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RESUMEN

La analgesia definida como la ausencia de la percepcion al dolor, puede deberse, entre otras
causas a la copula. Dicha analgesia se mantiene hasta por 60 minutos después del apareamiento
en las ratas macho. Estos individuos presentan diferentes fenotipos eyaculatorios: rapido,
intermedio o lento segun la duracién de sus latencias eyaculatorias (200-400, 700-900, 1200-
1400 segundos, respectivamente). Ademas, de las diferencias en las latencias eyaculatorias,
otros parametros copulatorios también difieren. La conducta copulatoria como la analgesia son
reguladas por neurotransmisores y estructuras nerviosas comunes. Asi, podria suponerse que los
eyaculadores rapidos tendrian mayor analgesia inducida por la copula que los machos
intermedios y lentos. Se utilizaron ratas macho Wistar con identificados como eyaculadores
rapidos, intermedios y lentos para determinar si la analgesia copulatoria es distinta dependiendo
del fenotipo eyaculatorio. En el experimento 1 se determiné la respuesta del Umbral de
Vocalizacion al Choque Eléctrico a la cola (UVCE) durante las series eyaculatorias 1y 2 (SE1,
SE2) y en los intervalos post-eyaculatorios 1y 2 (IPE1, IPE2). Al mismo tiempo, se registraron
los parametros copulatorios convencionales. En los experimentos 2 y 3 se evalu6 el UVCE antes
yalos 0, 5, 20 y 60 minutos posteriores al despliegue de cinco intromisiones o una eyaculacion.
Se encontrd que los eyaculadores rapidos e intermedios presentaron mayor UVCE que los lentos
en la SE1, SE2 e IPE2 (p<0.05). Asi mismo, los eyaculadores rdpidos mostraron mayor UVCE
que los intermedios en la SE1 (p<0.05). Ademas, los machos rapidos presentaron el menor
namero de intromisiones, menor intervalo inter-intromision (l11) y menor latencia de
eyaculacion (LE) que los otros fenotipos en la SE1. En la SE2, los machos rapidos e intermedios
mostraron menor Il y LE que los machos lentos (p<0.05). En el experimento 2 no se
encontraron diferencias significativas en el UVCE entre los fenotipos eyaculatorios. En el
experimento, 3 los machos rapidos mostraron mayor UVCE a los 5 y 20 minutos respecto a los
machos lentos (p<0.05). Ademas, los machos rapidos mostraron menor 111y LE que los demas
fenotipos eyaculatorios (p<0.05), siendo los machos lentos los de mayor Ill y LE. Se concluye
que la intensidad de analgesia copulatoria esté relacionada con las caracteristicas de la ejecucion
copulatoria en las ratas macho. Los hallazgos evidencian que a mayor actividad copulatoria, i.e.,
a mayor numero de intromisiones por unidad de tiempo mayor es la analgesia producida. Esto
podria deberse en parte a la liberacion de neurotransmisores de 5-HT, opioides, oxitocina y
GABA en las estructuras nerviosas implicadas en la copula y analgesia, asi como a una mayor
densidad de los receptores correspondientes. Evolutivamente, la analgesia copulatoria de los
machos rapidos podria proporcionar una ventaja adaptativa al reducir la sensacion aversiva del
pene, permitiendo asi un mayor nimero de series eyaculatorias por unidad de tiempo.
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ABSTRACT

Analgesia defined as the absence of pain perception, may be due among other causes to
copulatory behavior. This analgesia is maintained for up to 60 minutes after mating in male rats.
These individuals have different ejaculatory endophenotypes: rapid, intermediate or sluggish
depending on the duration of their ejaculatory latencies (200-400, 700-900, 1200-1400 seconds,
respectively). Besides the differences in ejaculatory latencies other copulatory parameters also
differ. Copulatory behavior and analgesia are regulated by common neurotransmitters and
neural structures. Thus, it could be assumed that rapid ejaculators would have greater analgesia
induced by copulation than intermediate and sluggish males. Male Wistar rats identified as
rapid, intermediate and sluggish ejaculators were used to determine if copulatory analgesia be
unlike depending on the ejaculatory endophenotype. In experiment 1, the response of the
Vocalization Threshold to Electric Shock to the tail (VTTS) was determined during the
ejaculatory series 1 and 2 (ES1, ES2), and in the post-ejaculatory intervals 1 and 2 (PEIL, PEI2).
At the same time, the conventional copulatory parameters were recorded. In experiments 2 and
3, VTTS was evaluated before and at 0, 5, 20 and 60 minutes after the execution of five
intromissions or one ejaculation. It was found that the rapid and intermediate ejaculators
presented higher VTTS than the sluggish ones in ES1, ES2 and PEI2 (p<0.05). Likewise, the
rapids ejaculators showed higher VTTS than the intermediate ones in ES1 (p<0.05). In addition,
rapid males had the lowest number of intromissions, shorter inter-intromission interval (111), and
shorter ejaculation latency (EL) than the other endophenotypes in ES1. In ES2 the rapid and
intermediate males showed shorter 111 and EL than the sluggish males (p<0.05). In experiment
2 no significant differences were found in the VTTS among the ejaculatory endophenotypes. In
experiment 3, rapid males showed higher VTTS at 5 and 20 minutes compared to sluggish males
(p<0.05). In addition, the rapid males showed shorter 111 and EL than the other ejaculatory
endoephenotypes (p<0.05), being the sluggish males those with the highest Ill and EL. It is
concluded that the intensity of copulatory analgesia is related to the characteristics of copulatory
performance in male rats. This could be due in part to neurotransmitter release of 5-HT, opioids,
oxytocin, and GABA in the neural structures involve in copulation and analgesia, and/or due to
a higher density of the corresponding receptors. Evolutionarily, copulatory analgesia of rapid
males could provide an adaptive advantage by reducing aversive penile sensation, thereby
enabling a higher number of ejaculatory series per unit time.
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1. INTRODUCCION

1.1. Biologia del dolor

El dolor se define como “Una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada o similar
a la asociada con dario tisular real o potencial” para alertar y proteger al individuo (Raja y cols.
2020). Es producido por procesos que dafian o son capaces de dafiar los tejidos. Tiene la funcion

de alertar sobre la existencia de una lesion que debe ser evitada o tratada (Kandel 2001).

El dolor puede clasificarse como agudo o cronico: El dolor agudo, es la consecuencia inmediata
de la activacion de los sistemas nociceptores por estimulacion quimica, mecéanica o térmica.
Tiene la funcion de proteger al individuo. El dolor crénico, no posee una funcién de proteccion,
es persistente puede perpetuarse por tiempo prolongado después de una lesion, e incluso en

ausencia de la misma (Pedrajas y Molino 2008).

La intensidad minima de un estimulo que provoca la sensacion de dolor se conoce como umbral
al dolor y puede variar de menor a mayor intensidad dependiendo del estado fisico y psicoldgico
del individuo (Parhizgar y Ekhtiari 2010, Kandel 2001). La transmision de los estimulos
dolorosos desde el sistema nervioso periférico hacia e el sistema nervioso central se divide en 4

fases; transduccion, transmision, modulacion y percepcion.

Neuroanatomia del dolor

Transduccion: Los nociceptores son las terminaciones nerviosas libres de las neuronas
sensoriales que responden a los estimulos nocivos (Belmonte 1996, Lopez-Antlnez 1997). Los
nociceptores se encuentran en distintas partes del cuerpo, tanto en tejidos externos como

internos (L6pez-Antinez 1997).

Se clasifican segun el tipo de fibra que los constituye. Por ejemplo, los receptores A-6 y C
corresponden a las fibras A-6 mielinicas (con 3-8um de diametro) y las fibras C (con 0.2-1.5um
de didmetro) son amielinicas, cuya velocidad de conduccion es 10-30 metros/segundo y 0.5-2.3

metros/segundo, respectivamente. Ambos tipos de nociceptores se encuentran distribuidos de



manera profusa en el cuerpo, aungue, a nivel visceral predominan los receptores de tipo C. Los
nociceptores transforman los estimulos mecéanicos, quimicos o térmicos relacionados con el
dafo de tejido a un potencial de accién, lo que se conoce como transduccion (Kiernan y
Rajakumar 2014).

Transmision: Esta fase se produce cuando se activa al nociceptor, situados en la parte periférica
del axon de una neurona sensorial (cuyo somas se localizan en los ganglios de la raiz dorsal de
la médula espinal), generando asi un potencial de accion, que es transmitido hacia la médula

espinal.

La médula espinal presenta segmentos que se encuentran delimitados por un par de nervios
espinales. Por consiguiente, existe el mismo nimero de segmentos que pares de nervios, por
ejemplo en el humano son: 7 cervicales, 12 toracicos, 5 lumbares, 5y 1 coxigeo en el humano
sacros (Lépez-Antinez 1997). En la rara son: 7 cervicales, 13 toracico, 6 lumbares, 4 sacros y
25 coxigeos (Popesko y cols. 1992). Por otro lado, en un corte transversal de médula espinal se
puede observar dos distintos aspectos: en el centro, de color pardo se halla la sustancia gris y en
la periferia se observa la sustancia blanca. La sustancia blanca forma los llamados cordones
medulares: ventrales, laterales y dorsales (L6pez-Antinez 1997); mientras que, en la sustancia
gris se distinguen diez regiones designadas con nimeros romanos conocidas como laminas de
Rexed (Rexed 1952). La numeracidn inicia en la punta del asta dorsal y continda hacia el asta
ventral. Las laminas I-VI forman el asta dorsal de la médula espinal y que estan relacionadas

con la integracion de la sensacion dolorosa.

Las fibras A-8 transmiten estimulos nocivos mecanicos y térmicos: mientras que las fibras C,
todos los tipos de estimulos nocivos (Lépez-Antiunez 1997, Kandel y cols. 2001, Kiernan y
Rajakumar 2014). Asi mismo, las fibras sensoriales A-6 y C ingresan a la médula espinal a
través de las raices dorsales y terminando en la sustancia gris del asta posterior, llegando asi a
las laminas de Rexed I, Il y V (Basbaum y cols. 2009). A su vez, estas neuronas sensoriales,
hacen sinapsis con motoneuronas de la ldmina 1X las cuales inervan a algun 6rgano efector.

Ademas, esas fibras pueden hacer sinapsis con neuronas que envian el impulso nervioso ipsi 0



contralateralmente hacia estructuras supraespinales a través de sus axones, neuronas que han
sido llamadas como de segundo orden, y son las que constituyen principalmente las vias

ascendentes (ver mas adelante).

A pesar de que las fibras A-8 y C participan en la determinacion de la localizacion e intensidad
de los estimulos nocivos, requieren de la activacion de las fibras A-f (30-80 metros/segundos
de velocidad de conduccion), las cuales no son nociceptivas, para que se produzca una
percepcion apropiada del dolor. De hecho, el blogueo de la funcidn de las fibras A-f se transduce
en un dolor quemante y no localizable, independientemente de haber recibido un estimulo
producido por un pinchazo, un pellizco o la aplicacion de un trozo de hielo (Kandel y cols.
2001).

Modulacion: En la médula espinal se modula la propagacién de las sefiales nociceptivas
provenientes de la periferia (Cervero 1986). Esta modulacion resulta de procesos excitatorios e
inhibitorios. Por ejemplo: en el proceso excitatorio, las fibras nerviosas transmiten el estimulo
nocivo y liberan neurotransmisores excitatorios como: glutamato, aspartato y los péptidos
como: la sustancia P, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina o glutamato
(Wimalawansa 1996, De Felipe y cols. 1998, Fundytus 2001). Durante un proceso inhibitorio
se liberan neurotransmisores inhibitorios como: &cido gamma-aminobutirico, serotonina,
glicina, dopamina u opioides, cuya funcion es inhibir total o parcialmente la informacién
sensorial de acuerdo con el tipo de estimulo (nocivo o no-nocivo). Ademas, en la lamina Il se
localizan interneuronas que cuando llega un impulso nocivo de bajo umbral liberan éacido
gamma-aminobutirico o glicina al espacio sinaptico; por lo que, estos neurotransmisores se unen
a los canales iénicos de la membrana postsinaptica, facilitando el flujo del ion CI hacia el
espacio intracelular, y asi disminuyendo el potencial de membrana de -60 a -90 mV generando
que se produzca la hiperpolarizacion, es decir un aumento de las cargas negativas en el interior
de la membrana de la neurona, suprimiendo o disminuyendo la actividad excitatoria de las
neuronas presinapticas (Zafra y cols. 1997, Villarejo-Diaz y cols. 2000, Legendre 2001, Fl6rez
y cols. 2008).



Percepcidn: La informacion nociceptiva es transmitida a la médula espinal en la sustancia gris,
donde ocurren sinapsis con interneuronas o directamente con neuronas que proyectan al
encéfalo a través de cinco vias ascendentes: los tractos espino-talamico, espino-reticular, espino-
mesencefalico, cervico-talamico y espino-hipotalamico (Kandel y cols. 2001). El tracto espino-
talamico comprende axones de las fibras nociceptivas de las [aminas I, V y VII del asta dorsal
de la meédula espinal. Estos axones se proyectan al lado contralateral de la médula espinal y
ascienden por el corddn ventral de la sustancia blanca formando el tracto espino-talamico, para
terminar en el talamo. El haz espino-reticular estd formado por fibras nociceptivas de las
laminas VII y VIII del asta ventral y fibras nociceptivas de la lamina | del asta dorsal. Est4 via
asciende por el corddn ventral de la sustancia blanca formando el tracto espino-reticular en
donde hace relevo en la formacién reticular para terminar en el tdlamo. Son tres ndcleos
talamicos involucrados con el dolor: a) el nucleo posterior del tdlamo, implicado en la
identificacion de estimulos nocivos, b) el ndcleo ventroposterolateral, el cual se encarga de la
localizacion del sitio en el que se aplico el estimulo doloroso, ¢) el nicleo ventroposteromedial,
gue comprende el componente afectivo siendo el productor de la estimulacion nociva (Kiernan
y Rajakumar 2014). El tAlamo transmite la informacion hacia la corteza cerebral, generando asi
la percepcion sensorial consiente del dolor. Estas dos vias ascendentes son las mas
representativas (LOpez-Antunez 1997, Kandel 2001; Figura 1). Las neuronas de la corteza
cerebral somatosensorial primaria y la corteza insular responden de manera selectiva a las

sefiales nociceptivas (Lépez-Antinez 1997, Kandel 2001, Apkarian y cols. 2005).
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Figura 1. Vias ascendentes. A. Tracto espino-talamico, B. Tracto espino-reticular (modificada de Kiernan y Rajakumar 2014).
Esquematizacion de la estimulacién nociva de la parte proximal de la cola de una rata (modificado de Hebel 1986, Schaumburg y cols. 2010).



1.1.1. Control central del dolor

La analgesia se define como “la ausencia de dolor en respuesta a una estimulacién que es
percibida normalmente como dolorosa” (International Association for the Study of Pain 1986).
Los organismos tienen la capacidad de suprimir el dolor al liberar neurotransmisores inhibitorios
como: acido gamma-aminobutirico, glicina, dopamina y serotonina, o péptidos como las

endorfinas (Basbaum y cols. 2009).

Asi, las vias descendentes, cortico-espinal y rafe-espinal, modifican la actividad de las vias
ascendentes nociceptivas y son importantes para modular las respuestas consientes y reflejas de
los estimulos nocivos (Kiernan y Rajakumar 2014). Por otro lado, la via cortico-espinal tiene
origen en el l6bulo parietal y finaliza en el asta dorsal (Figura 2) mientras que la via del rafe-
espinal surge de neuronas de los nucleos del rafe de la formacidn reticular del bulbo raquideo,
principalmente del nicleo magno del rafe. Los axones de este haz son amielinicos y atraviesan
la parte dorsal del corddn lateral de la médula espinal (Figura 2), liberando serotonina en las
laminas I, 11 y V (Kiernan y Rajakumar 2014, Kandel y cols. 2001). La lamina Il, de la médula
espinal, presenta la mayor densidad de terminales sinapticas que contienen serotonina. El nicleo
magno del rafe, a su vez, recibe influencia de las fibras descendentes que proceden de la
sustancia gris periacueductal del mescencéfalo (Kiernan y Rajakumar 2014).
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Figura 2. Esquema de las vias descendentes cortico-espinal, resaltado en color naranja y rafe-espinal,

resaltado en color negro (modificada de Kiernan y Rajakumar 2014).

1.1.2. Neuroquimica del dolor

Neurotransmisores excitatorios

Glutamato: EI glutamato es un aminoacido no esencial que se encuentra en todo el cerebro, la
médula espinal y en el sistema nervioso periférico con funciones excitatorias. El glutamato es
liberado en respuesta a la estimulacion nociceptiva y cuando existe una lesion del tejido o
nervios, por lo que se le ha relacionado con la transmision de los estimulos nocivos (Johnson
1978, Sluka y cols. 1998, Omote y cols. 1998, Fundytus 2001).



La transmision de los estimulos nocivos esta mediada principalmente por sus receptores
ionotropicos (AMPA, NMDA y kainicos), y en menor medida por los receptores metabotrépicos
(Neiray Ortega 2004). Por lo tanto, una amplia cantidad de estudios sefialan la participacion de
glutamato en la transmision del dolor en la rata. Asi, la inhibicion del glutamato a través de la
administracion intratecal de lamotrigina (bloqueador de canales de sodio que inhibe la liberacion
de glutamato), atenda la hiperalgesia debida a la inflamacion previamente inducida en la
extremidad anterior de la rata (Klamt 1998). Ademas, la inyeccion de glutamato en la cavidad
de la articulacion de la rodilla, induce hiperalgesia (Lawand y cols. 1997) mientras que la
estimulacion eléctrica de las fibras sensoriales A-6 y C induce la liberacion de glutamato en la

médula espinal (Kangra y Randic 1991).

