reduces EL. In
2005, de Jong etal. [17] showed that coad-
ministration of WAY-100635, a selective 5-H'T' 5
receptor antagonist, and citalopram, a selective
serotonin reuptake inhibitor (SSRI), completely
inhibited ejaculation. The authors reported a com-
plete ejaculatory inhibition after chronic adminis-
tration. Other studies have also shown that
different chronically administered SSRIs delay
ejaculation in sexually experienced rats [17-21].
Dapoxetine and sertraline are the SSRIs with the
greatest efficacy for increasing ejaculatory latency
in male rats and humans [19-21].

Given this background, our research team
recently developed a multiple partner choice arena
(MPCA) to study the sexual behavior of rats [22].
This arena consists of four acrylic cylinders
arranged in a circle, forming a central compart-
ment from which a receptive female rat is able to
choose one of four males (one in each cylinder)
with which to copulate. In these conditions, we
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observed that males achieve ejaculation faster
(fewer intromissions and reduced EL) when com-
peting with each other for a female than when they
are tested in an SA. For example, in other studies,
it has been demonstrated that in the SA, male rats
usually need 8-11 intromissions to reach the first
ejaculation, with a mean ejaculatory latency of 420
seconds [23-25]. Later, in the second ejaculatory
series, a notable reduction in these sexual param-
eters is observed (approximately 6 intromissions
and 300 seconds of ejaculatory latency). However,
in the subsequent ejaculatory series, these param-
eters begin to increase progressively until the male
reaches its sexual satiety. Compared with rats in
the SA, we can demonstrate that the male rat
tested in the MPCA reaches his first ejaculation
earlier (a mean of 100 seconds of ejaculatory
latency and 4.7 intromissions), showing similar
signs to those presented in the PE in men [26],
although this criterion has not yet been established
in male rats. These results suggest that if the
MPCA satisfies the three criteria proposed by
Willner, this arena may be more suitable for study-
ing PE than the current animal model. Therefore,
the aim of this study was to investigate whether
MPCA is a potential animal model for the evalu-
ation of PE.

Methods

Housing and Use of Animals

Adult male and female (200 +50 g bodyweight)
Wistar rats were obtained from our breed-
ing colony at the Universidad Auténoma
Metropolitana-Iztapalapa (IMexico D.F. Mexico)
and were placed in plexiglass cages (40 cm X
30cm x40 cm, 5 rats per cage) in a climate-
controlled room maintained at 24°C (75.2°F) with
a 12:12 light—dark cycle (lights on at 20:00) and
given Purina Chow (Harlan Laboratories, Inc.,
Indianapolis, IN, USA) and water ad libitum.
All experiments and procedures performed in
this study were approved by the Universidad
Auténoma Metropolitana ethics committee, in
compliance with the Guide for the Use and Care
of Laboratory Animals and with the Official
Mexican Standard for the Use and Care of Animals
(NOM-062-Z00-1999).

Selection and Preparation of Animals

Twenty female rats (stimulus females) were anes-
thetized with a 0.3 mL ketamine/xylazine mix-
ture (70 mg/mL and 6 mg/mL, respectively)
before undergoing bilateral ovariectomies. After
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a 2-week recovery period, 10 ug/rat estradiol
benzoate (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) and
0.5 mg progesterone/rat (Sigma Aldrich) were
injected subcutaneously (SC) at 48 hours and 4
hours, respectively, before the test to induce sexual
receptivity. Females exhibiting a lordosis quotient
(LQ = number of lordosis postures/10 attempted
mounts from a male X 100) of at least 90% were
selected for the tests.

Similarly, in order to standardize the sexual per-
formance of males used in the present study, they
were paired every other day, three consecutive
times, with female rats from the stimulus group
receiving the aforementioned hormone treatment,
resulting in 20 sexually experienced males that
had ejaculated on at least two occasions during
15-minute tests.

Habituation of Animals to the MPCA

To habituate the stimulus females and the males to
the MPCA, the following procedures were fol-
lowed: four transparent acrylic cylinders measuring
50cm in height by 40 cm in diameter were
arranged in a circle, creating a small central com-
partment where a female was placed at the onset of
the test. At the bottom of each cylinder, there was
an opening (4 x5 cm) through which only the
female could pass, because of her smaller body size.
These openings faced the central compartment,
giving the female access to the cylinders and there-
fore allowing her to choose a male with which to
copulate.