Péptidos excitatorios

Sustancia P: La sustancia P es un péptido de 11 amino&cidos de cadena corta el cual pertenece
a la familia de las taquicininas (Barbosa-Cobos y cols. 2005, Zhang y cols. 2006, O'Connor y
cols. 2014). Esta sustancia es principalmente sintetizada en el cuerpo celular de las fibras
nociceptivas y es liberada en la médula espinal por la activacion de las terminales nociceptivas,
que provocan su union con el receptor metabotrépico neurocinina-1 (Hershey y Krause 1990,
Richardson y Vasko 2002).

La sustancia P es un potente vasodilatador que al incrementar la permeabilidad capilar
desencadena la inflamacion del tejido asi como la hipersensibilidad de diferentes 6rganos, un
proceso denominado como inflamacion neurogénica (De Felipe y cols. 1998, Richardson y
Vasko 2002). La estimulacion periférica intensa provoca la liberacion de la sustancia P en la
médula espinal, promoviendo la hiper-excitabilidad central y una mayor sensibilidad al dolor
(Hershey y Krause 1990, De Felipe y cols. 1998).

Ratones genéticamente modificados (quienes se les han eliminado el gen que codifica la sintesis

y produccién del receptor neurocinina-1), presentan menor analgesia ante estimulos nocivos



cronicos con respecto a los ratones intactos. Esto indica que la sustancia P participa en la
analgesia inducida por el estrés (De Felipe y cols. 1998).

Péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP): EI CGRP es un péptido de 37
aminoacidos localizado en fibras sensoriales A-6 y C. Es importante en la regulacion del tanto
en el sistema cardiovascular asi como en la mediacion de la infamacion neurogénica o en la
modulacion de los impulsos nocivos (Benarroch 2011). Ademas, tiene la capacidad de excitar
el sistema trigémino-vascular, por lo que es muy usado en el estudio de la fisiopatologia de la
migrafia (Russo 2015). EI CGRP se expresa en los cuerpos neuronales de las fibras C y A-6
perivasculares, en los ganglios de la raiz dorsal, en los ganglios trigeminal y vagal, los cuales
responden a los estimulos nociceptivos térmicos y viscerales (Wimalawansa 1996, Poyner y
cols. 2002). En humanos se ha mostrado, que los niveles plasmaticos y salivales de CGRP se
elevan después de un episodio de migrafia (Goadsby y cols. 1990, Bellamy y cols. 2006, Cady
y cols. 2009), lo que corrobora su participacion en este fenémeno.

Neurotransmisores inhibitorios

Acido gamma amino butirico (GABA): EI GABA es un aminoacido, sintetizado en neuronas
denominadas GABAérgicas las cuales se encuenran distribuidas en todo el sistema nervioso
central, ejerciendo importantes efectos inhibitorios. Muchos de los procesos de transmision de
sefiales de carécter inhibidor en el sistema nervioso se deben a la induccion de corrientes de
cloro (CI), a través del canal del receptor GABA-A y asi produciéndose una inhibicién
presinaptica o postsinaptica debido a la electronegatividad que ejerce ese i6n sobre la membrana
neuronal. Ademas, el GABA puede operar a través de un receptor metabotrépico unido a
proteina G (Goa Gia), el receptor GABA-B asociado a canales de Ca* y de K* por proteinas
tipo G (Florez y cols. 2008).

Dopamina: Las neuronas dopaminérgicas (es decir, las neuronas cuyo neurotransmisor primario
es la dopamina) estan presentes mayoritariamente en el area ventral tegmental del mesencéfalo,
la sustancia negra y el nucleo arcuato del hipotalamo. La dopamina desempefia un papel

importante en la cognicion, actividad motora, asi como en la motivacion y recompensa. Ademas,



juega un papel fundamental en la transmisién de estimulos dolorosos en ciertas partes del
cerebro incluyendo la insula, el talamo, los ganglios basales, la corteza anterior del cingulo y en
la sustancia gris periacueductal (Wood 2008). Se han descrito 5 receptores de dopamina (D1 al
D5) todos acoplados a proteina G tipo Gia. Los receptores D1y D5 son miembros de la familia
D1 con funcion excitadora. Mientras que los receptores D2, D3 y D4 forman parte de la familia
D2 con funcion inhibitoria (Savasta y cols. 1986, Khan y cols. 2000, Clement y cols. 2011).

El area tegmental ventral (VTA) contiene la mayor abundancia de neuronas dopaminérgicas , al
igual que la sustancia negra y el hipotdlamo. Los axones de las neuronas de estas areas utilizan

4 vias para comunicarse con el resto del cerebro:

Via mesocortical: Transporta la dopamina desde el area tegmental ventral hasta la
corteza frontal.

Viamesolimbica: Transporta la dopamina desde el area tegmental ventral hasta el nucleo
accumbens.

Via nigrostriatal: Transporta la dopamina desde la sustancia negra hasta el cuerpo
estriado. Asociada sobre todo al sistema motor.

Via tuberoinfundibular: Transporta la dopamina desde el hipotadlamo hasta la hipd&fisis.

Serotonina: La serotonina o 5-hidroxitriptamina es una sustancia neurotransmisora localizada
en grandes concentraciones en las células enterocromafines de la mucosa gastrointestinal, las
plaquetas y cerebro. La serotonina interviene en la transmisién nerviosa a distintos niveles y por
diferentes mecanismos. Por ejemplo, a nivel periférico, activa las fibras nociceptivas y a nivel
central, participa la modulacién inhibitoria del dolor. Se ha mostrado que la destruccion del
nacleo magno del rafe o la administracion (intratecal) de metisergida (antagonistas serotonina)
reducen la analgesia inducida por farmacos o factores conductuales (Gonzalez-Mariscal y cols.
1994, Altamirano y Montano 1996).

Glicina: La glicina es un aminoéacido distribuido principalmente en zonas caudales del sistema

nervioso central, como el tallo cerebral, la zona pontino-cerebelosa y la médula espinal (Harvey
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y cols. 2004). La glicina participa en la supresion de las sefiales nociceptivas en la médula
espinal (Beyer y cols. 1985, Mechoulam y cols. 1995). La inhibicién del estimulo doloroso es
debida a la interaccion directa de la glicina con el receptor ionotropico sensible a estricnina
(GlyR) asociado a canales de Cl™ pertenecientes igualmente a los receptores de GABAag (Zafra
y cols. 1997).

Neuropeéptido

Opioides: Los opioides endogenos son péptidos producidos en el sistema nervioso central
relacionados con la modulacién de la temperatura corporal, el hambre, dolor y funciones
reproductivas. Se han clasificado en: encefalinas, endorfinas y dinorfinas, capaces de activar
tres tipos de receptores (W, O y k), los cuales muestran mecanismos de accion tanto a nivel
presinaptico como postsinaptico (Villarejo-Diaz 1998, Reisine y Pasternak 1993). Por ejemplo,
a nivel presinaptico inhiben la liberacion de la substancia P, asi como inhibir la liberacion de
dopamina, noradrenalina y acetilcolina en el sistema nervioso central. Por otro lado, a nivel
postsinaptico, disminuyen la actividad de la adenilciclasa y por ende la produccion d AMPc,
produciendo la inhibicién del disparo eléctrico inducido por la estimulacion nerviosa
nociceptiva que reducen la velocidad de la descarga neuronal e inhiben la despolarizacion
postsindptica. La morfina, un potente opioide, es capaz de antagonizar los efectos de la
substancia P que ha sido administrada por via exdgena y que ejerce acciones inhibitorias
postsinapticas sobre las interneuronas, y sobre las neuronas de salida del haz espinotalamico que
transmiten la informacion nociceptiva hacia los centros superiores del cerebro (Villarejo-Diaz
y cols. 2000).

1.1.3. Hiperalgesia

La hiperalgesia se refiere a un “incremento sostenido de la sensibilidad al dolor” (International
Association for the Study of Pain 1986). En la mayoria de los casos, la hiperalgesia se produce
por la sensibilizacion de las fibras nerviosas periféricas causada por lesiones focales que
provocan respuestas de tipo inflamatorio o alérgico, y que aumentan la liberacion de sustancias
guimicas relacionadas con el dolor (Sandkihler 2009). Los cambios en el umbral al dolor

pueden producirse por diversos factores, entre ellos, la copula. De hecho, se han realizado
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algunos trabajos en la rata en los que se ha mostrado que la actividad copulatoria modifica la
sensibilidad al dolor (Komisaruk y Larsson 1971, Komisaruk 1972, Komisaruk y Wallman

1977, Forsberg y cols. 1987, Gonzalez-Mariscal y cols. 1992, Gomora y cols. 1994).

1.2. Vocalizaciones en la rata

Las vocalizaciones son fundamentales para la comunicacion entre los mamiferos. Su funcion es
transmitir informacion importante sobre el estado reproductivo y social, el estado afectivo, la
ubicacion y la identidad del individuo, asi como la presencia de comida, parientes, depredadores
o dolor. La vocalizacion requiere fonacion, articulacion y respiracion coordinadas que implica
una red nerviosa que se extiende por el prosencéfalo y el tallo cerebral (Jirgens, 2002, 2009;
Simonyan, 2014). Una region de gran importancia, para la fonacion es la sustancia gris
periacueductal, que sirve como sitio de relevo obligatorio para el control vocal en primates,
gatos y roedores (Jirgens 2002, 2009). Se ha mostrado que las lesiones bilaterales de la sustancia
gris periacueductal provocan mutismo (Esposito y cols. 1999, Jurgens 1994, 2002, 2009), y que
su estimulacion eléctrica o quimica puede provocar vocalizaciones (Bandler y Carrive 1988,
Jurgens y Ploog 1970, Kyuhou y Gemba 1998, Lu y Jirgens 1993, Waldbillig 1975).

Existen tres diferentes tipos de sefiales sonoras: los infrasonidos, los sonidos audibles y los
ultrasonidos, estos son producidos por las diferentes especies de la escala animal. Ciertas
especies, entre ellas la rata, emiten vocalizaciones ultrasénicas (Portfors, 2007). El rango de
frecuencia, de las vocalizaciones ultrasonicas, dependen de las condiciones que las rodeen.

El rango de frecuencia, de las vocalizaciones ultrasénicas, dependen de las condiciones que las
rodeen. Dentro de estas frecuencias de pueden englobar las situaciones o estados apetitivos
(rango de frecuencia alta, 50-75 kHz) y por otro situaciones aversivas (rango de frecuencia baja,
20-22 kHz; Knutson 2002). Dentro de las situaciones o estados apetitivos se encuentran juego
social entre congéneres, drogas de abuso, estimulacion eléctrica cerebral, conducta sexual, etc.
(Burgdorf y cols. 2000, 2001, Knutson y cols 1998). Mientras algunos ejemplos de situaciones
aversivas son el recibimiento de shocks, encuentros fisicos agonistas, etc. (Burgdorf y cols.
2001; Knutson y cols. 1999).
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Generalmente, en estudios de dolor se consideran la vocalizacion audible como un indicador de
la percepcidn a los estimulos nocivos (Szechtman y cols. 1981, Gonzéalez-Mariscal y cols. 1992,
1994).

1.3. Conducta copulatoria masculina

La conducta copulatoria esta compuesta por la manifestacion de diferentes patrones motores
copulatorios que permitirdn aparearse a una pareja. Esta conducta es importante para la
supervivencia de las especies animales ya que impedira la extincion de la especie (Larsson
1956). La fase inicial de la conducta copulatoria masculina es la excitacién sexual, seguida de
la fase consumatoria (Sachs 2007). La excitacion sexual ocurre al momento en que el macho se
encuentra con una hembra receptiva. Por su parte, la hembra realiza conductas de solicitud de
copula o proceptivas que incluyen pequefios saltos, desplazamientos bruscos en zigzag y
movimientos rapidos de la cabeza, mientras que el macho responde olfateando e inspeccionando
la region genital de la hembra. Durante la fase consumatoria, el macho presenta montas e

intromisiones intercaladas que culminan con la eyaculacion.

Patrones motores copulatorios

Durante la ejecucion de la conducta copulatoria masculina de la rata se pueden identificar tres
patrones motores estereotipados: monta, intromision y eyaculacion (Figura 3). Durante la
monta, el macho sujeta a la hembra con sus miembros anteriores palpando sus flancos, ademas,
realiza movimientos pélvicos repetitivos del alta frecuencia hacia adelante y hacia atras sobre la
grupa femenina, seguidos de la desmonta lenta. El patron de intromisién inicia como el de la
monta, aunque la serie de movimientos pélvicos terminan con un movimiento rapido y profundo
hacia adelante que coincide con la insercion del pene en la vagina, el cual es seguido de la
desmonta brusca y el auto-acicalamiento del pene. Después de varias montas e intromisiones
intercaladas, el macho realiza el patron motor eyaculatorio. Dicho patron incluye los
movimientos pélvicos e insercion vaginal que culminan con la expulsion del fluido seminal,
durante el cual se observa un movimiento pélvico méas profundo y sostenido que el que se
presenta durante la intromision y siendo seguido de un movimiento lateral lento de los miembros

anteriores y con la elevacion del tronco. Después de esa desmonta lenta, ocurre el auto-
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acicalamiento peneano (Larsson 1956). El conjunto de montas e intromisiones, que culminan
con la eyaculacion, se conoce como serie eyaculatoria (SE). Una vez que se produce la
eyaculacion, se presenta un intervalo post-eyaculatorio (IPE) por un lapso de cinco a diez
minutos, durante el cual el macho permanece refractario a la estimulacion sexual pero
posteriormente, se reanuda la copula. Los patrones copulatorios se pueden distinguir (Larsson
1956), registrar (Morali y cols. 2003) y cuantificar (Larsson 1956, Manzo y cols. 2002, Lucio y
Tlachi-Lopez 2008).
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Figura 3. Patrones conductuales copulatorios. A. Patron conductual de monta, B. Patrén conductual de
intromisién. C. Patrén conductual de eyaculacion (modificada de Lucio y Tlachi-Lopez 2008).

El curso temporal de estas respuestas motoras estereotipadas permite analizar cuantitativamente
la cdpula mediante los parametros copulatorios:

“Latencia de Monta (LM). Intervalo de tiempo en segundos que transcurre desde que se
introduce a la rata hembra en el redondel, donde se encuentra el macho, hasta que éste realiza
el primer patron de monta. La latencia de monta es considerada como una medida para evaluar
la motivacién sexual masculina ya que no se requiere la ereccidén peneana o que la hembra
adquiera alguna postura que permita que la insercion peneana ocurra. Se ha propuesto que entre
mas corta es la latencia de monta, mas motivado se puede encontrar el macho” (Lucio y Tlachi-
Lopez 2008).

“Latencia de Intromision (LI). Intervalo de tiempo en segundos que transcurre desde que se
introduce a la hembra en el redondel, donde se encuentra el macho, hasta que realiza el primer
patron conductual de intromisién. La latencia de intromision puede reflejar la rapidez que tiene
el macho para presentar la primera ereccion que le permitira insertar el pene en la vagina” (Lucio
y Tlachi-Ldpez 2008).

“Latencia de Eyaculacién (LE). Intervalo de tiempo en segundos que transcurre entre el primer
patron conductual de intromisién y el patrén conductual de eyaculacién. La latencia de
eyaculacion de un macho intacto y con experiencia sexual, puede ser corta o larga sin que ello
implique que sea mas o menos efectivo, simplemente, hay machos que eyaculan mas rapido que
otros” (Lucio y Tlachi-Lépez 2008).
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“Numero de Montas (NM). NUmero de veces que el macho despliega este patron conductual en
una serie eyaculatoria. EI numero de montas puede tener un significado ambiguo ya que si es
elevado podria interpretarse como una motivacion sexual incrementada, sin embargo, también
podria estar relacionado con el decrecimiento en la sensibilidad del pene o la combinacion de

estos y otros factores” (Lucio y Tlachi-Lopez 2008).

“Namero de Intromisiones (NI). NUumero de veces que el macho despliega este patrén
conductual por serie eyaculatoria. EI nimero de intromisiones es considerado como una medida
de la sensibilidad para alcanzar el umbral de eyaculacién. Sin embargo, no puede decirse que
un macho que realiza tres intromisiones antes de eyacular es mas 0 menos potente que otro

macho que realiza trece 0 mas intromisiones” (Lucio y Tlachi-Lopez 2008).

Ademaés de los pardametros copulatorios convencionales se pueden calcular otras mediciones

utilizando dichos parametros:

“Intervalo Inter Intromision (I11). Numero de intromisiones dividido entre la latencia

eyaculatoria, medido en segundos (Larsson 1956).

I11=NI/LE

En general, los machos conforme ganan experiencia sexual acortan las LM y LI (Larson 1956).
Ademas, a medida que los machos adquieren experiencia sexual, pueden ir reduciendo la LE,

mientras que otros, mantienen latencias largas a pesar de la experiencia.

1.3.1. Eyaculacion, funcién sexual con la que finaliza la copula

La eyaculacion comprende dos fases: la primera es la emision que consiste en el cierre del cuello
vesical, la confluencia de las secreciones de las diferentes glandulas sexuales accesorias en la
uretra proximal y el transporte de los espermatozoides por el vaso deferente desde la cauda
epididimaria y en la uretra prostatica. Las secreciones de las glandulas constituyen el plasma

seminal: que en conjunto con los espermatozoides conforman el fluido seminal, también
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Ilamado semen. El plasma contiene diversas enzimas, azlcares, lipidos, oligoelementos y otras
sustancias que proporciona a los espermatozoides un medio nutritivo y protector para su
supervivencia y desplazamiento durante su recorrido por el tracto reproductor femenino hasta
encontrase con el dvulo. Las secreciones glandulares son provistas en una secuencia especifica
en la uretra-prostética, a traves de contracciones fasicas de las glandulas y conductos respectivos
(Clément y Giuliano 2011). La segunda fase de la eyaculacion es la de expulsién seminal. Se
refiere a la salida del liquido seminal hacia el exterior por el meato urinario. Durante esta fase,
la actividad electromiografica del bulboesponjoso es de alta duracion, amplitud y frecuencia
respecto a la actividad que tiene durante la monta e intromision (Holmes y cols. 1991).
Posteriormente, las contracciones de la musculatura estriada del isquiocavernoso y
buboesponjoso favorecen la contraccion de los diverticulos uretrales. Estas contracciones
expulsan el semen (espermatozoides y plasma seminal) por el meato urinario hacia el exterior
(Lucio y cols. 2013).

1.3.2. Vias sensoriales del pene
El nervio dorsal del pene es una rama del nervio pudendo que inerva al pene, originado de los
segmentos L6 y S1 de la médula espinal, tiene funcion sensitiva (térmica, mecanica, quimicay

nociceptiva), motora y parasimpatica (McKenna y Nadelhaft 1985, Hull y cols. 2006).

El glande del pene contiene terminales nerviosas encapsuladas, denominadas corpusculos de
Krause, mientras que el resto del pene contiene terminaciones nerviosas libres (Halatay Munger
1986). Esos corpusculos son terminales nerviosas encapsuladas sensibles a estimulos de
temperatura o de tacto (LOpez-Antlinez 1997). Asi, los estimulos son trasmitidos a través de
fibras sensoriales a las ldaminas I-1V, VI, VIl y IX de los segmentos L6 y S1 de la médula espinal
(Hull y cols. 2006). Mientras que la informacion sensorial se retransmite a los sitios
supraespinales a traves de vias espinotalamicay espinoreticular. La via espinotalamica transmite
principalmente los potenciales de accion provenientes de fibras mielinicas de alta velocidad que
estan relacionadas con las terminaciones nerviosas encapsuladas del pene. Las fibras
ascendentes terminan en el nucleo posterolateral del talamo y se retransmite al talamo medial.

La via espino-reticular contiene fibras de menor velocidad de transmision que la via
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espinotaldmica y terminan en la formacion reticular del tallo cerebral que a su vez envian
proyecciones al area predptica media (Carlson 2000, Hull y cols. 2006). En la rata macho se ha
mostrado activacion de la proteina c-Fos (proteina expresada durante la actividad nerviosa) en
el area tegmental ventral, después de la exposicion a una hembra sexualmente receptiva. Esta
area contiene las neuronas dopaminérgicas que conforman el sistema dopaminérgico
mesolimbico, se encuentra implicado en el sistema de recompensa (Baum y Everitt 1992). El
area predptica media, situada en el area rostral del hipotalamo, es la region cerebral con mayor
importancia para la conducta sexual masculina. La estimulacion eléctrica de éste area provoca
la ejecucion de montas e intromisiones (Malsbury 1971) y la eyaculacion (Marson y McKenna
1994).

1.3.3. Control nervioso de la ereccion y eyaculacion

La ereccion del pene es el resultado de mecanismos tanto nerviosos centrales y periféricos,
como vasculares, psicolégicos y endocrinoldgicos. Las principales estructuras cerebrales
implicadas en la ereccion son el area preoptica media y el ndcleo paraventricular en el
hipotdlamo (Tang y cols. 1998). La ereccion peneana se produce por la estimulacion
parasimpatica derivada de los segmentos sacros S2-S4 de la médula espinal, en humanos (Lue
y cols. 1984), mientras que, en la eyaculacion participan los sistemas nerviosos simpatico,
parasimpatico y motor (Clement y Giuliano 2011). Los somas de las neuronas preganglionares
simpaticas se encuentran en el asta lateral de los segmentos T12-L1, en el ndcleo
intermediolateral (Morgan y cols. 1986). Los cuerpos celulares parasimpaticos preganglionares
se localizan en el nlcleo sacroparasimpatico (S2-S4). Los axones de las neuronas del ndcleo
sacroparasimpatico constituyen el nervio pélvico que hacen sinapsis con las neuronas

posganglionares ubicadas en el plexo pélvico (Nadelhaft y Booth 1994).

Las neuronas motoras implicadas en la eyaculacion se localizan en el nucleo de Onuf en
humanos (Schroder1981), y en el nicleo del bulbocavernoso en la rata (Schroder 1985), ubicado
en la médula espinal lumbo-sacra, que proyecta fibras a través del nervio pudendo (L5-S1 en
humanos y L6-S1 en ratas) a los musculos bulbosponjoso, isquiocavernoso asi como al esfinter

externo de la uretra (Schroder 1985). El area preOptica media envia proyecciones a otras
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regiones cerebrales involucradas con la eyaculacion tales como el nucleo paraventricular, la
sustancia gris periacueductal y el nicleo paragigantocelular de la médula oblonga (Simerly y
Swanson 1988). El nucleo paraventricular en ratas proyecta axones hacia las neuronas motoras
de los nervios pudendos, ademés de las neuronas preganglionares autbnomas en la médula
espinal lumbosacra (Nadelhaft y Booth 1984). Asi mismo, el nucleo paraventricular proyecta
axones al nucleo paragigantocelular que, a su vez envia proyecciones descendentes a la médula

espinal (Bancilay cols. 1999).

Durante la excitacion sexual se activa al eje hipotalamo-hipofisis-testiculo provocando un
incremento en la concentracion de testosterona en sangre (Amstislavskaya y Popova 2004). Por
lo tanto, la conducta copulatoria de la rata macho depende de testosterona secretada por las
células de Leydig de los testiculos y metabolizados en las células diana a estradiol (por
aromatizacion) o bien se metaboliza a dihidrotestosterona (por reduccion) (Hull y Dominguez
2007). De la misma forma, durante la excitacion sexual, la dopamina también es liberada en los

tres sistemas integradores que son: el nigroestriatal, el mesolimbico y predptico medial.

El sistema nigroestriatal mejora la integracion de estimulos sensoriales (Robbins y Everitt 1992,
Salamone 1992). La dopamina es liberada en el cuerpo estriado solo durante la conducta
copulatoria lo que indica su importancia para los aspectos motrices de la copula, pero no para
la motivacion sexual (Damsma y cols. 1992). El sistema mesolimbico es crucial para que se
expresen las conductas apetitivas ya que se activa antes o durante una variedad de conductas
motivadas que incluyen el comer, beber, copular y la autoadministracion de drogas (Ikemoto y
Panksepp 1999, Kiyatkin 2002). Finalmente, el sistema predptico medial participa en la
presencia de los reflejos peneanos, asi como la motivacién sexual y el despliegue de patrones
motores copulatorios (Hull y cols. 1995, 1999). Durante la excitacidn sexual se libera dopamina
en el area preoptica la cual es influenciada por la accion de las hormonas gonadales. Este dato
es apoyado debido a que los machos castrados no presentan esta liberacion de dopamina y son
incapaces de iniciar la copula (Hull y cols. 1995). Por lo tanto, el neurotransmisor dopamina es
importante para que se realice el despliegue de la conducta copulatoria. En ratas, la activacion

de los receptores a D2 inducen la eyaculacion (Ferrari y Giuliani 1994, 1995) incluso en ratas
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anestesiadas (Clément y cols. 2006, Stafford y Coote 2006). La inyeccidn sistémica de 7-OH-
DPAT, agonista del receptor D3, induce la eyaculacion en ratas sin afectar la excitacion (Ferrari
y Giuliani 1983, Ahlenius y Larsson 1995).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Analgesia inducida por la copula

Se ha evidenciado que la rata macho presenta analgesia durante e incluso hasta 60 minutos
después de la copula (Szechtman y cols. 1981, Forsberg y cols. 1987, Gonzalez-Mariscal y cols.
1992). Con el proposito de estudiar la analgesia producida por la copula, se han utilizado una
serie de estrategias como el administrar estimulos eléctricos de alta intensidad durante y después
de la cépula (Szechtman y cols. 1981), o bien estimulos térmicos nocivos después de la copula
(Forsberg y cols. 1987) o estimulos eléctricos nocivos durante y después de la copula (Gonzalez-
Mariscal y cols. 1992).

Uno de los equipos de investigadores que han evaluado la analgesia copulatoria es Szechtman
y cols. (1981) que administraron choques eléctricos a los flancos de las ratas macho mediante
un par de electrodos (Barfield y Sachs 1968). Los choques eléctricos se administraron pasados
30 segundos de la segunda intromision, con duracion de 0.5 segundos e intensidad de 5-8 mA
(n=6), asi hasta 50 choques eléctricos. Los resultados indicaron que las ratas control (aquellos
que no tuvieron la oportunidad de copular) vocalizaron en el 98+1% de las pruebas. Sin
embargo, las ratas macho durante la cdpula vocalizaron el 61+6% de las pruebas. Lo que indica
que el despliegue conductual del macho durante la cépula induce analgesia. Otro equipo de
investigacion es el de Forsberg y cols. (1987) que permitieron que ratas macho copularan hasta
la eyaculacion, dentro de una arena copulatoria, e inmediatamente después los animales fueron
retirados de la arena copulatoria y colocados en jaulas con piso de aluminio a 54°C. Asi, esos
machos mostraron una mayor latencia de retiro y lamido de sus extremidades anteriores con
respecto a los machos control (aquellos que no tuvieron la oportunidad de copular). Este dato
indica que la eyaculacién, como la estimulacion vagino-cervical también produce analgesia. Sin
embargo, tras el periodo refractario, la latencia de retiro y lamido de las extremidades anteriores
fueron menor con respecto al control, lo que indica la existencia de un proceso hiperalgésico.
Cabe mencionar que haber retirado al animal de la arena copulatoria y luego colocarlo en la
jaula con piso caliente pudo influir en la analgesia adquirida tras la copula. Debido a esos datos,

en nuestro laboratorio se disefid un método muy novedoso para evitar que la manipulacion
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pudiere ejercer un efecto analgésico y que no fuera ejercido por la propia cépula (Gonzélez-
Mariscal y cols. 1992). Inclusive, dicho método permite la evaluacion de la analgesia durante la
ejecucion copulatoria con el animal en libre movimiento descrita como respuesta del Umbral de
Vocalizacion al Choque Eléctrico a la cola (UVCE) el cual nos permite evaluar el cambio en la
intensidad del choque eléctrico a la cual la rata vocaliza durante la c6pula (UVCE-Experimental)
respecto a su propio umbral basal (antes de la cpula; UVCE-Basal), este cambio se transforma

a porcentaje (porcentaje de cambio).

La vocalizacion emitida por el animal, al evaluar el UVCE, debe ser escuchada por el propio
oido humano, lo que indica que la rata siente dolor debido al estimulo nocivo inducido por el
choque eléctrico. Por lo tanto, con ese método se puede evaluar el porcentaje de cambio del
UVCE-Experimental durante la primera y segunda serie eyaculatoria (SE1 y SEZ2,
respectivamente) y en ambos intervalos post-eyaculatorios (IPE1 e IPE2, respectivamente)
respecto al UVCE-Basal. Si dicho porcentaje de cambio es positivo, indica analgesia, si es
negativo indica hiperalgesia. Asi, en trabajos anteriores se mostré que el UVCE-Experimental
incrementa significativamente respecto al UVCE-Basal, es decir, se aumenta el 40% en la SE1
y se incrementa en un 60% en la SE2. Asi como, 28% en el IPE1 y el 60% en el IPE2. Estos
datos sugieren fuertemente que durante y después de la actividad copulatoria se induce analgesia
(Gonzélez-Mariscal y cols. 1992; Figura 4). En otro experimento (Gonzalez-Mariscal y cols.
1992), se evalud el efecto de la copula completa (montas, intromisiones incluyendo la
eyaculacion), o de la ejecucion de solo 5 intromisiones o bien de solo 5 montas sobre la analgesia
copulatoria. Por lo que se determind el porcentaje de cambio del UVCE-Experimental respecto
al UVCE-Basal alos 0, 5, 20 y 60 minutos posteriores los criterios anteriormente mencionados.
Asi mismo, se ha observado que después de la eyaculacion, el UVCE aumentd
significativamente el 33% a los 0 minutos, el 40% a los 5 minutos, 50% a los 20 minutos siendo
el maximo porcentaje de cambio y disminuy6 20% a los 60 minutos posteriores a la eyaculacion.
Los machos que ejecutaron 5 intromisiones 6 5 montas, mostraron respuesta similar de analgesia
con menor intensidad. Esto indica que la analgesia inducida por la eyaculacién, por 5
intromisiones 6 5 montas tiene duracion de hasta 60 minutos posteriores a la actividad sexual.

Finalmente, los autores utilizaron el disefio experimental anterior con la diferencia de que
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posterior a la eyaculacion, 5 intromisiones ¢ bien 5 montas se retir6 al macho de la arena
copulatoria y se coloco dentro de un restrictor de plexiglas para aplicarle un estimulo nocivo
con luz incandescente en la cola y se evaluo la latencia del movimiento de la cola o bien, solo
se evalud el UVCE. En ambas pruebas se observo ligera analgesia inmediatamente después de
la eyaculacion, de cinco intromisiones o de 5 montas, posteriormente solo presentaron

hiperalgesia que son valores menores al umbral-basal (Gonzélez-Mariscal y cols. 1992).

La Figura 5 muestra los resultados del UVCE. Estos datos sugieren que la manipulacion de un
animal después de la copula que implica retirarlo de la arena copulatoria y trasladarlo al sistema
de registro de analgesia influye sobre la analgesia copulatoria. Ademas, se ha mostrado que la
administracion intratecal de antagonistas de los receptores opioides, acido gamma-
aminobutirico y serotonina disminuye significativamente el UVCE (Gonzalez-Mariscal y cols.
1994). Indicando la participacion de estos neurotransmisores en la analgesia copulatoria.
Algunos autores han sugerido que la analgesia copulatoria previene que el contacto entre el pene
y la vagina sea un estimulo nocivo para los individuos (Forsberg y cols. 1987, Beyer y Macias
2003). Ademas, en otro trabajo se mostro que la micro-inyeccion de GBR-12935 (inhibidor de
recaptura de dopamina) en la corteza insular, aumenta el umbral al dolor ante un estimulo
térmico y disminuye la expresion de c-Fos en neuronas de la médula espinal (laminas 1y 111),

después de la inyeccién de formalina, respecto al grupo control (Burkey y cols 1999).
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Figura 4. Porcentaje de cambio del Umbral de Vocalizacién al Choque Eléctrico (UVCE). Durante la
primera y segunda serie eyaculatoria (SE1 y SE2, respectivamente), el primero y segundo intervalo post-
eyaculatorio (IPE1 e IPE2, respectivamente). Prueba “t” de Student ***p<0.01 comparados con el
correspondiente grupo control. Los datos se muestran en media +/- error estandar (modificada de
Gonzélez-Mariscal y cols. 1992).
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Figura 5. Umbral de Vocalizacién al Choque Eléctrico (UVCE). A los 0, 5, 20 y 60 minutos después de
la eyaculacion, cinco intromisiones o cinco montas. En la parte superior se muestran machos que se les
evalu6 el UVCE dentro de la arena de registro y en la parte inferior los machos fueron colocados dentro

de un restrictor de plexiglas para evaluar el UVCE. Los datos se muestran en media +/- error estandar
(modificada de Gonzalez-Mariscal y cols. 1992).

2.2. Fenotipos eyaculatorios en ratas

Tanto en el hombre como en la rata macho muestran latencias de eyaculacion répida, lenta o
intermedia, de ahi que se hayan identificado tres distintos fenotipos eyaculatorios (Olivier y
cols. 2006). Experimentos realizados en las ratas, pueden servir para explorar las disfunciones
sexuales, tales como la eyaculacién precoz y la eyaculacion retardada. Para poder determinar
dichos fenotipos las ratas macho fueron sometidas a 6 pruebas copulatorios con duracion de 30
minutos cada una. En la Figura 6 se muestra el nUmero de eyaculaciones que se van desde
ninguna hasta 5, durante la cuarta prueba copulatoria de una poblacidn de 546 ratas. La mayoria
de las ratas realiz6 de 2 a 3 eyaculaciones (machos de fenotipo intermedio) durante los 30

minutos, otros machos no presentaron eyaculacion o s6lo una (machos de fenotipo lento) y otros
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mas realizaron de 4 a 5 eyaculaciones (machos de fenotipo rapido). Con estos resultados se
determin6 que alrededor del 10% de la poblacién de ratas macho muestra el fenotipo
eyaculatorio lento, otro porcentaje similar manifestd el fenotipo rapido y el 80%, el fenotipo
intermedio. Ademas, en otro grupo de ratas fueron registrados los parametros copulatorios de la
primera serie eyaculatoria NM, NI, LM LI y LE en la sexta prueba copulatoria; asi como el
namero de eyaculaciones (NE) durante 30 minutos. Estos pardmetros se compararon entre los
fenotipos eyaculatorios. Se encontraron diferencias significativas en el NM, NE, LIy LE entre
los machos de distinto fenotipo; p<0.05. Los machos de fenotipo rapido mostraron la menor LE
(247x45, segundos) seguidos de los intermedios y lentos (717+133 y 1697+80 segundos
respectivamente). EI mismo comportamiento de los datos se observa en los parametros de NM
y LI; p<0.05 (Tabla 1) (Pattij y cols. 2005, Olivier y cols. 2006). Cabe mencionar que los autores
no determinaron el 111 el cual podria ser significativamente diferente entre los fenotipos lento,
intermedio y répido. Utilizando los datos de la Tabla 1 se obtiene que el 111 es 303.04, 94.32 y
66.76 segundos, para los machos de fenotipo lento, intermedio y rapido, respectivamente
modificada de (Olivier y cols. 2006).