In the first two habituation tests, which were
carried out every other day, each of the 20 stimulus
females was individually placed in the central
compartment of the MPCA, having received no
hormone treatment and allowed to explore the
four empty cylinders for 15 minutes. In the subse-
quent two habituation tests, the 20 females were
given the previously described hormone treatment
to induce receptivity, then individually placed
inside the central compartment without access to
the cylinders for 5 minutes. Before placing the
female inside the central compartment, one sexu-
ally experienced male rat was placed inside each
of the four surrounding cylinders. Following the
5-minute habituation period, the stimulus female
was removed from the central compartment, the
cylinders were rotated to leave the openings facing
the central compartment, and the stimulus female
was returned to the central compartment, allowing
her to choose a male to interact with. The objec-
tive of this habituation test was to allow the males,
as well as the female, to become familiar with the
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arena and to associate it with sexual activity and
competition.

Experiment |: Comparison of Male Sexual Behavior
in an SA and in the MPCA

In the case of PE, an animal model that permits
male rats to ejaculate faster, thus exhibiting similar
patterns to PE, would satisfy the face validity. As
noted above, our research team designed an inno-
vative model, the MPCA [23], to study the sexual
behavior of rats. We questioned whether the
reduced ejaculatory latency of the males in the
MPCA may have been a result of the sexual expe-
rience they acquired beforehand in the SA. The
present study sought to determine whether male
rats ejaculate faster in the MPCA, independently
of the order in which the arenas are tested or
whether prior experience in the arenas may have
an influence on the results obtained in the MPCA.

Methodology of Experiment |
Sexual Behavior Tests in the SA
Two groups of 10 sexually experienced male
(470 £ 70 g body weight) Wistar rats were used in
this experiment. The first group (Group I) of
males was evaluated for the first week in the SA.
The test lasted until either every male had ejacu-
lated. Each male (previously selected and marked)
was placed inside the SA with woodchip bedding
for a 5-minute habituation period. Upon comple-
tion of the habituation period, a stimulus female
that had exhibited an LQ of 90% was placed in the
arena and the following parameters were recorded:
mount latency (ML: time from introduction of the
female to first mount), intromission latency (IL:
time from introduction of the female to first intro-
mission), number of mounts (NM), number of
intromissions (NI) preceding each ejaculation, EL
(time from first intromission to ejaculation), and
copulatory efficiency or hit rate (HR: number of
intromissions/(number of mounts + number of
intromissions)).

These males were given 1 week of inactivity
following the test, after which they were evaluated
in the MPCA as described below.

Sexual Behavior Tests in the MPCA

Once the males and females were habituated to the
MPCA, we recorded their sexual behavior in the
arena. 1o do so, hormone-treated females with
LQs of at least 90% were selected. Males were
identified with a mark on the tail and were evalu-
ated in groups of four. Males were required to have
had at least 1 week of sexual inactivity immediately
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prior to this test. One sexually experienced male
was placed in each cylinder and a female was
placed in the central compartment (with no access
to the interior of the cylinders) for a 5-minute
habituation period. Upon completion of this
period, the female was removed from the central
compartment and the cylinders were rotated to
make their openings face the central compart-
ment. The female was again placed inside the
central compartment, and the following param-
eters were recorded: the time when the female
entered and exited each cylinder and the NM, NI,
and HR of each male, ML, IL, and EL were
recorded taking into account only the time during
which the female remained inside the cylinder of
each male. Following the first ejaculation of each
male, we rotated the opening away from the
central compartment once the female exited the
cylinder to prevent the female from repeatedly
copulating with the same male. The test continued
until the four males achieved their first ejaculation.

One week later, the test in the SA was carried
out. Both tests, in the SA and in the MPCA, were
performed during the dark period.

The second group of males (Group II) was evalu-
ated for the first week in the MPCA as described
above, with tests lasting until each male achieved its
first ejaculation. They were then given 1 week of
inactivity, after which they were evaluated in the SA
following the methodology described above.

Statistical Analysis

The mean value + standard deviation (SD) of each
parameter of sexual behavior obtained for the males
in each arena (SA vs. MPCA) was compared using
the nonparametric Wilcoxon signed-rank test with
GB-STAT statistical analysis software (version
10.0; Dynamic Microsystems, Inc., Silver Spring,
MD, USA), at a level of significance of less than
0.05.