Interesantemente, se mostré que la dopamina, opiaceos y serotonina acortan la latencia de
eyaculacion (Ahlenius y cols 1982, Agmo y Paredes 1988, Mos y cols. 1990, Mos y cols. 1991,
Olivier y cols. 2006). Por ejemplo, la administracion de pergolida (agonista dopaminérgico)
redujo el numero de intromisiones y disminuya la latencia de la eyaculacion respecto a un grupo
control (360seg a 120 seg, respectivamente; Ahlenius y cols 1982). Ademas, la administracion
de morfina (opiaceo) disminuye la latencia de eyaculacién respecto a un grupo control (249 y
930 seg, respectivamente; Agmo y Paredes 1988). Mientras que la administracion de 8-OH-
DPAT, flesinoxan, buspirona o ipsapirona (agonistas serotoninergicos) redujo la latencia de
eyaculacion (238 y 869 seg; 281 y 854 seg; 502 y 860 seg respectivamente; Mos y cols. 1990,
Mos y cols. 1991, Olivier y cols. 2006). Cabe sefialar, que los resultados de algunos de estos
trabajos, los machos mostraron fenotipo eyaculatorio intermedio pero el tratamiento modificd
dicho fenotipo a rapido. Ademas, como se mencioné anteriormente que la dopamina, opioides
y serotonina inducen analgesia copulatoria en la rata macho. Por lo anterior, en el presente

estudio se evaluara la relacion entre los fenotipos copulatorios y la analgesia eyaculatoria.
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Figura 6. Histograma que muestra el nimero de eyaculaciones y la latencia de la primera eyaculacion
de una prueba copulatoria de 30 min, en una poblacién de 546 ratas macho Wistar. Datos de la cuarta
prueba copulatoria (modificada de Olivier y cols. 2006).

Tabla 1. Parametros copulatorios de una poblacion de 100 ratas macho Wistar agrupados en
fenotipos eyaculatorios lento, intermedio y rapido.

Parametro Lento Intermedio Réapido ANOVA
copulatorio
NM 42.0+4.0 23.0£4.0* 8.2+1.8% ***  F(35=23.1; p<0.001
NI 5.6+1.4 7.6+0.9 7.5%1.0 F35=1.1; NS
NE 0.2+0.1 1.9+0.3* 3.7£0.2%**  F(35=70.3; p<0.001
LM (s) 47.6+30.6 6.5+0.8 13.6+7.7 F35=1.5; NS
LI (s) 544.0+£197.0 46.6+12.3 20.8 +6.1* F(2.35=6.6; p<0.005
LE(s) 1697480 7174£133* 247+45% **  F(35=62.7; p<0.001

Los datos representan la media + error estandar. Los parametros fueron registrados durante la primera
serie eyaculatoria de la sexta prueba copulatoria, el nimero de eyaculaciones se registré durante los 30
minutos que durd el experimento. NM, nimero de montas; NI, nimero de intromisiones; NE, nimero de
eyaculaciones; LM, latencia de monta en segundos (s); LI, latencia de intromisién (s). * ***p<0.05 en
comparacion con fenotipo lento; **p<0.05 en comparacién con fenotipo intermedio (modificada de Pattij

y cols. 2005).
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3. JUSTIFICACION

Con base en los resultados de estudios anteriores sabemos que la rata macho presenta analgesia
durante y después de la copula. Adicionalmente, también conocemos que debido a las diferentes
latencias de eyaculacién se pueden identificar tres fenotipos eyaculatorios rapido, intermedio y
lento. En el entendido de que algunos neurotransmisores (dopamina y serotonina) y opioides en
las areas cerebrales (corteza insular, tdlamo, sustancia gris periacueductal, médula espinal, area
tegmental ventral y sustancia negra) estan relacionadas con el acortamiento de la eyaculacion y
la analgesia, es posible sugerir que la analgesia entre los machos de distinto fenotipo sea

diferente debido a la diferente latencia de eyaculacion.
4. HIPOTESIS
La analgesia producida durante la cdpula y post-copula es diferente entre los machos de distinto

fenotipo eyaculatorio, por lo que los machos de menor latencia de eyaculacién (fenotipo rapido)

tendran mayor analgesia copulatoria que los otros fenotipos.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la analgesia copulatoria en machos de diferente fenotipo eyaculatorio durante y después

de la copula.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

» Establecer el umbral al dolor en ratas machos de diferente fenotipo eyaculatorio (rapido,

intermedio y lento) durante y después de la ejecucion de dos series eyaculatorias.

 Evaluar el umbral al dolor en machos de diferente fenotipo eyaculatorio (rapido, intermedio

y lento) después de solamente 5 intromisiones.

» Determinar el umbral al dolor en machos de diferente fenotipo eyaculatorio (répido,

intermedio y lento) después de solamente una eyaculacion.
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7. METODOLOGIA

7.1. Animales

Se utilizaron (N=115) ratas macho de la cepa Wistar sexualmente maduras de 3 meses de edad
(300 gramos de peso corporal al inicio del estudio). Los animales fueron mantenidos en
condiciones de bioterio con temperatura de 20£2°C, con ciclo invertido de luz-oscuridad (12:12)
con acceso libre al agua y alimento (Rodent Laboratory Chow). Las hembras (200 gramos de
peso corporal) fueron ovariectomizadas e inducidas hormonalmente el estro (10 microgramos
de benzoato de estradiol y 2 miligramos de progesterona; via subcuténea a las 44 y 4 horas
respectivamente, antes de la prueba copulatoria).

7.2. Pruebas copulatorias de entrenamiento sexual

Los machos sexualmente inexpertos fueron colocados dentro de una arena copulatoria 50 x 50
centimetros (didmetro x altura) durante 5 minutos para su habituacion. Transcurrido este tiempo,
una hembra receptiva sexualmente fue introducida e inicio el registro conductual. Las pruebas
terminaron a los 15 minutos si el macho sélo realizaba montas, permanecia inmovil o indiferente
a la hembra; a los 30 minutos después de la primera intromision, aunque no eyaculara, o bien
cuando eyaculara. Se registraron latencia de monta (LM), de intromision (LI) y de eyaculacion
(LE), asi como el nimero de montas (NM) y de intromisiones (NI). Ademas, se calcul6 el
intervalo inter-intromisién (I11). EI entrenamiento copulatorio fue de 6 pruebas con intervalo de
2-3 dias entre ellas. Solo fueron seleccionados aquellos machos que mantuvieron estables su LE
en las ultimas cuatro pruebas de entrenamiento. Se distinguieron los fenotipos eyaculatorios en
lento, intermedio o rapido segun la duracién de sus LE (247+45, 717+133 y 1697480 segundos,

respectivamente), de acuerdo con lo previamente mostrado (Olivier y cols. 2006).

7.3. Evaluacion del UVCE

La medicion del UVCE se realizo fijando un par de electrodos en la base de la cola, que estaban
conectados en su extremo opuesto a un estimulador de corriente directa Nuclear Chicago que a
su vez, fue conectado a un osciloscopio en donde se observd si la rata recibio el choque eléctrico.

Después de cinco minutos dentro del redondel, para que la rata se adaptara a los electrodos, se
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evalu6 el UVCE, aplicando un tren de choques eléctricos con pulsos cuadrados de 60 Hz,
durante 300 milisegundos a 0.1 mA de intensidad. Se inici6 en orden creciente comenzando con
0 mA (el intervalo entre los pulsos eléctricos fue de 10 segundos) hasta que el animal emitio
una vocalizacion audible. Cuando el animal vocaliz6é se dieron choques en orden decreciente de
intensidad, hasta que el animal no vocaliz6. Este procedimiento se repitio tres veces, para
obtener tres datos de intensidad de corriente en los cuales la rata vocalizd. Los valores obtenidos

fueron promediados (Figura 7).
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Figura 7. Evaluacién del umbral de vocalizacién al chogue eléctrico (UVCE). A. ejemplo de evaluacion
de UVCE. Los circulos negros representan el momento en que la rata macho recibié el choque eléctrico
sin emitir una vocalizacion audible, mientras que en los circulos rojos emitié una vocalizacion audible.
B. Arena copulatoria. C. Rata macho con par de electrodos fijados en la base de la cola. D. Generador
de corriente eléctrica. F. Osciloscopio.
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7.4. Disefio experimental

Después del entrenamiento copulatorio, pruebas 1-6, las ratas macho ya identificadas con algin
fenotipo eyaculatorio fueron trasladadas del Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta al Centro
de Investigacion en Reproduccion Animal. Se mantuvieron una semana en condiciones de
bioterio para su adaptacion. Después los machos se dividieron en nueve grupos experimentales
constituidos por tres subgrupos, cada uno para los distintos fenotipos (rapido, intermedio y
lento). Un grupo de cada fenotipo fue asignado en alguno de los siguientes experimentos;
Experimento 1. UVCE durante dos series eyaculatorias y en sus respectivos intervalos post-
eyaculatorios (SE1, SE2, IPE1 e IPE2); Experimento 2. UVCE a los 0, 5, 20 y 60 minutos
después de la eyaculacion; Experimento 3. UVCE a los 0, 5, 20 y 60 minutos después de 5
intromisiones. Los machos del experimento 1 fueron sometidos a 4 pruebas (7-10). Los machos
de los experimentos 2 y 3 fueron sometidos a 3 pruebas (7-9). Estas tuvieron intervalo de 7 dias

entre ellas (Figura 8).
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Figura 8. Disefio experimental para distinguir los fenotipos eyaculatorios y evaluar el Umbral de
Vocalizacién al Choque Eléctrico (UVCE).
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7.4.1. Experimento 1. Efecto del fenotipo eyaculatorio sobre el UVCE durante dos series
eyaculatorias y en sus respectivos intervalos post-eyaculatorios
En la prueba 7 se evalud la actividad copulatoria de una serie eyaculatoria para descartar
cambios en los fenotipos eyaculatorios debidos al traslado. En la prueba 8 a los machos de cada
fenotipo se les fij6 un par de electrodos en el segmento proximal de la cola, luego fueron
introducidos a la arena copulatoria durante 5 minutos para su habituaciéon. Inmediatamente
después se les evaluo el UVCE-Basal-Experimental (sin hembra), posteriormente se introdujo
a la arena copulatoria una hembra receptiva. Durante la SE1 (después de la primera intromision)
se comenzd la evaluacién del UVCE-Experimental (con una hembra receptiva). Se evalud
nuevamente el UVCE-Experimental durante el IPE1 (inmediatamente después de la
eyaculacion). Se replicd lo anterior durante la SE2 e IPE2. Los datos obtenidos fueron
transformados a porcentaje de cambio (%C) utilizando la siguiente formula: %C=(UVCE
Experimental/lUVCE Basal) (100)-100. En la prueba 9, se evaluaron los pardmetros
copulatorios de una serie eyaculatoria para descartar cambios en los fenotipos eyaculatorios
debidos al choque eléctrico. Finalmente, en la prueba 10 se evalu6 el UVCE-Basal y UVCE-
Experimental de la misma forma que en la prueba 8 y con los mismos lapsos de tiempo, pero
sin hembra presente (UVCE-Basal-Control y UVCE-Control, respectivamente), esto para

obtener valores comparables con los valores obtenidos durante la prueba 8 (Figura 9).

Efecto de dos SE sobre el UVCE en machos de diferente fenotipo copulatorio

Pruebas experimentales
(con intervalo de 7 dias)

Prueba 7 Prueba 8 Prueba 9 Prueba 10
uvcE IPE1 IPE 2 e SE1  IPE1 IPE 2
Basal
Experimental l J Control L J
UVCE-Experimental UVCE-Control
(con hembra receptiva) « (sin hembra)

Mismos lapsos de tiempo

Figura 9. Disefio del experimento 1. Los rectangulos grises representan las pruebas experimentales. Los
rectangulos negros representan las pruebas a que fueron sometidos las ratas macho; Series Eyaculatorias
1y 2 (SEly SEZ2, respectivamente); Intervalos Post-Eyaculatorios 1y 2 (IPE1 e IPE2, respectivamente);
Umbral de Vocalizacion al Choque Eléctrico al ser expuesto a una hembra receptiva (UVCE-
Experimental) o no (UVCE-Control).
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7.4.2. Experimento 2. UVCE a los 0, 5, 20 y 60 minutos después de 5 intromisiones, en
machos de diferente fenotipo eyaculatorio
En la prueba 7 se evaluo la actividad copulatoria de una serie eyaculatoria para descartar
cambios en los fenotipos eyaculatorios debidos al traslado. En la prueba 8 a los machos de cada
fenotipo se les fij6 un par de electrodos en el segmento proximal de la cola, luego fueron
introducidos a la arena copulatoria durante 5 minutos para su habituacion. Inmediatamente
después se les evaluo el UVCE-Basal-Experimental, luego se introdujo en la arena copulatoria
a una hembra receptiva. Posteriormente, se les permitio copular hasta realizar 5 intromisiones
momento en cual se retiré la hembra. Se evalué el UVCE-Experimental a los 0, 5, 20 y 60
minutos después de las 5 intromisiones. Finalmente, en la prueba 9 se evalud una serie

eyaculatoria para descartar cambios en el fenotipo debido a los choques eléctricos (Figura 10).

7.4.3. Experimento 3. UVCE a los 0, 5, 20 y 60 minutos después de la eyaculacion, en
machos de diferente fenotipo eyaculatorio

En la prueba 7 se evaludé una serie eyaculatoria para descartar cambios en los fenotipos
eyaculatorios debidos al traslado. En la prueba 8 a los machos de cada fenotipo se les fijé un par
de electrodos en el segmento proximal de la cola, luego fueron introducidos a la arena
copulatoria durante 5 minutos para su habituacion. Inmediatamente después se les evalu6 el
UVCE-Basal, luego se introdujo en la arena copulatoria a una hembra receptiva. Posteriormente,
se les permitié copular hasta la eyaculacién y se retird la hembra. Se evalué el UVCE-
Experimental a los 0, 5, 20 y 60 minutos después de la eyaculacion. Finalmente, en la prueba 9
se evalud una serie eyaculatoria para descartar cambios en el fenotipo debido a los choques
eléctricos (Figura 10).
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Pruebas experimentales
(con intervalo de 7 dias)

Prueba 7 Prueba 8 Prueba 9
UVCE 0 5 20 60 UVCE 0 5 20 60
SE Basal minutos Basal minutos

Experimental | J Control | J
UVCE-Experimental UVCE-Control

(sin hembra) (sin hembra)

Eyaculacién
o T Mismos lapsos de tiempos

5 intromisiones
(con hembra receptiva)

Figura 10. Disefio de experimentos 2 y 3. Los rectangulos grises representan las pruebas experimentales. Los
rectangulos negros representan las pruebas a que fueron sometidos las ratas macho; Serie Eyaculatoria 1 (SE1);
Umbral de Vocalizacion al Choque Eléctrico (UVCE).
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7.5. Analisis estadistico
En cada fenotipo eyaculatorio se compard el UVCE evaluado en 4 tiempos diferentes, durante
la misma prueba. Se ocupd la prueba de Friedman, para medidas repetidas no paramétricas,

seguida de Bonferroni corregida, como post-hoc. El nivel de significancia fue de p<0.05.

La comparacion entre fenotipos eyaculatorios del parametro de UVCE, asi como de los
parametros copulatorios se utilizd la prueba para datos no paramétricos de Kruskal-Wallis,
seguida de U de Mann-Whitney corregida, como post-hoc. El nivel de significancia fue de
p<0.05.

La comparacion entre el UVCE-Experimental (UVCE con hembra) y UVCE-Control (sin
hembra), se realizé con una prueba para datos no paramétricos de “U de Mann-Whitney”,

p<0.05.

Se realiz6 la correlacion de Spearman para evaluar la correlacion entre los datos UVCE con

los parametros copulatorios. El nivel de significancia fue de p<0.05.
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8. RESULTADOS

8.1. Pruebas copulatorias de entrenamiento sexual

Durante las pruebas del entrenamiento copulatorio se registrd la LE y se promediaron las 4
ultimas pruebas para agrupar a los machos en fenotipo répido, intermedio o lento. Una vez
realizado esto, se obtuvo la mediaterror estandar de los fenotipos rapido, intermedio y lento, de
los machos experimentales, que fueron de 223.95+£16.95, 798.16+155.99 y 1742.67+109.78,
respectivamente. En la figura 11 se muestra la distribucion de la LE de todos los machos de
fenotipo rapido (n=21), intermedio (n=20) y lento (n=8). La LE se registré durante las pruebas
de entrenamiento (1-6) y las pruebas experimentales (7-9). Se puede observar que a partir de la
prueba 3 de entrenamiento, se manifiesta el fenotipo y se mantiene, excepto en los machos de

fenotipo lento que lo presentan en la prueba 7.

38



2800 -~ _ —— Rapido (n=21)
—&— |ntermedio (n=20)
2400 - —8— | ento (n=8)

2000 -
1600 -
1200 -

800 -

(segundos; media t ee)
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Pruebas copulatorias

Figura 11. Latencia de eyaculacion de machos rapidos, intermedios y lentos durante las pruebas de
entrenamientos (1-6) y las pruebas experimentales (7-9). Los machos rapidos e intermedios mantienen
su latencia de eyaculacion después de la prueba 3. Los machos de fenotipo lento manifiestan su latencia
eyaculacion hasta la prueba 7. Las lineas punteadas acotan la duracién minima y maxima de las latencias
de eyaculacion segun los fenotipos copulatorios: rapido, intermedio y lento (223.95+16.95,
798.16+155.99, 1742.67+109.78 segundos; respectivamente). Se expresa la mediaterror estandar.
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8.2. Experimento 1. Efecto del fenotipo eyaculatorio sobre el UVCE durante dos series
eyaculatorias y en sus respectivos intervalos post-eyaculatorios

Se evaluo el porcentaje de cambio de UVCE de todos los machos, rapido+intermedio+lento
(n=34) mostraron significativamente mayor porcentaje de cambio en la SE1 [Z(1, 47)=5.45;
p=0.001], SE2 [Z(1,47)=3.07; p=0.001], IPE1 [Z(1, 47)=5.47; p=0.001] e IPE2 [Zq, 47y=2.59;
p=0.009], respecto a su grupo control (Figura 12). Posteriormente, se diferenciaron estos
machos en rapidos (n=21), intermedios (n=20) y lentos (n=8) y se realizaron comparaciones
entre los fenotipos eyaculatorios. Los machos de fenotipo rapido muestran significativamente
mayor porcentaje de cambio en la SE1 [Z(1, 24)=3.22; p=0.001], SE2 [Z1, 24=1.92; p=0.050],
IPEL1[Zq, 24=2.50; p=0.011] e IPE2 [Z(1, 24=2.44; p=0.012] respecto a los machos lentos. Asi
mismo, los machos rapidos mostraron mayor porcentaje de cambio en el SE1 [Zq, 26)=2.15;
p=0.031] respecto a los intermedios (Figura 14). Los machos intermedios muestran
significativamente mayor porcentaje de cambio en la SE1 [Z(, 27=1.90; p=0.05], SE2 [Z,
27=1.98; p=0.049], e IPE2 [Z(1, 27)=2.18; p=0.028] respecto a los machos lentos.

Se evaluaron los pardmetros copulatorios de NI, 111y LE (se evaluaron estos parametros debido
a que estan relacionados con la eyaculacion) de cada uno de los fenotipos en la SE1y SE2 de la
prueba 8 (prueba donde se determin6 el UVCE). En la SE1 los machos de fenotipo rapidos
presentan menor NI (Z, 25=2.17; p=0.28), Il (Z@, 25=3.37; p=0.001) y LE (Z, 25=3.43;
p=0.001) respecto a los lentos. Ademas, los machos rapidos mostraron menor 11 (Z(, 27)=3.56;
p=0.001) y LE (Zq, 27=3.94; p=0.001) respecto a los intermedios. Los machos intermedios
muestran significativamente menor LE (Z(1, 27y=4.34; p=0.001) respecto a los lentos. En la SE2
los machos de fenotipo rapido presentaron menor Il (Z(1,25=2.40; p=0.013) y LE (Z(1, 25=2.87;
p=0.002) respecto a los lentos. Asi mismo, en la SE2 los machos de fenotipo lento presentaron
significativamente mayor LE respecto a los intermedios (Z(1,255=4.06; p=0.001) y répidos
(Z(1,25=4.09; p=0.001; Figura 15).

Se realizd una regresion lineal para determinar la correlacion entre los parametros copulatorios

de NM, I1l'y LE con el porcentaje de cambio de UVCE. En la figura 15 se muestra la regresién

lineal del porcentaje de cambio de UVCE de la SE1 con los parametros copulatorios de la misma
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SE1 (n=59). Solo existe correlacion entre el 111y LE con el porcentaje de cambio de UVCE de
la SE1 (p=0.002; p=0.001, respectivamente; Figura 16).
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Figura 12. Umbral de vocalizacion al choque eléctrico (UVCE). Los machos experimentales tienen
mayor UVCE respecto a los controles, en las series eyaculatorias. Sujetos experimentales, evaluados
después de la primera monta y la eyaculacion de cada serie eyaculatoria; sujetos control sin cépula,
mismos sujetos experimentales evaluados una semana después, en los mismos intervalos de tiempo que
en la prueba anterior (N=49). SE1=serie eyaculatoria 1; IPE1=intervalo post-eyaculatorio 1; SE2=serie
eyaculatorias 2; IPE2=intervalo post-eyaculatorio 2. U de Mann-Whitney p<0.05. Letras diferentes
muestran diferencias significativas. Se muestran las medianas y los rangos intercuartiles.
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% de Cambio de UVCE

Rapido (n=21) Intermedio (n=20)
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Figura 13. Umbral de vocalizacién al choque eléctrico (UVCE). Se evalu6 el UVCE después de la primera intromision y la eyaculacién de
cada serie eyaculatoria. Los tres fenotipos muestran mayor porcentaje de cambio durante sus dos series eyaculatorias respecto a los intervalos
inter-intromision. Siendo los lentos los de menor porcentaje de cambio. SE1=serie eyaculatoria 1; IPEl=intervalo post-eyaculatorio 1;
SE2=serie eyaculatorias 2; IPE2=intervalo post-eyaculatorio 2. Friedman seguida de Bonferroni corregida como post-hoc p<0.05. Letras

diferentes muestran diferencias significativas. Se muestran las medianas y los rangos intercuartiles.
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Figura 14. Umbral de vocalizacion al choque eléctrico (UVCE) evaluados en las series eyaculatorias 1y 2 (SE1y SE2, respectivamente) con
sus respectivos Intervalos post-eyaculatorios (IPE1 e IPE2, respectivamente), de los fenotipos eyaculatorios rapido (n=21), intermedio (n=20)
lento (n=8). Se observa diferencias significativas en la mayoria de las evaluaciones, siendo los machos de fenotipo rapido los de mayor UVCE.
Parametros obtenidos en la prueba 8, cuando se evalu6 el UVCE basal y experimental. Kruskal-Wallis seguida de U de Mann-Whitney como
post-hoc, p<0.05. Letras diferentes muestran diferencias significativas. Se muestran las medianas y los rangos intercuartiles.
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Figura 15. Parametros copulatorios de nimero de montas, intervalo inter-intromisién y latencia de eyaculacién de las Series Eyaculatorias 1
y 2 (SE1, SE2, respectivamente), de los fenotipos eyaculatorios rapido (n=21), intermedio (n=20) lento (n=8). Se observa diferencias
significativas en la mayoria de las evaluaciones, siendo los machos de fenotipo rapido los de menor intervalo y latencia. Pardmetros obtenidos
en la prueba copulatoria 8, cuando se evalué el UVCE basal y experimental. Kruskal-Wallis seguida de U de Mann-Whitney como post-hoc,
p<0.05. Letras diferentes muestran diferencias significativas. Se muestran las medianas y los rangos intercuartiles.
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Figura 16. Correlacion de Spearman de los parametros copulatorios de intervalo inter-intromision y
latencia de eyaculacion con el porcentaje de cambio del Umbral de Vocalizacion al Choque Eléctrico
(UVCE), de la Serie eyaculatoria 1. Datos de todos los sujetos experimentales (n=49). Existe correlacion
entre LE e Ill con el porcentaje de cambio de la SE1. Se muestran con puntos negros los machos de
fenotipo rapido; triangulo rojo, fenotipo intermedio; cuadro azul, fenotipo lento.
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8.3. Experimento 2: UVCE después de 5 intromisiones, en machos de diferente fenotipo
eyaculatorio
Se evaluo el porcentaje de cambio del UVCE a los 0, 5, 20, y 60 minutos después de 5
intromisiones, de todos los machos sin identificar fenotipos eyaculatorios. Se observd mayor
porcentaje de cambio de los experimentales respecto a los controles solamente a los 0 minutos
después de las 5 intromisiones [Z(1, 26)=3.102; p=0.002; Figura 17]. Posteriormente se realiz
una comparacion en los diferentes tiempos entre los machos de fenotipo eyaculatorio rapido
(n=9), intermedio (n=6) y lento (n=8), no hubo diferencias significativas (Figura 18). Asi
mismo, en cada fenotipo copulatorio se compard el porcentaje de cambio entre las cuatro
evaluaciones hechas a los diferentes tiempos. Los machos de fenotipo rapido mostré6 menor
porcentaje de cambio a los 60 minutos respecto a los 0, 5 y 20 minutos [Zq, 8=1.722; p=0.005;
Z1, 8=1.440; p=0.018; Z, 8=1.944; p=0.001; respectivamente]. Los machos de fenotipo
intermedio solamente mostraron mayor porcentaje de cambio a los 0 minutos respecto a los 60
minutos [Z(1, 8y=2.100; p=0.010]. En contraste, los machos de fenotipo lento mostraron mayor
porcentaje de cambio a los 0 y 5 minutos respecto a los 60 minutos [Z(, =2.100; p=0.010; Z,

8)=1.700, respectivamente; p=0.037; Figura 19].

Se evalud el 111 de las 5 intromisiones precedidas a la evaluacion del UVCE de cada fenotipo
eyaculatorio. Los machos de fenotipo rapido mostraron menor 11 que los lentos (mediana=48,
maximo=56.55,  minimo=9.60;  mediana=283, @ mMA&ximo=575.63,  mMinimo=112.76,
respectivamente; Z1,8=2.76; p=0.017). Asi mismo, los machos de fenotipo intermedio
mostraron menor Il que los lentos (mediana=283, maximo=57.82, minimo=23.90 ;

mediana=283, maximo=575.63, minimo=112.76, respectivamente; Z1,25=2.76; p=0.017).
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Figura 17. Umbral de vocalizacion al choque eléctrico (UVCE). Sujetos experimentales (Exp),
evaluadosalos 0, 5, 20 y 60 minutos después de 5 intromisiones; sujetos control (Ctl) sin cdpula, mismos
sujetos experimentales evaluados una semana después, en los mismos intervalos de tiempo que
anteriormente  (N=27). U de Mann-Whitney p<0.05. Letras diferentes muestran diferencias
significativas. Se muestran las medianas y los rangos intercuartiles.
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Figura 18. Umbral de vocalizacion al choque eléctrico (UVCE) de cada fenotipo eyaculatorio. Sujetos
experimentales, evaluados a los 0, 5, 20 y 60 minutos después de 5 intromisiones; rapido (n=9),
intermedio (n=9), lento (n=9). Kruskal-Wallis seguida de U de Mann-Whitney como post-hoc, p<0.05.
Se muestran las medianas y los rangos intercuartiles.
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Figura 19. Umbral de vocalizacién al choque eléctrico (UVCE) de cada fenotipo eyaculatorio. Sujetos experimentales evaluados a los 0, 5,
20 y 60 minutos después de 5 intromisiones. Friedman seguida de Bonferroni corregida como post-hoc p<0.05. Letras diferentes muestran
diferencias significativas. Se muestran las medianas y los rangos intercuartiles.
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8.4. Experimento 3: UVCE despues de 1 eyaculacion, en machos de diferente fenotipo
eyaculatorio
Se evalué el porcentaje de cambio del UVCE, después de 1 eyaculacién de todos los machos
sin identificar los fenotipos eyaculatorios. Se observé mayor porcentaje de cambio a los 0,5y
20 minutos y disminuyé significativamente a los 60 minutos respecto al grupo control
[Z16)=2.95; p=0.003; Z(16)=3.62; p=0.001; Z(16)=2.76; p=0.006; Z16)=1.76; p=0.024; Figura 20).
Al identificar los machos de fenotipo rapido (n=18), intermedio (n=11) y lento (n=10). Ademas,
se comparo el porcentaje de cambio del UVCE entre los fenotipos eyaculatorios a los 0, 5, 20 0
60 minutos después de una eyaculacion. Los machos de fenotipo rapido mostraron mayor
porcentaje de cambio respecto a los lentos a los 5 y 20 minutos (Figura 21). Asi mismo, en cada
fenotipo copulatorio se comparé el porcentaje de cambio entre las cuatro evaluaciones hechas a
los diferentes tiempos. Los machos de fenotipo rapido mostré menor porcentaje de cambio a los
60 minutos respecto a los 0, 5 minutos [Zqa, 8=1.722; p=0.005; Zq, 8=1.440; p=0.018;
respectivamente]. Asi mismo los machos de fenotipo intermedio mostraron menor porcentaje

de cambio a los 0 y 5 minutos respecto a los 60 minutos (Figura 22).

Se evaluaron los pardametros copulatorios de NI, 1l y LE de cada fenotipo eyaculatorio Los
macho de fenotipo répido muestran menor LE [Z@, 26=2.10; p=0.035] respecto a los
intermedios. Ademas, los machos de fenotipo rapido muestran menor 1 [Z(1,20=2.68; p=0.004]
y LE [Z(1, 20=3.04; p=0.001] respecto a los machos de fenotipo lento. Los machos de fenotipo
intermedio muestran menor 1 [Z, 13=1.98; p=0.050] y LE [Z(1, 13)=2.12; p=0.036] respecto a
los machos lentos (Figura 23).
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Figura 20. Umbral de vocalizacion al choque eléctrico (UVCE). Caja blanca: Sujetos experimentales
(Exp), evaluados después de la primera eyaculacion. Sujetos control: Caja Gris: (Ctl) sin cdpula, mismos
sujetos experimentales evaluados una semana después, en los mismos intervalos de tiempo que
anteriormente (N=39). Los sujetos experimentales evaluados a los 0, 5, 20 y 60 minutos, después de 1
eyaculacion. U de Mann-Whitney p<0.05. Letras diferentes muestran diferencias significativas. Se
muestran las medianas y los rangos intercuartiles.
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Figura 21. Umbral de vocalizacion al choque eléctrico (UVCE) de cada fenotipo eyaculatorio; rapido
(n=18), intermedio (n=11), lento (n=10). Sujetos experimentales fueron evaluados después de la primera
eyaculacion a los 0, 5, 20 y 60 minutos. Comparacion entre grupos experimentales, prueba Kruskal-
Wallis, seguida de post-hoc Bonferroni; p<0.05. Letras diferentes muestran diferencias significativas. Se
muestran las medianas y los rangos intercuartiles.
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Figura 22. Umbral de vocalizacion al chogue eléctrico (UVCE) de cada fenotipo eyaculatorio. Sujetos experimentales evaluados después de
la primera eyaculacion; SEl=serie eyaculatoria 1; IPEl=intervalo post-eyaculatorio 1; SE2=serie eyaculatorias 2; IPE2=intervalo post-
eyaculatorio 2. Friedman seguida de Bonferroni corregida como post-hoc p<0.05. Letras diferentes muestran diferencias significativas. Se
muestran las medianas y los rangos intercuartiles.
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Figura 23. Parametros copulatorios de nimero de montas, intervalo inter-intromisién y latencia de
eyaculacion de las Series Eyaculatorias 1 (SE1), de cada fenotipo eyaculatorio; rapido (n=18), intermedio
(n=11), lento (n=10). Parametros obtenidos en la prueba copulatoria 8, cuando se evaluo6 el UVCE basal
y experimental. Kruskal-Wallis seguida de U de Mann-Whitney como post-hoc, p<0.05. Letras
diferentes muestran diferencias significativas. Se muestran las medianas y los rangos intercuartiles.
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9. DISCUSION

9.1. Experimento 1. Efecto del fenotipo eyaculatorio sobre el UVCE durante dos series
eyaculatorias y en sus respectivos intervalos post-eyaculatorios
Los presentes resultados muestran que las ratas macho pertenecientes a los diferentes fenotipos
eyaculatorios mostraron diferentes valores de UVCE: los eyaculadores rapidos presentaron los
valores méas altos. A pesar de que los machos de fenotipo lento acortaron su latencia de
eyaculacion en la SE2, siguieron teniendo latencia mas larga que la de los otros fenotipos en
EJS2. Ademas, el UVCE de los eyaculadores lentos fue menor que el de los eyaculadores
rapidos e intermedios. Debido a que el aumento de UVCE se interpreta como un indicativo de
analgesia, los eyaculadores rapidos manifestaron el nivel mas alto de analgesia,

presumiblemente debido a la mayor cantidad de intromisiones por unidad de tiempo.

Una posible base ontogénica para las diferencias en la latencia de la eyaculacion

Algunos estudios han mostrado diferencias anatdmicas relacionadas con la inervacién periférica
en hombres con eyaculacion precoz, es decir, un mayor numero de ramas del nervio dorsal del
pene (Zhang y cols. 2009, 2012), el cual se ha relacionado con la mayor sensibilidad tactil (Paick
y cols. 1998, Guo y cols. 2017). Asi, la seccién quirdrgica de algunas de esas ramas nerviosas
en los hombres aumenta de la latencia eyaculatoria (Zhang y cols. 2012). Esos hallazgos
sugieren que el mayor nimero de fibras sensoriales permiten latencias de eyaculacion mas corta,

y que podria presentarse tanto en ratas como en humanos.