Experiment 2: Evaluation of the Effect of a Serotonin
5-HTIA Receptor Antagonist on the Sexual Behavior
of Adult Male Rats in the SA and in the MPCA

Waldinger’s theory proposes that one of the pos-
sible causes of PE is a hypersensitivity of 5-HT',
receptors. So far, there is no clinical evidence to
show that the 5-HT 4 receptor is involved in PE.
Although it has been demonstrated that activation
of 5-HTa receptor stimulates ejaculation in rats
[8], the effect of the antagonists of this receptor
has been unclear in male rats tested in the SA
[17]. Therefore, in this study, we are interested in
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analyzing whether this receptor is involved in
rapid ejaculation in male rats in the MPCA. To this
end, using a study by de Jong et al. [17] as a refer-
ence, we analyzed the effects of chronic adminis-
tration of WAY-100635 over 15 days on the sexual
behavior of male rats in both the MPCA and the
SA in an effort to determine whether this treat-
ment delays the faster ejaculation exhibited by
males in the MPCA.

Methodology of Experiment 2

Twenty-eight adult male (450 £ 50 g body weight)
and female Wistar rats were used in this experi-
ment. These rats were housed and managed under
the conditions described above in the general
methods section. Prior to the study, the 28 males
were randomly divided into two groups of 14. One
of these groups was evaluated in the SA and the
other in the MPCA until the first ejaculatory series
was achieved. This was performed to obtain a basal
record of sexual behavior for each arena. After 1
week, the first group (vehicle [VEH], n=14)
received 0.03 mL saline solution SC for 15 con-
secutive days, while the second group (WAY, n=
14) received 0.1 mg/kg of the 5-HT 4 antagonist
N-[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-
N-(2-pyridinyl) cyclohexane carboxamide 3HCI
(WAY-100635; Sigma Aldrich) dissolved in
0.03 mL saline solution and administered SC for 15
consecutive days, in accordance with the treatment
described by de Jong et al. [17]. Seven males from
each group were chosen at random and evaluated
on days 1, 8, and 15 of treatment in the SA until the
first ejaculation. The other seven males of each
group were evaluated in the MPCA, using the same
criteria. Thus, the males were divided into the
following groups: SA-VEH, SA-WAY, MPCA-
VEH, and MPCA-WAY. The treatment was
administered 1 hour before the experiment began.
The following parameters of sexual behavior were
recorded for each arena: ML, IL, EL, NM, NI, and
HR. We followed the same guidelines expressed in
the first experiment regarding the time of day the
tests were performed and the method to calculate
latency times.

Statistical Analysis

The means of each sexual parameter obtained in
the SA and MPCA were compared among the two
treatment groups (VEH, WAY) over the 15 days
of treatment using two-factor analyses of variance
(anovas). Newman—-Keuls tests were used to
probe for significant differences among individual
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means. Data analyses were performed with SPSS
statistical analysis software (version 21.0; SPSS,
Inc., Chicago, IL, USA), at a level of significance
of less than 0.05.

Results

Experiment |

The results of the Wilcoxon signed-rank test
(Figure 1) show that when tested in the MPCA
(independently of the order in which they were
tested in the two arenas), males of both groups
exhibited a significant reduction in the mean + SD
of the following parameters: IL (Group I,
SA=57.1+6.15 seconds vs. MPCA=4.7£0.82
seconds; Group II, MPCA = 3.3 £ 0.48 seconds vs.
SA =34.6+5.6 seconds, P<0.01 in both groups,
Figure 1A,B) and NI (Group I, SA=11+£1.3 vs.
MPCA=6%1.2; Group II, MPCA=7.1+1.19
vs. SA=10+£194, P<0.05 in both groups,
Figure 1C,D). It is worth noting that the male rats
exhibited a greater reduction in EL (P<0.01,
Figure 1E,F) when tested first in the SA and later
in the MPCA (685.34 £ 86.69 seconds vs. 326.7
37.13 seconds, respectively) than when tested
first in the MPCA and later in the SA (P<
0.05, 114 + 18.15 seconds vs. 466 = 70.55 seconds,
respectively). No significant differences were
obtained in the rest of the sexual parameters (ML,
NM, and HR).

Experiment 2

Figure 2 shows the mean = SD values of IL, EL,
and NI for groups VEH and WAY-100635 under
the two experimental conditions evaluated (MPCA
and SA) over the course of the 15 days during
which the treatment was administered. The results
show that WAY progressively increased the IL,
EL, and NI in both arenas during the days of
treatment. Regarding IL, a two-way ANova analysis
(arena treatment) revealed a significant interaction
between arena and treatment on days 1 (Fj;, 27
= 1242), 8 (F[L 271 = 1196), and 15 (F[l’ 271 =
11.19), with a significance of P < 0.003 in the three
cases (Figure 2A). WAY-100635 treatment pro-
duced a higher increment in IL in male rats tested
in the SA than those evaluated in the MPCA. To
determine differences on the day of treatment, a
Newman-Keuls post hoc test was applied. Pair-
wise multiple comparisons in IL revealed that on
the first day of treatment, a significant reduction
(P<0.05) was observed in group MPCA-VEH
(mean £ SD = 3.5 £ 1.13 seconds) when compared
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with group SA-VEH (11.85 £ 1.46 seconds).
Later, on day 8, an even more significant (P <
0.01) reduction was observed in group MPCA-
VEH (3 £1.52 seconds) when compared with
group SA-VEH (10.14 £ 1.34 seconds). Finally,
on day 15, we again observed a significant reduc-
tion (P<0.05) in group MPCA-VEH (3.5
1.27 seconds) when compared with group
SA-VEH (12.5 £1.90 seconds). Additionally, it
was possible to observe a gradual increase in IL
over the course of the treatment in the group that
received WAY-100635 and was evaluated in the
MPCA. On day 8, this gradual increase proved to
be significant (P < 0.05) when compared with the
vehicle control group evaluated in the same arena
(MPCA-WAY, 10.7 £2.2 seconds vs. MPCA-
VEH, 3 +1.52 seconds). Finally, on day 15, this
increase was observed to be even greater (MPCA-
WAY, 13.74+2.75seconds vs. MPCA-VEH,
3.5+ 1.27 seconds, P<0.01). It was possible to
observe the same effect of the treatment in group

SA-WAY. On day 8, this gradual increase
proved to be significant (P < 0.05) when comp-
ared with the vehicle group tested in the SA (SA-
WAY, 24.7 +3.9 seconds vs. SA-VEH, 10.14 +
1.3 seconds). On day 15, this increase was greater
(P<0.01) between the same groups (SA-WAY,
30.7+5.2seconds vs. SA-VEH, 12.5+1.9
seconds).

Regarding EL, a significant interaction between
arena and treatment was also observed on days
8 [Fu, 27=15.28, P<0.03] and 15 [Fy, 27 =25.65,
P <0.0001]. In this case, the males treated with
WAY-100635 and tested in the MPCA showed a
higher increase in the EL than males receiv-
ing WAY-100635 but evaluated in the SA. The
Newman-Keuls post hoc tests revealed that in
comparison with the SA-VEH group, males of the
MPCA-VEH group exhibited a significant reduc-
tion (P<0.01) in EL on days 1 (MPCA-VEH,
84.2 £ 8.8 seconds vs. SA-VEH, 205.8%+13.3
seconds), 8 (MPCA-VEH, 85.1 £ 10.2 seconds vs.
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SA-VEH, 209.4 £ 14.6 seconds), and 15 (MPCA-
VEH, 100.5 £ 12.2 seconds vs. SA-VEH, 195.2 +
16.5 seconds) of treatment (Figure 2B). Addition-
ally, over the course of treatment with WAY-
100635, the males evaluated in the MPCA
exhibited a gradual increase in EL when compared
with the vehicle group tested in the same arena.
This increase was significant (P < 0.05) on days 8
(MPCA-WAY, 146.8 £21.6 seconds vs. MPCA-
VEH, 85.1 £ 10.2 seconds) and 15 (MPCA-WAY,
175.8 £ 14.5 seconds vs. MPCA-VEH, 100.5 £
12.2 seconds) of treatment. Similarly, an increase
in this parameter was observed over the course of
treatment in the group of males that received
WAY-100635 and were evaluated in the SA. Nev-
ertheless, when compared with EL in the vehicle
group evaluated in the same arena, this increase
reached statistical significance (P < 0.05) only on
day 15 of treatment (SA-WAY, 325.2 + 8.9 seconds
vs. SA-VEH, 195.2 + 6.2 seconds).
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Lastly, in regard to the NI, no interaction was
observed between the arena and treatment after
the two-way anova. However, analysis of the NI
yielded results similar to those seen for IL and EL
because the males in the vehicle group evaluated in
the MPCA exhibited an NI lower than that seen in
the SA over the course of treatment. With the
Newman-Keuls post hoc test, this decrease proved
to be significant (P < 0.05; Figure 2C) when com-
pared with the males in the vehicle group on days
1 (MPCA-VEH, 6.3 £1.11 vs. SA-VEH, 10.3 +
2.69), 8 (MPCA-VEH, 6.4+0.97 vs. SA-VEH,
10.9 +2.19), and 15 of treatment (MPCA-VEH,
6.3+1.11 vs. SA-VEH, 10.6+1.39). Again, a
gradual increase over the course of treatment was
observed in the group treated with WAY-100635
and evaluated in the MPCA compared with the
vehicle group tested in the same arena. This
increase was statistically significant (Figure 2C) on