En la rata se ha observado que el lamido que la madre provee a su cria macho en las primeras
etapas de la vida posnatal, favorece el desarrollo de la mielinizacion de las fibras sensoriales del
nervio sural (Segura y cols. 2014). Por lo tanto, se ha sugerido que el lamido genital pueda
estimular la mielinizacion del nervio dorsal del pene, es decir, la rama sensorial del nervio
pudendo. Por otro lado, si el lamido materno es deficiente se puede producir mielinizacién
suboptima vy, por lo tanto, baja sensibilidad del pene (no sabemos si estos eyaculadores
recibieron lamido deficiente). En el presente trabajo no evaluamos la calidad de lamido que las

crias recibieron durante su etapa de desarrollo. Considerando lo anterior, cabe la posibilidad de
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que aquellas crias que recibieron mayor frecuencia de lamido materno, podrias presentar mayor
sensibilidad del pene, lo que acortaria la latencia de la eyaculacion en los eyaculadores rapidos.
En tanto que en las ratas macho que reciben menor frecuencia de lamido genital, podrian
desarrollar menor densidad dendritica en las motoneuronas que inervan el masculo
bulboesponjoso, el cual esta involucrado en el patron motor eyaculatorio (Qureshi y Sédersten
1986). Asi mismo, existen otras evidencias que muestran la importancia de los lamidos que
reciben las crias sobre las erecciones ex copula. Por ejemplo, menor numero de lamidos
genitales provocan menor numero de erecciones peneanas (Lenz y cols. 2008). Por lo tanto,
podriamos especular que los machos de fenotipo répido recibieron mas lamidos genitales
durante el periodo postnatal temprano que los machos intermedios o lentos.

Participacién de neurotransmisores sobre la analgesia inducida por la copula masculina

El grado de analgesia copulatoria se ha relacionado con la estimulacion sexual que se produce
durante las intromisiones sucesivas las cuales provocan que se produzca un aumento del umbral
al dolor. La estimulacion genital durante las montas y las intromisiones aumentaron la
estimulacion sexual y también disminuyeron la percepcion del dolor (Gonzalez-Mariscal y cols.
1992). Se ha mostrado que varios neurotransmisores (e.g., GABA, serotonina y opioides) estan
implicados en la conducta copulatoria masculina (Fernandez-Guasti y cols. 1986, Hull y cols.
1986, Qureshi y Sddersten 1986, Agmo y Paredes 1988, Gonzalez-Mariscal y cols. 1992, Olivier
y cols. 2006, Veening y Coolen 2014) y en los procesos analgésicos (Basbaum 1978, 2009,
Szechtman y cols. 1981, Gonzélez-Mariscal y cols. 1994, Sawynok 1987). Por ejemplo, la
serotonina puede facilitar la expresion de la conducta copulatoria ya que la administracion de
agonistas del receptor 5-HT-1A (8-OH-DPAT, buspirona y flexinosan) redujo la latencia de la
eyaculacion (Waldinger 2002). Ademas, la metisergida (antagonista de serotonina), redujo la
analgesia inducida por la copula (Gonzalez-Mariscal y cols. 1994). Por lo tanto, las
intromisiones peneanas pueden incrementar la liberacion de serotonina lo cual contribuye a la
analgesia copulatoria. Por otro lado, después de la eyaculacion, también se liberan los opioides
lo que sugiere su participacion en la recompensa inducida por la cépula (Agmo y Berenfeld
1990). Asi la administracion de morfina (agonista opioide no selectivo) redujo la latencia de la

eyaculacion (Agmo y Paredes 1988). Este dato sugiere que el efecto inductor de recompensa de
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los opioides ocurre simultaneamente con la analgesia inducida por la cpula (Szechtman y cols.
1981, Forsberg y cols. 1987, Gonzélez-Mariscal y cols. 1994). Se podria especular que los
eyaculadores rapidos podrian desarrollar mas receptores opioides y / o mayor liberacion de
opioides que los eyaculadores lentos, lo que contribuye a su latencia de eyaculacion mas corta

y al grado maés alto de analgesia (Agmo y Paredes 1988, Gonzalez-Mariscal y cols. 1994).

Esta bien establecido que la copula genera un estado gratificante que es modulado por el sistema
dopaminérgico mesolimbico. Asi, cuando los endocannabinoides se liberan por copula se
activan dicho sistema que ademaés se provoca la co-liberacion de dopamina (Lupica y Reigel
2005). Ademas, la administracion de anandamida (otro endocannabinoides) facilitd la expresion
de la conducta tanto en varones normales sexualmente activos asi como en los machos que
presentan un comportamiento sexual lento ya que se redujo la latencia de la eyaculacion
(Rodriguez-Manzo y Canseco-Alba 2015). Se podria proponer que los endocannabinoides al
actuar sobre los receptores CB1 presentes en la médula espinal y otras estructuras del sistema
nervioso central, facilitan el comportamiento sexual masculino y también participa en la

analgesia (Rice y cols. 2002).

La actividad sensorial generada en la region genital durante la cépula produce analgesia
copulatoria (Gonzélez-Mariscal y cols. 1994). La serotonina se libera en la médula espinal
mediante fibras descendentes de las neuronas del rafe (Sorkins y cols. 1993). El nicleo del rafe
produce analgesia en respuesta a la estimulacion eléctrica (Hammond y cols. 1980), y su
frecuencia de disparo aumenta durante la excitacion sexual asociada con el inicio de la copula
(Jacobs 1987). Ademas, las neuronas espinales liberadoras de opioides (Gintzler y cols. 1983)
y de GABA (Roberts y cols. 1986) se activan cuando se estimulan los nervios de las estructuras
pélvicas. La liberacion de GABA producida por la eyaculacion (Lupica y Riegel 2005) podria
inhibir tanto el comportamiento sexual, es decir, dando lugar al periodo refractario como la
respuesta al dolor. El equilibrio entre estos dos efectos podria diferir entre los fenotipos de
eyaculadores. La region predptica media juega un papel critico en el control de la conducta
sexual masculina (Sachs y cols. 1976); se proyecta hacia la sustancia gris periacueductal en el

mesencéfalo, que se proyecta hacia el ndcleo paragigantocelular en la protuberancia, desde
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donde descienden fibras hacia los nucleos espinales que controlan la eyaculacion (Mantyh
1982). La sustancia gris periacueductal también modula la sensibilidad al dolor y es
neuroguimicamente heterogéneo (Moss y Basbaum 1983), esta heterogeneidad podria contribuir

a la variabilidad de los fenotipos eyaculatorios.

Durante la cpula, la estimulacion genital es transmitida por el nervio dorsal del pene sensorial
a la médula espinal sacra (McKenna y Nadelhaft 1985). La informacion sensorial de la médula
espinal llega a las neuronas oxitocinérgicas del nucleo paraventricular del hipotalamo (Swanson
y Kuypers 1980). Esas neuronas se proyectan directamente a través de fibras descendentes hacia
la médula espinal lumbosacra (Swanson y Kuypers 1980) liberando oxitocina que facilita la
ereccion del pene (Véronneau-Longueville y cols. 1999, Argiolas y Melis 2004, Baskerville y
cols. 2009). Por otro lado, la oxitocina también induce analgesia (Rojas-Piloni y cols. 2007,
Gonzéalez-Hernandez y cols. 2014). La oxitocina media la analgesia producida por la copula en
ratas macho (Futagami y cols. 2016). Es probable que exista una liberacion significativa de

oxitocina en la médula espinal de los eyaculadores rapidos.

Las intromision peneana mas que la eyaculacion, es la principal responsable en la induccion de
la analgesia que es mediada por la oxitocina central (Futagami y cols. 2016). En el presente
estudio, en donde se evalu6 el UVCE durante la cpula, encontramos que el umbral del dolor se
incrementd durante la conducta copulatoria intensa, es decir, en la SE1 de los machos rapidos y
en la SE2 de los machos rapidos e intermedios. Existe la posibilidad de que la estimulacién
sexual aumente rapidamente en los eyaculadores rapidos debido al intervalo de inter-intromision
que es mas corto en SE1, ya que podria existir que se desarrollaran mas ramas del nervio genital
sensitivo y a la activacién de mas de neuronas oxitocinérgicas en el nacleo paraventricular y, en
consecuencia, mas liberacion de oxitocina. Durante la SE2, los machos rapidos e intermedios
presentaron UVCE similar. En este caso, quizas la estimulacion sexual acumulada de la SE1
facilitd la liberacion de oxitocina de mas neuronas, produciendo asi niveles comparables de

analgesia entre ellas.
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Los primeros estudios de analgesia inducida durante la cpula fueron realizados en ratas hembra
por Komisaruk y Larsson (1971, en respuesta a la estimulacion vagino-cervical producida de
manera artificial. Este estimulo también produjo liberacion de oxitocina en la médula espinal
(Sansone y cols. 2002, Komisaruk y Sansone 2003). De acuerdo con este hallazgo, la analgesia
por estimulacién vagino-cervical inducida naturalmente durante el apareamiento se redujo con
la administracion de un antagonista del receptor de oxitocina, el atosiban, indicando que la
analgesia inducida por la cépula esta regulada por la oxitocina enddgena también en ratas

hembra (Gomoray cols. 2019).

9.2. Experimento 2: UVCE después de 5 intromisiones, en machos de diferente fenotipo
eyaculatorio
Los resultados del experimento 1 corroboraron que la copula aumenta los valores UVCE,
sugiriendo la presencia de la analgesia copulatoria. Ademas, se mostré que los machos de
fenotipos rapidos son los que presentan la mayor analgesia, seguida de los machos intermedios.
En el presente experimento encontramos que 5 intromisiones son suficientes para que la rata
aumente sus valores de UVCE respecto al grupo control a los 0 minutos posteriores a las 5
intromisiones (sin distincion de los fenotipos eyaculatorios). Sin embargo, a los 5, 20 y 60
minutos posteriores a las 5 intromisiones no hubo diferencias significativas, entre machos
controles y experimentales. Asi mismo, no se encontraron diferencias significativas al distinguir
los fenotipos eyaculatorios (rapido, intermedio y lento) y compararlos entre si en los diferentes
lapsos de tiempo (0, 5, 20 y 60 minutos). Al realizar las comparaciones intragrupales se observé
mayor mantenimiento del aumento del UVCE, de los 0 a los 20 minutos posteriores a las 5
intromisiones, en los machos rapidos respecto a los demas fenotipos. A pesar de encontrar
diferencias en el 11l entre los fenotipos no hubo diferencias significativas en el UVCE. Esto
indica que la ejecucion de 5 intromisiones no es suficiente para observar aumentos significativos

de los umbrales al dolor entre los fenotipos eyaculatorios.
Anteriormente, se menciond que la actividad sexual es favorecida por los neurotransmisores de

GABA, 5-HT, opioides y dopamina (Fernandez-Guasti y cols. 1986, Hull y cols. 1986, 2004
Qureshi y Sodersten 1986, Agmo y Paredes 1988, Gonzalez-Mariscal y cols. 1992, Olivier y
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cols. 2006, Veening y Coolen 2014), mismos que participan en los procesos analgésicos
(Basbaum 1978, 2009, Szechtman y cols. 1981, Gonzalez-Mariscal y cols. 1994, Sawynok
1987). Se ha mostrado que la dopamina en el tracto mesolimbico activa conductas motivadas,
incluida la copula. Existen tres sistemas principales en el control de la motivacion sexual,
respuestas motoras genitales y somatomotoras en la rata macho. Estos sistemas se activan con
la liberacion de dopamina, causada por la presencia de una hembra receptiva. El sistema
nigroestriatal fue el primero involucrado en la regulacion del despliegue motor en responder a
los estimulos sexuales; el segundo sistema es el mesolimbico el cual es fundamental para la
expresion de la conducta y el refuerzo del apetito, mientras que el Gltimo en ser involucrado fue
el area preoptica medial, el cual contribuye en desplegar los reflejos genitales, asi como a la
motivacidn sexual y los patrones motores copulatorios (Hull 1995, Hull y cols. 2002). Ademas,
la testosterona al actuar sobre sus receptores localizados en esa area, aumenta la sintesis de 6xido
nitrico que a su vez aumenta la liberacién de dopamina basal, proceso que induce la facilitacion
de la copulay los reflejos genitales (Hull y cols. 2002, 2004). Ademas, la administracion de un
inhibidor de recaptura de dopamina (GBR-12935) en la corteza insular, aument6 el umbral al
dolor ante un estimulo nocivo térmico y disminuyo la expresion de c-Fos en la médula espinal

(Burkey y cols 1999), sugiriendo que la dopamina participa en la analgesia copulatoria.

Se ha mostrado que la administracion de inhibidores de la recaptura de serotonina acorta la
latencia de eyaculacion mas no modifica el nimero de intromisiones (Waldinger 2002, Olivier
y cols. 2006). Ademas, la administracién de un antagonista de serotonina (metisergida) redujo
la analgesia inducida por la copula (Gonzéalez-Mariscal y cols. 1994). Por lo tanto, es probable
que las intromisiones incrementen la liberacion de serotonina en ratas macho, lo que puede
contribuir en que se presente analgesia inducida por la cépula. EI no haber encontrado
diferencias estadisticas entre los fenotipos eyaculatorios, que ejecutaron 5 intromisiones podria
deberse a que no se produjeron cambios enddgenos significativos en los neurotransmisores que
participan en la analgesia. El hecho de que los machos, con un fenotipo rapido, presenten por
mayor tiempo un aumento del UVCE, podria deberse a que la recaptura de los
neurotransmisores, relacionados con la analgesia, se produzca con mayor lentitud respecto a los

otros fenotipos.
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9.3. Experimento 3: UVCE después de 1 eyaculacion, en machos de diferente fenotipo
eyaculatorio
Los resultados de los previos experimentos mostraron que los machos de fenotipo rapido
presentaron el mayor aumento del UVCE, durante las SE1 y SE2. Ademas, los machos que
lograron tener 5 intromisiones, aumentaron sus valores de UVCE, sin mostrar diferencias
significativas en las comparaciones intergrupales. Sin embargo, el analisis de las comparaciones
intragrupales mostrd que los machos rapidos mantenian por mayor tiempo el incremento del
UVCE, cuando se compararon con los demas fenotipos. En el presente experimento también
mostré que la eyaculacion produce aumento de UVCE manteniéndose hasta los 20 minutos
posteriores (sin distincion de fenotipos eyaculatorios). Una vez que se distinguieron los
fenotipos eyaculatorios y se realizaron las comparaciones intergrupales, se observo que los
machos rapidos muestran mayor UVCE a los 5 y 20 minutos, después de la eyaculacion,
respecto a los machos lentos. Mientas que las comparaciones intragrupales del UVCE de los
tres fenotipos eyaculatorios (rapido, intermedio y lento) presentan el mayor aumento del UVCE
a los 5 minutos después de la eyaculacion. Por lo tanto este aumento del UVCE sugiere la
existencia de un proceso analgésico (Gonzalez-Mariscal y cols. 1992). El hecho de que los
machos rapidos mostraran el menor Il indica que se produjo una mayor cantidad de
intromisiones por unidad de tiempo lo que fortalece la hipétesis de que la frecuencia de

intromisiones corta favorece el aumento de la analgesia copulatoria.

Trabajos anteriores han mostrado alteraciones en la sensibilidad al dolor asociadas con la
actividad sexual (Saldivar-Gonzéalez 1994, Forsberg y cols.1987, Szechtman y cols. 1979,
Gonzélez-Mariscal 1992, 1994). Sin embargo, en esos trabajos no se han relacionado los
umbrales del dolor con los diferentes fenotipos eyaculatorios, i.e., rapido, intermedio y lento.
Asi mismo, se ha mostrado que la actividad de eyaculacion afecta la sensibilidad al dolor
mediante la activacion de los incrementos en la activacion del mecanismo GABAérgico
(Qureshi y Sodersten 1986) o de opioides (Forsberg y cols. 1987, Gonzalez-Mariscal y cols.
1994), inclusive de la serotonina (Gonzalez-Mariscal y cols. 1994). En resumen, la estimulacion

genital debida a la ereccidn del pene y su insercion en la vagina, durante la copula, contribuye
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a que suceda la presencia de la analgesia copulatoria (Forsberg y cols. 1987, Gonzalez-Mariscal
y cols. 1994). Nuestros datos apoyan dicha hipotesis, ya que los machos de fenotipo rapido
presentan tanto un mayor nimero de intromisiones en corto tiempo asi como del porcentaje de
UVCE. Asi el neurotransmisor inhibidor GABA, se encuentra presente en grandes
concentraciones en el asta dorsal (Miyata y Otsuka 1972, Curtis y Johnston 1974), en donde
regula la informacion nociceptiva en la meédula espinal. Ademas, la eyaculacion resulta en la
liberacion de GABA en el liquido cefalorraquideo (Qureshi y Sodersten 1986) inhibiendo
brevemente la copula después de la eyaculacion (Fernandez-Guasti y cols. 1986), también
induciendo analgesia (Sawynok 1987). Ademas, se ha mostrado que la infusion directa de
GABA en el area predptica media tiene poco efecto sobre la copula, produciendo solo un ligero
aumento en la latencia de intromision (Fernandez-Guasti y cols. 1986). Mientras que la infusién
del antagonista de GABAA en el area predptica media facilitd la conducta sexual en ratas
castradas tratadas con testosterona (Fernandez-Guasti y cols. 1986), acorto el intervalo inter-
intromision, la latencia de la eyaculacion y el intervalo posteyaculatorio (Fernandez-Guasti y
cols. 1985). Es probable que los machos de fenotipo rapido presenten mayor liberacion o mayor
namero de receptores a GABA lo que les facilitaria la conducta sexual, produciendo la mayor
analgesia copulatoria, Ademas, ayudara a mantener durante mas tiempo esta analgesia, después
de la eyaculacidn, respecto a los machos lentos.

Gonzélez-Mariscal y cols. 1994, sugieren que las fibras serotoninérgicas descendentes,
posiblemente se activen por las descargas neuronales del area predptica media durante la copula,
contribuyendo al aumento del UVCE (analgesia copulatoria). La serotonina es un
neurotrasmisor principalmente inhibidor dependiendo del tipo de receptor que active, por
ejemplo, la estimulacion de los receptores 5-HT.c aumenta las erecciones e inhibe la
eyaculacion, mientras que la estimulacion de los receptores 5-HT1a tiene los efectos opuestos:
facilita la eyaculacion y, en algunas circunstancias, inhibe la ereccion (Klint y Larsson 1995,
Waldinger 2002). Ademas, la 5-HT se libera en el hipotalamo lateral anterior en el momento de
la eyaculacion (Hull y cols. 2004). Nuestros resultados sugieren que el alto UVCE que presentan
los machos rapidos es debido a la activacion frecuente del sistema serotoninérgico el cual es

facilitando por la cépula y asi incrementando la analgesia por la cépula. Este efecto tiene mayor
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duracién en los machos con fenotipo rapido, respecto a los lentos, ya que se puede especular
que el sistema nervioso de esos machos, los rapidos, tardaria mayor tiempo en recapturar a todos
0 quizd algunos de los neurotransmisores mencionados. Hacen falta mas estudios
farmacologicos en relacion con los fenotipos eyaculatorios con la analgesia copulatoria para

conocer mas al respecto.

Rapido  Intermedio Lento

A) 111 111 111

B) - 1N

Percepcion al dolor

o § 3 3

-Liberacion de neurotransmision de
-Densidad de receptores de
neurotransmisores para

5-HT, Opioides, )
Oxitocina, GABA °

Figura 24. Esquema hipotético para explicar la analgesia copulatoria. A) Los eyaculadores rapidos
mostraron el 11l méas corto y los machos lentos el 111 mas largo, lo que indica una mayor actividad sexual
por parte de los primeros. B) Los eyaculadores rapidos presentaron la mayor analgesia copulatoria en
comparacion con los machos lentos. C) Los eyaculadores rapidos tuvieron la analgesia més alta y la
latencia de eyaculacion mas corta, posiblemente relacionada con su nivel relativamente mas alto de
liberacion de 5-HT, opioides, oxitocina, GABA y/o densidad de los receptores correspondientes.
I1I=Intervalo inter-intromisiones (modificado de Aguilar-Pérez y cols. -en linea antes de imprimir-).
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10. CONCLUSIONES

Los impulsos sensoriales de las estructuras genitales internas y externas durante la cépula
generan analgesia. El nivel de analgesia depende de la velocidad de la cdpula en ratas macho;
es decir, cuanto mas corto sea el intervalo entre intromisiones, mayor sera el nivel de analgesia
(Fig. 24). Esto podria deberse en parte a la liberacion de neurotransmisores de 5-HT, opioides,
oxitocinay GABA en la médula espinal (Gonzalez-Mariscal 1994, Rice y cols. 2002, Sorkins y
cols. 1993, Rojas-Piloni y cols. 2007), y/o debido a una mayor densidad de los receptores
correspondientes. Se requieren anélisis farmacoldgicos futuros para comprender los procesos
neuroquimicos relacionados con la analgesia copulatoria que ocurren en ratas macho con
diferentes fenotipos eyaculatorios. Evolutivamente, la analgesia copulatoria de los machos
rapidos podria proporcionar una ventaja adaptativa al reducir la sensacién aversiva del pene lo

que permitiria un mayor nimero de series eyaculatorias por unidad de tiempo.

11. PERSPECTIVAS

Este trabajo nos permiti6é conocer mas detalles sobre la relacion entre la analgesia copulatoria y
los fenotipos eyaculatorios. Sin embargo, se originaron diversas interrogantes, por ejemplo:
¢Qué neurotransmisores inducen el mayor UVCE en los machos rapidos respecto los deméas
fenotipos eyaculatorios? Se requieren realizar estudios administrando agonistas o antagonistas
a los neurotransmisores relacionados con la analgesia copulatoria. Esto para identificar si
modifican el UVCE asi como la latencia de eyaculacién, lo que sugeriria la participacion de tal

neurotransmisor en ambos aspectos.

Otra interrogante, es saber ¢qué areas nerviosas estan involucradas en la diferencia del UVCE
entre los machos de distintito fenotipo eyaculatorio? Esto podria responderse mediante técnicas
inmunohistoquimicas que se podrian realizar posterior a la copula y la evaluacion del UVCE.
Se podria registrar la expresion de c-fos en la médula espinal, area predptica media o sustancia
gris periacueductal que estan relacionadas tanto en la analgesia como en la copula. Existe otra

técnica llamada resonancia magnética funcional, que permite ver la actividad de las redes
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nerviosas. Alguna de estas técnicas nos permitira conocer si existen diferencias nerviosas entre

los machos de diferente fenotipo eyaculatorio.

En nuestro laboratorio de ha observado que el “pacing” femenino, asi como la competencia
intra-sexual, modifica los fenotipos acortando o alargando las latencias eyaculatorias,
respectivamente. Teniendo este antecedente surge la siguiente pregunta ¢la modificacion del
fenotipo por pacing o competencia intra-sexual cambiara las diferencias del UVCE? Esto nos
podria indicar indirectamente, diferencias neuroquimicas y/o anatomicas entre los fenotipos

eyaculatorios.
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Analgesia copulatoria en machos de distinto fenotipo copulatorio

Carlos Edmundo Aguilar Pérez!, Porfirio Gémora Arrati?, Oscar Gonzalez’ y Rosa
Angeélica Lucio Lucio®.

'Doctorado en Ciencias Biologicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala (UATX).

2Centro de Investigacion en Reproduccion Animal, CINVESTAV-Lab.-Tlaxcala, UATx
3Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UATXx.

El dolor es una senal de alarma cuvo propésito es proteger al organismo. Se ha mostrado que
la copula puede modificar la percepcion al dolor, lo que se conoce como analgesia copulatoria.
Esta ha sido estudiada en la rata de laboratorio mediante diversos métodos, entre ellos, la
medicion de la respuesta al Umbral de Vocalizacion que produce el Choque Eléctrico a la cola
(UVCE). Datos de nuestro grupo indican que las ratas macho presentan analgesia no solo
durante v después de la primera serie evaculatoria sino incluso durante v después de la
segunda. Mas aun, las montas v las intromisiones también la producen. Por otra parte, se sabe
que el hombre v la rata macho pueden presentar tres fenotipos eyvaculatorios, i.c., rapido,
intermedio o lento dependiendo de la latencia evaculatoria. Ademas que, el nimero de
intromisiones e intervalo inter-intromision también ditieren entre los fenotipos. Sin embargo,
desconocemos si la analgesia copulatoria depende del fenotipo copulatorio por lo que, en el
presente provecto se evaluara la analgesia copulatoria en ratas macho con diferente tenotipo
copulatorio. Las ratas macho de la cepa Wistar tendran entrenamiento sexual de seis sesiones
para identificar su fenotipo copulatorio. Una sesion por dia de una serie eyaculatoria con
intervalo de tres dias. Seran evaluados los parametros copulatorios convencionales: nimero de

montas e intromisiones, latencias de monta, intromision vy evaculacion, asi como el intervalo
postevaculatorio. Se promediara la latencia de eyaculacion de las cuatro dltimas pruebas de
cada macho. Se distinguiran tres rangos de duracion 200-400 seg, 700-900 seg v 1200-1400 seg
para el fenotipo rdpido, intermedio y lento, respectivamente.

El UVCE-basal se obtendra antes de la copula i.c., cuando el macho esta solo dentro del
redondel conductual v se evaluard mediante la fijaciéon de un par de electrodos en la base de la
cola de la rata macho, que estara dentro de un redondel. Se daran trenes de choques eléctricos
de 60 Hz con 300 milisegundos de duraciéon. La intensidad iniciard con 0 pA y se ird
aumentando de 100 en 100 pA hasta que el animal emita una vocalizaciéon audible. Cuando
esto ocurra, se daran choques en orden decreciente de intensidad, hasta que el animal deje de
vocalizar. Este procedimiento se repetira hasta obtener tres datos de intensidad de corriente
correspondiendo a cada vocalizacién. El promedio de estos valores representara el UVCE-basal
de cada animal. El UVCE-experimental se obtendra durante v/o después de la copula i.c.,
cuando el macho esta con una hembra receptiva dentro del redondel conductual. Los valores
del UVCE seran transformados a porcentaje de cambio (%C) utilizando la siguiente férmula:
%C = (UVCE-experimental/UVCE-basal) (100)-100. Las pruebas se realizaran utilizando 6

4-7 de octubre de 2016. Tlaxcala, México. 93
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machos de cada fenotipo en cada experimento evaluando el UVCE-basal. Experimento 1:
Despliegue de dos series copulatorias. Para ello se evaluara el UVCE-experimental después de
la primera intromision v después de la eyaculacion de la primera v segunda serie evaculatoria.
Dos semanas después se evaluara el UVCE-control sin hembra considerando los tiempos
registrados previamente (después de la primera intromision y después de la evaculacion).
Experimento 2: Despliegue del patréon motor de evaculacion. Se evaluara el UVCE-
experimental a los 0, 5, 20 v 60 minutos después de la evaculacion. Dos semanas después se
evaluara el UVCE-control sin hembra considerando los tiempos registrados previamente.
Experimento 3: Despliegue de 5 intromisiones. Se evaluara el UVCE-experimental a los 0, 5, 20
v 60 minutos posteriores a las 5 intromisiones. Dos semanas después se evaluara el UVCE-
control, sin hembra considerando los tiempos registrados previamente. Los valores del UVCE
v de los parametros copulatorios seran analizados con una prueba para datos no paramétricos
de Kruskal-Wallis, seguida de una U de Mann-Whitnev para grupos pareados. El nivel se
significancia sera de p<0.05. Finalmente, se realizara una regresion lineal para evaluar la
correlacion entre la UVCE v los parametros copulatorios. El nivel de significancia serd de
p<0.05.

4-7 de octubre de 2016. Tlaxcala, México. 94
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XLII Reunion Anual
Academia de Investigacion en Biologia de la Reproduccion, A. C.

Guadalajara, Jalisco
Mayo 21 al 24, 2017

3. ANALGESIA COPULATORIA EN MACHOS DE EYACULACION RAPIDA, INTERMEDIA Y LENTA

AGUILAR PEREZ CE', LUCIO RAZ GONZALEZ FLORES 0° Y GOMORA ARRATI P?.

"Doctorado en Ciencias Bioldgicas, Universidad Autonoma de Tlaxcala (UATX);
“Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UATX;
3Centro de Investigacion en Reproduccion Animal, UATx-CINVESTAV-Lab.-Tlaxcala.

La analgesia es la percepcion reducida al dolor y puede adquirirse por diversos factores, entre ellos, la
actividad copulatoria. En la rata macho, la ejecucién de montas e intromisiones inducen analgesia, misma
que incrementa tras la eyaculacion, perdurando incluso varios minutos después de la ¢épula. Recientemente
se ha evidenciado que las ratas macho presentan fenotipos copulatorios dependiendo de sus latencias de
eyaculacion répida (200-400 seg), intermedia (700-900 seg) y lenta (1200-1400 seg). Ademas, los machos
rapidos tienen menor intervalo inter-intromision que aquellos intermedios y lentos. Por lo que fa hipétesis es:
los machos de fenotipo répido tienen mayor analgesia que los demds, durante y después de la copula, debido
a la mayor actividad sexual en menor tiempo. Para probarla utilizamos 28 ratas Wistar adultas que fueron
sometidas a seis pruebas de entrenamiento copulatorio para categorizarlas segtin su fenotipo. Se obtuvieron
13 machos rapidos, 2 intermedios y 2 lentos. Con el paradigma de la respuesta al Umbral de Vocalizacion
por Choque Eléctrico a la cola (UVCE) se midi6 la analgesia copulatoria de los machos durante y después
de dos series eyaculatorias (SE) consecutivas. Los machos de fenotipo rapido mostraron mayor analgesia
durante ambas SE respecto a ellos mismos sin copula; p<0.05; los machos intermedios+entos no mostraron
diferencias significativas comparados con ellos mismos sin cépula. Existe correlacion positiva entre la
analgesia copulatoria con la latencia de eyaculacion y el intervalo inter-intromisién de los machos rapidos;
p<0.05. Podemos considerar que efectivamente a mayor actividad sexual en menor tiempo mayor es la
analgesia. En otras palabras, el umbral de eyaculacion se correlaciona con la analgesia copulatoria.

Beca CONACYT # 277841 (CEAP) Posgrado en Ciencias Biolégicas, UATX.
Categoria del primer autor: Doctorado
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Abstract
Analgesia is the absence of the pain perception without loss of consciousness,
and can be produced by different factors, such as copulatory behavior. In male
rats, analgesia is produced during the execuljon of mounts, intromissions and
immediately after ejaculation. However, as humans, male rats have different
copulatory phenotypes depending on the duration of the ejaculation latency,
i.e., rapid (200-400 sec), intermediate (700-900 sec) and sluggish (1200-1400
sec). Additionally, the rapid males have a shorter inter-intromission interval (iii)
compared to intermediate or sluggish males. These data allow us to
hypothesize that rapid-ejaculators will present more analgesia than the
intermediate/sluggish ejaculators during copulation. To demonstrate this
hypothesis, we used adult Wistar male rats with sexual experience after a
copulatory training of six tests. Afterwards male rats were identified as rapid
(n=22), intermediate (n=7) or sluggish (n=5). In the 7th copulatory test, males
were behavioral registered in another laboratory equipped with an analgesia
system. Only in the 8th copulatory session, we recorded mount, intromissions
and ejaculation latencies, and the number of mounts, intromissions, and it was
calculate the iii. We measured the vocalization threshold to tail shock test
(VTTS) before, and during the copulatory behavior of rapid, intermediate and
sluggish males during two consecutive ejaculatory series including their
respective post-ejaculatory intervals. Rapid ejaculators increased their VITS
(44.16% compared to their basal value), also the sluggish ones (4.86%
compared to their basal value) during the first ejaculatory series. The same
happened during the second series (44.86%, 15.31%, rapid and sluggish,
respectively). At the first postejaculatory interval the rapid and intermediate
ejaculators increased their VTS (21.08%, 3.59%, respectively). However, the
sluggish males decreases it (-3.62%). In addition, a simple linear regression
analysis indicated a stronger association between copulatory induced
analgesia and rapid ejaculation. These results suggest that the nervous
pathway of analgesia and that of the sensory genital information are close
related.
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Abstract

Analgesia may be modulated by multiple internal and external factors. In prior studies, copulatory-induced analgesia was
demonstrated using the vocalization threshold to tail shock (VTTS) in male and female rats. Three ejaculatory
endophenotypes have been characterized in male Wistar rats based upon their ejaculation latency (EL). Since intromissions
and ejaculations produce analgesia, and these copulatory patterns are performed with different frequency depending on the
male’s ejaculatory endophenotype, we hypothesized that copulation-induced analgesia would vary in relation to these
endophenotypes. In the present study, we used three groups according to the EL (medians): rapid ejaculators (236 s; n =21),
intermediate ejaculators (663.2s; n=20) and sluggish ejaculators (1582.2s; n=38). Our aim was to evaluate whether
copulation-induced analgesia is related to the ejaculatory endophenotypes during two consecutive ejaculatory series (EJS). In
the first EJS, the VTTS of the rapid ejaculators was significantly higher than that of intermediate and sluggish rats. At the
onset of the second EJS, the VTTS of the rapid and intermediate ejaculators was significantly higher than that of the sluggish
rats. No differences in VITS were observed during the first or second post-ejaculatory intervals among the three groups.
These findings provide evidence that the more intromissions that occurred per unit time, the higher was the level of
analgesia.

Introduction

Analgesia may be defined as the attenuation of pain
response to nociceptive stimuli [1]. In male rats, analgesia is

Supplementary information The online version of this article (https://
doi.org/10.1038/s41443-020-00390-8) contains supplementary
material, which is available to authorized users.
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produced by copulation [2-6]. Intromissions result in a
higher level of analgesia than that provided by mounts, i.e.,
five intromissions produce twice the degree of analgesia as
5 mounts [4], and ejaculation produces triple of analgesia
than 5 mounts, persisting during the post-ejaculatory inter-
val [4]. Intromissions represent a higher intensity of sexual
stimulation than mounts [7].

Electrical stimulation of flanks [2] or tail [4] produced an
audible squeak in response to the tail shock that was atte-
nuated by copulation (one or five intromissions or ejacula-
tion) [4]. Other measures, e.g., an increase in latency to
paw-licking during hot-plate exposure immediately after
ejaculation, have been used as indicators of analgesia; this
effect was not maintained during the postejaculatory inter-
val (PEI) [3]. Another measure of analgesia in rats that has
been utilized is the vocalization threshold to tail shock
(VTTS), i.e., an elevation in the intensity of electrical cur-
rent that will elicit an audible vocalization. VTTS increased

SPRINGER NATURE
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during copulation and after ejaculation [4]. VTTS increased
further during a second ejaculatory series [4].

Male rats can be characterized as rapid, intermediate, and
sluggish ejaculators depending on the number of mounts,
ejaculation latency, and number of ejaculations per unit
time [8, 9]. Also, they differ in the number of intromissions
and in the intromission ratio [10]. “Rapid” ejaculators were
found in 10% of rats (4 or 5 ejaculations/30 min), “slug-
gish” ejaculators were found in another 10% (0 or 1 eja-
culation/30 min), and “intermediate” ejaculators comprised
80% of rats (2 or 3 ejaculations/30 min) [8, 9]. Since
intromissions and ejaculations produce analgesia [4], and
these copulatory patterns are performed with different fre-
quency among ejaculatory endophenotypes [8, 9], we
hypothesized that males will have different levels of
analgesia depending on their pattern of copulatory activity.