days 8 (MPCA-WAY, 11.3+1.70 vs. MPCA-
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VEH, 6.4+0.97, P<0.05,) and 15 of treatment
(MPCA-WAY, 12.4+2.5 vs. MPCA-VEH, 6.3 £
1.11, P<0.01). The group of males treated with
WAY-100635 and evaluated in the SA also exhib-
ited a gradual increase in the NI because of the
effects of the drug. However, only on the final day
of treatment did this increase achieve significance
(P <0.05) when compared with the NI exhibited
by the vehicle group in the same arena (SA-WAY,
14.6 £ 0.81 vs. SA-VEH, 10.6 £ 0.52). No signifi-
cant differences were observed in the rest of the
sexual parameters (ML, NM, and HR).

In summary, administration of WAY-100635 to
males evaluated in the MPCA resulted in a pro-
gressive increase in the three aforementioned
parameters (IL, NI, and EL). By the final day of
treatment, these parameters were at levels similar
to those exhibited by the males evaluated in the
SA.

Discussion

Experiment |

In this study, we present evidence that the MPCA
satisfies some of the criteria of validity given by
Willner in 1984 and is therefore a potential animal
model for the evaluation of PE [15]. In the first
experiment, when tested in the MPCA, male rats
exhibited signs similar to PE (i.e., a significant
reduction in EL and NI) as well as a reduction of
IL (which is not considered a sign of PE) regard-
less of the order in which they were tested in the
two arenas. This finding is consistent with the
results we obtained in a previous study [23]. Fur-
thermore, the first experiment in this study cor-
roborated this result, demonstrating that the
MPCA achieved face validity because male rats in
the arena exhibit behaviors similar to those
observed in human cases of PE. This shows that
the conditions imposed by the MPCA cause males
to ejaculate sooner than in the SA and for this
reason, our model may be more representative of
acquired PE than lifelong PE. Moreover, it was
possible to confirm that previous experience
acquired by the males in the arena generally did
not have an important influence on the time
required to achieve ejaculation. With the excep-
tion of EL (Figure 1E,F), males tested first in the
MPCA and later in the SA exhibited a significant
reduction in measured parameters (from P < 0.01
to P < 0.05) compared with those tested first in the
SA and later in the MPCA. The fact that the
reduction in EL remains irrespective of the order
of the two tests indicates that it is not an artifact
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due to experience but a true EL reduction due to
the MPCA. However, to have a greater effect on
EL, it might be better to subject rats to the SA first
and then to the MPCA. It is possible that mating
competition between males in the MPCA induced
some form of stress or anxiety capable of lowering
their ejaculatory threshold. Indeed, Waldinger
et al. have suggested that anxiety may be one of the
etiological factors of PE [27]. However, further
studies are required to ascertain whether it is
anxiety resulting from competition with other
males that causes the rats to ejaculate sooner in the
MPCA. Nevertheless, although we were able to
demonstrate in a previous study that male rats
ejaculate sooner when they compete for a stimulus
female in the MPCA [26], there are few studies in
which two or more males have been simultane-
ously paired with a receptive female to analyze the
effect this has on the speed of ejaculation. There is
some evidence suggesting that certain stress-
inducing tactile stimuli, such as electric shocks to
the paw or tail pinches, are capable of stimulating
ejaculation in male rats [13,26,28-30]. However,
some researchers have suggested that this facili-
tatory effect is mediated by the activation of the
dopaminergic system instead the serotonergic
system [30].

On another note, it is worth emphasizing that
although our data suggest that the MPCA achieves
face validity as a potential model for studying PE
and that this disorder in humans can be caused by
stress or anxiety, the MPCA does not satisfy the
criteria of reliability/replicability proposed by van
der Staay etal. [16,31] because, unlike the faster
ejaculation exhibited by male rats in the MPCA,
PE in humans does not occur as a result of com-
petition for a mate.

Experiment 2

The second experiment in this study was per-
formed to determine whether 5-HT;4 receptors
are involved in the faster ejaculation exhibited by
male rats in the MPCA. If this were the case, this
response would be corrected through administra-
tion of WAY-100635. This is indeed what occurred
over the course of treatment, up to day 15; values
for IL, EL, and NI were similar to those exhibited
by rats in the SA.

Additionally, it is possible to observe in the EL.
and NI results, that the differences between the
SA-VEH and MPCA-VEH were constant
throughout the 15-day testing period because in
both groups, the subjects were sexually experienced
males that had shown a similar sexual performance.
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In the case of the WAY-treated groups, although a
similar increase was observed on the SA-WAY and
MPCA-WAY groups, a higher effect of WAY-
100635 was obtained in the MPCA. It is likely that
the WAY-100635 treatment produces a higher
increase in the serotonin released at the synaptic
level, when males are tested in the MPCA, but it is
necessary to measure the amount of serotonin
released to confirm this hypothesis.

Therefore, our data suggest that quicker ejacu-
lation exhibited by the male rats in the MPCA is
possibly related to 5-HT receptor hypersensitiv-
ity, as proposed by Waldinger in his theory on PE
[8-10,14,17,32]. Unfortunately, to this date, the
clinical studies in which the 5-HT;s antagonist
has been used in the treatment of PE are very
scarce. There is only one study in which daily
coadministration of 7.5 mg of pindolol (a partial
beta-adrenoceptor/5-HT s receptor antagonist)
and 20 mg of the SSRI paroxetine, in men with
PE, showed satisfactory results in the treatment of
this sexual dysfunction (a 3.9-fold increase in
intravaginal EL time) [33]. However, in that study,
the treatment was only better than placebo in
improving PE in patients refractory to paroxetine
and, for this reason, further investigation is neces-
sary to document in clinical practice that 5-HT4
receptor antagonists could have positive results in
the treatment of PE.

It is worth mentioning that in the second
experiment, the results we obtained with WAY-
100635 differed from those published by de Jong
etal. [17]. Despite having used the same dosage
and treatment regimen, the study by de Jong et al.
showed that WAY-100635 did not have a signifi-
cant effect on ejaculation frequency, while having a
variable effect on IL, EL, and intromission fre-
quency of male rats tested in the type of SA. In
contrast, we observed a significant effect of the
drug on these parameters in the MPCA. It is pos-
sible that our results may differ because the rats
used by de Jong et al. [17] belonged to a different
breed. In addition to the difference in the rat
breed, the conditions imposed by the MPCA on
male rat sexual behavior were different from those
of the SA, because the anxiety factor is only
present in the MPCA. This condition could most
likely change the neurotransmission involved in
ejaculation, resulting in the higher effect obtained
with WAY-100635 in the MPCA than in the SA, as
was observed in the de Jong et al. study. However,
further studies are needed to test this hypothesis.

Furthermore, experiments on the serotonin
transporter with knockout rats suggest that the
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absence of this transporter lowers the basal sex-
ual performance of male rats. Pharmacological
experiments suggest that separate pools of 5-HTa
receptors regulate different aspects of sexual per-
formance in male rats and that the 5-HT' 5 receptor
regulates different aspects of normal sexual perfor-
mance in the rat [34]. Taking this into account, it is
possible that the conditions imposed by the MPCA
contribute to changes in 5-H'T';4 receptor sensitiv-
ity or in serotonin transporter function, thereby
altering sexual performance in male rats.

Lastly, it is worth noting that one advantage of
the MPCA is that male rats spontaneously behave
as “rapid” ejaculators without the need to admin-
ister drugs. Another advantage of this model is
that 100% of the males evaluated in the MPCA
have similar patterns to those found in humans
suffering from PE, while in other studies the per-
centage of evaluated subjects that exhibit this phe-
nomenon is approximately 10% in the type of SA
[11,13,14].

In conclusion, the present study suggests that
the MPCA could satisfy the criterion of face valid-
ity proposed by Willner [15] and provides evi-
dence that the 5-HT'j receptor could be involved
in rapid ejaculation when male rats are evaluated in
the MPCA. Then the MPCA is a potential animal
model for evaluation of PE. However, it remains
to be demonstrated whether the MPCA is capable
of achieving predictive validity as well. To test this,
it will be necessary to administer dapoxetine, a
drug with demonstrated clinical efficacy in PE
treatment, to male rats tested in the MPCA. This
experiment is currently in progress and will be
addressed in a future article. More studies are
needed to determine whether the MPCA is truly a
valid animal model to evaluate PE.
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