Materials and methods
Animals

Wistar rats (3—4 months of age; 300-350 g body weight)
obtained from the Centro Tlaxcala de Biologia de la Con-
ducta vivarium were used. Males (n=75) and females
(naive as to sexual behavior experience) were maintained in
laboratory conditions in a room with a reversed light—dark
cycle (12:12), and controlled temperature (23 +2 °C), with
food (Purina Chow) and water freely available. Rats were
housed two or three per acrylic cage in the vivarium. The
cage contained sawdust as bedding. Estrous behavior was
induced in ovariectomized rats by subcutaneous adminis-
tration of estradiol benzoate (10pug in olive oil; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) followed by progesterone (2
mg dissolved in olive oil; Sigma-Aldrich) at 48 and 4 h,
respectively, before each copulatory test [11, 12]. All pro-
cedures described in this study were in accordance with the
Mexican Official Norm on Laboratory Animals’ Care
(NOM-062-700-1999). National Institutes of Health Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals and Improving
Bioscience Research Reporting: The ARRIVE Guidelines
for Reporting Animal Research [13].

Identification of ejaculatory endophenotypes in rats

To identify the ejaculatory endophenotype in rats, all males
were trained during seven copulatory tests performed every
3-4 days in a randomized protocol in which the observer
was blind as to the conditions. The experimental unit for
these experiments was each rat. Sexual behavior was
observed during the dark phase, under dim red-light illu-
mination. The males were placed in a circular Plexiglas
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mating arena (50 cm diameter and 50 cm height) with wood
shavings covering the floor for 5 min to habituate. Imme-
diately afterward, a sexually receptive female was intro-
duced into the mating arena.

The copulatory observation was terminated at 15 min if
the male did not show copulatory patterns or only mounting
behavior, or at 30 min after the first intromission if no
ejaculation, or at the time of ejaculation. Conventional
copulatory parameters registered were as follows: mount,
intromission, and ejaculation latencies (ML, IL, EL;
expressed in seconds); the number of mounts and intro-
missions (NM, NI); and the post-ejaculatory interval (PEI,
expressed in seconds.) The inter-intromission interval was
calculated as follows: EL/NI, also expressed in seconds.

Only those males that ejaculated maintaining a consistent
ejaculation latency were selected according to their ejacu-
latory phenotype (49 of 75 subjects). The values of the
ejaculation latency, that we obtained and expressed as
[median (first quartile-third quartile)] was similar to pre-
vious reported values expressed as means + standard error.
Thus, ejaculation latency was [236 (217.2-300.4)s] for
rapid, [663.2 (583.6-906.9) s] for intermediate, and [1582.2
(1351.2-2116.79) s] for sluggish ejaculators. The average
ejaculation latency was 247 + 45 s for rapid, 717 + 133 s for
intermediate, and 1697 + 80 s for the sluggish ejaculators, in
accordance with the values previously described in other
reports [8, 9].

Nociception testing

The VTTS was determined in freely-moving rats as
described elsewhere, divided into the three groups
selected according to the copulatory endophenotype [4].
Two stainless steel electrodes were attached to the tail
through an adjustable cylindrical plastic cuff that was
then taped onto the tail. Conductive gel was applied to the
skin of the tail before attaching electrodes. The electrodes
were connected and prevented from tangling by the use of
a commutator. This procedure did not noticeably hinder
the movement of the rats. Electrical shocks (50 ms trains
of 60Hz symmetrical biphasic square waves; pulse
duration =4 ms) were delivered with a constant current
shock generator (Nuclear-Chicago, Des Plaines, IL,
USA). The current was increased stepwise in 100 pA
units until vocalization was elicited (upper shock level)
and then decreased until vocalization ceased (lower shock
level). This procedure was repeated three times, shocks
being delivered once every 10s. The three upper shock
levels were averaged to provide an estimate of the
vocalization threshold. There were no shocks above
2000 pA. VTTS tests took from 1-3 min to perform,
depending on the threshold of the subjects [4, 5].
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Experimental procedure

VTTS was evaluated during two ejaculatory series (EJSI,
EJS2, after the first intromission of each series), and in their
respective PEIl, PEI2. Subjects of each endophenotype:
rapid (n=21), intermediate (n =20) or sluggish (n=38),
were introduced randomly into the mating arena and pre-
copulatory baseline VTTS values were determined. Three
min later an estrous female was introduced and VTTS was
measured as soon as subjects demonstrated the first intro-
mission, and immediately after ejaculation, i.e., during the
PEIL One week later, in order to assess the effect of repeated
testing, the same males were evaluated in the VTTS without
the female present. The data obtained were expressed as
percent change with respect to baseline VITS. In addition,
we recorded the conventional copulatory parameters.

Statistical analysis

The comparison of the VTTS during EJS1 among rapid,
intermediate, and sluggish ejaculators was analyzed using the
Kruskall Wallis ANOVA followed by the Mann—Whitney U
test. The same procedure was used to compare the EJS2,
PEII, and PEI2. The comparison of the VTTS among EJSI,
EJS2, PEIl, and PEI2 of each copulatory endophenotype
was analyzed using the Friedman test followed by the
Bonferroni test.

The comparison of the copulatory parameters during
EJS1 among rapid, intermediate and sluggish ejaculators
was analyzed using the Kruskall Wallis test followed by the
Mann—Whitney U test. The same procedure was used to
compare the EJS2, PEIl, and PEI2. Data were analyzed
using a confidence level of 95% (P <0.05). Statistical ana-
lysis was performed using SPSS software for Windows 10.

Results

The comparison of VITS among rapid, intermediate, and
sluggish ejaculators during EJS1 is shown in Fig. la. The
same comparisons were performed in EJS2 (Fig. 1a), PEII,
and PEI2 (Fig. 1b). During EJS1 the VTTS of rapid was
significantly higher than that of the intermediate and slug-
gish ejaculators. During EJS2, the VTTS of rapid was sig-
nificantly higher than that of sluggish ejaculators.
Intermediate ejaculators showed significantly higher VITS
than the sluggish ejaculators. The VITS among endophe-
notypes during PEIl, PE12 did not differ significantly.
Statistical comparisons of VITS during EJS1, EJS2, PEII,
and PEI2 are shown in Table 1.

Figure 2 shows the comparison of VITS among EJSI,
EJS2, PEIl, and PEI2 of rapid ejaculators. The same
comparison was performed in intermediate and sluggish
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Fig. 1 Vocalization threshold to tail shock (VTTS) among rapid,
intermediate, and sluggish ejaculators. a In both ejaculatory series
(EJS1, EJS2) rapid ejaculators showed higher VTTS than intermediate
and sluggish ones. b In both postejaculatory intervals (PEI1, PEI2) no
differences were observed. Data are expressed as median and first
quartile-third quartile. Kruskall Wallis followed by the Mann—Whitney
test; *P <0.05.

Table 1 Vocalization threshold to tail shock (VTTS) of rapid,
intermediate and sluggish ejaculators.

VTTS VTTS of VTTS of Kruskal-
of rapid intermediate sluggish Wallis
(n=21) (n=20) (n=8)

EJS1 44+ 30.4>+ 9.9b+& H=13.7
(38.2-62.6)  (19.6-37.4) (-1.7 P=0.001

to —24.7)

PEIl 24.1% 17.2% 757 (-11.8 H=45
(14.4-29.5)  (6.3-26.9) to —23.0) P=0.101

EJIS2 508+ 39.9%+ 27.20% H=79
(38.9-64.4)  (25.9-49) (3.8-372)  P=0.019

PEI2 22.2% 24.8%+ 1047 (—179 H=59
(17.3-39.4)  (14.8-39) to —20.1) P =0.052

Friedman F=31.5 F=20.2 F=1038
P =0.001 P=0.001 P=0.013

Data are expressed as median (first quartile-third quartile). Different
super index letters indicate that the group values differ significantly
among copulatory endophenotypes (see rows; Kruskal-Wallis), P <
0.05. Different super index symbols indicate that the group values
differ significantly among the endophenotypes (see columns; Fried-
man), P<0.05.

EJSI First ejaculatory series. EJS2 Second ejaculatory series, PEII
First postejaculatory interval, PEI2 Second postejaculatory interval.

ejaculators. In rapid ejaculators, VITS was significantly
higher in EJS1 than PEI1 and PEI2. VTTS was significantly
higher in EJS2 than PEI1 and PEI2. In intermediate ejacu-
lators, VITS during EJS1 was significantly higher than in
PEIl, and VTTS EJS2 was significantly higher than in

SPRINGER NATURE
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Fig. 2 Vocalization threshold to tail shock (VITS) in each endo-
phenotype throughout two ejaculatory series (EJS1, EJS2) and
two postejaculatory intervals (PEI1, PEI2). Rapid ejaculators
showed higher VTTS in EJS1 and EJS2 compared to both PEL
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Fig. 3 Copulatory parameters
of rapid, intermediate, and
sluggish ejaculators in two
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PEIl. In the sluggish ejaculators, VITS during EJS2 was
significantly higher than PEIl and PEI2.

The copulatory parameters are shown in Fig. 3. During
EJS1, the rapid ejaculators showed a significantly lower NI
than the sluggish ejaculators. The NI of intermediate eja-
culators was lower than the sluggish ejaculators (Fig. 3a).
The III was significantly shorter in rapid ejaculators than
sluggish ejaculators. Also, the IIT of rapid ejaculators was
significantly shorter than of the intermediate ejaculators.
The III of intermediate ejaculators was significantly shorter
than that of the sluggish ejaculators (Fig. 3a). The EL was
shorter in the rapid than the sluggish ejaculators. The EL of
the rapid ejaculators was significantly shorter than that of
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Intermediate ejaculators showed higher VTTS during both EJS than
the PEI1. Sluggish ejaculators showed higher VTTS during the EJS2
compared to both PEI. Data are expressed as median and first quartile-
third quartile. Friedman test followed by Bonferroni test; *P <0.05.
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the intermediate ejaculators. In addition, the EL of the
intermediate ejaculators was significantly shorter than of the
sluggish ejaculators (Fig. 3a).

In Fig. 3b, the EJS2 did not show a significant difference
in NI among the rapid, intermediate and sluggish ejaculators.
However, the III was shorter in the rapid than the sluggish
ejaculators. The intermediate ejaculators also showed a
significantly shorter III than the sluggish ejaculators. The EL
was significantly shorter in the rapid ejaculators than the
sluggish ejaculators. The EL of the intermediate ejaculators
was significantly shorter than of the sluggish ejaculators.
Statistical comparisons of copulatory parameters are sum-
marized in Table 2.
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Table 2 Copulatory parameters of rapid, intermediate and sluggish ejaculators.

Rapid Intermediate Sluggish Kruskal-Wallis
(n=21) (n=20) (n=3)
EJS1
Number of intromissions 8.0* (6.6-9.3) 9.5% (8.3-11.9) 17.5° (9.4-26.4) H=10.3
P =0.006
Inter-intromission interval (s) 23.2% (19.7-35.2) 57.9° (45.5-85.8) 127.9° (80.1-199.9) H=244
P =0.001
Ejaculation latency (s) 201* (155.4-228.4) 599" (484.4-790.3) 1804.5¢ (1513.9-2441.8) H=329
P=0.001
EJS2
Number of intromissions 4 (3.6-4.8) 3 (2.9-4.6) 5(2.9-8.3) H=26
P=.279
Inter-intromission interval (s) 17.3% (17.2-28.7) 25.4* (21.7-55.5) 47.7° (11.9-162.3) H=10.8
P =0.004
Ejaculation latency (s) 73% (66.6-114.3) 91% (93.8-282.8) 308" (36.8-843.9) H=10.5
P =0.005

Data are expressed as median (first quartile-third quartile). The last three copulatory tests were averaged. Different super index letters indicate

significant group differences, P < 0.05.

EJS1 first ejaculatory series. EJS2 second ejaculatory series.

Discussion

The present results provide evidence that male rats belong-
ing to the different ejaculatory endophenotypes showed
different VTTS values; the rapid ejaculators presented the
highest values. Although the sluggish males shortened their
ejaculation latency in EJS2, it was still longer than that of the
other endophenotypes in EJS2. The VTTS of sluggish eja-
culators was lower than that of the rapid and intermediate
ejaculators. Since the increase in VTTS is interpreted as
indicative of analgesia, then the rapid ejaculators manifested
the highest level of analgesia, presumably due to the most
intromissions per unit time.

A possible ontogenic basis for the differences in
ejaculation latency

Some studies have shown anatomical differences related to
peripheral innervation in men with premature ejaculation,
i.e., an increased number of branches of the dorsal penile
nerve [14, 15], related to higher tactile sensitivity [16, 17].
The surgical transection of some of those nerve branches in
men produced an increase in the ejaculatory latency [15].
Those findings suggest that a greater number of sensory
fibers enable a shorter ejaculation latency, perhaps in rats as
well as humans. Development of myelination of sensory
fibers of the sural nerve was facilitated by maternal licking
in early postnatal life [18]. Thus, it is possible that the
genital licking could stimulate myelination of the dorsal
penile nerve, i.e., the sensory branch of the pudendal nerve.
Deficient maternal licking may lead to sub-optimal myeli-
nation and hence low penile sensitivity in sluggish

ejaculators. A greater level of maternal licking could result
in higher penile sensitivity, which could shorten the eja-
culation latency in rapid ejaculators. Male rats that receive a
relatively low level of genital licking may also develop
lower dendritic density in the motoneurons that innervate
the bulbospongiosus muscle involved in the ejaculatory
motor pattern [19]. Other evidence indicated that genital
licking of the pups by the dam during the early postnatal
period was associated with penile erections in ex copula
conditions; less genital licking resulted in fewer penile
erections [20]. Thus, it is possible that during their early
postnatal period, the rapid ejaculators in the present study
received more genital licking than the other copulatory
endophenotypes males.

Possible neurotransmitter basis for differences in
male copulation-induced analgesia

The degree of copulatory analgesia was correlated with
sexual stimulation on the basis that successive intromissions
led to increased pain thresholds. Genital stimulation during
mounts and intromission increased sexual stimulation, and
also decreased pain perception [4]. Ejaculation resulted in
GABA release [21, 22] briefly inhibiting copulation after
ejaculation [23], also inducing analgesia [24]. Other neu-
rotransmitters (e.g., serotonin and opioids) are involved in
male copulatory behavior [5, 9, 25, 26], and in analgesic
processes [2, 5, 27, 28]. For example, serotonin may
facilitate the display of copulatory behavior, as the admin-
istration of 5-HT-1A receptor agonists (8-OH-DPAT, bus-
pirone and flexinosane) shorten the ejaculation latency [29].
In addition, methysergide, a serotonin antagonist, reduced
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copulatory-induced analgesia [5]. Thus intromissions may
increase serotonin release in male rats, contributing to
copulatory analgesia.

During copulation, opioids are released in relation to
ejaculation, suggesting their participation in copulatory-
induced reward [30]. Morphine administration (non-selec-
tive opioid agonist) reduced the ejaculation latency [25].
This suggests that the reward-inducing effect of opioids
occurs simultaneously with copulatory-induced analgesia
[2, 3, 5]. Rapid ejaculators may have more opioid receptors
and/or greater release of opioids than sluggish ejaculators,
thereby contributing to their shortest ejaculation latency and
highest degree of analgesia [5, 25].

Copulation is a rewarding behavior modulated by the
mesolimbic  dopaminergic system. Endocannabinoids
released by copulation activate the mesolimbic system, the
activation of which releases dopamine [31]. Endocannabi-
noids such as anandamide facilitate sexual behavior in
normal active males, but also in sluggish males by reducing
the ejaculation latency [32]. Endocannabinoids act on CB1
receptors that are present in the spinal cord among other
structures of the central nervous system. The activation of
CBI1 receptors facilitates male sexual behavior, and also
participates in analgesia [33].

Sensory activity generated from the genital region during
copulation produces copulatory analgesia [5]. Serotonin is
released into the spinal cord by descending fibers from
raphe neurons [34]. The raphe nucleus produces analgesia
in response to electrical stimulation [35], and its firing rate
increases during sexual arousal associated with the initiation
of copulation [36]. In addition, opiatergic [37] and
GABAergic [38] spinal neurons are activated when nerves
of the pelvic structures are stimulated. Ejaculation-produced
GABA release [21] could inhibit both sexual behavior (i.e.,
resulting in the refractory period), and the pain response.
The balance between these two effects could differ among
the ejaculator endophenotypes. The medial preoptic region
plays a critical role in the control of male sexual behavior
[7]; it projects to the periaqueductal gray in the midbrain,
which projects to the paragigantocellular nucleus in the
pons, from which fibers descend to the spinal nuclei that
control ejaculation [39]. As the periaqueductal gray also
modulates sensitivity to pain and is neurochemically het-
erogeneous [40], this heterogeneity could contribute to the
ejaculatory endophenotypes variability.

During copulation, the genital stimulation is transmitted
by the sensory dorsal penile nerve to the sacral spinal cord
[41]. Sensory spinal cord information reaches the oxytoci-
nergic neurons of the paraventricular nucleus of the hypo-
thalamus [42]. Those neurons project directly via descending
fibers to the lumbosacral spinal cord [42] releasing oxytocin
that facilitates penile erection [43—45]. On the other hand,
oxytocin also induces analgesia [46, 47]. Oxytocin mediates
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analgesia produced by copulation in male rats [48]. It is
probable that there is significant oxytocin release in the
spinal cord of the rapid ejaculators.

Intromissions, rather than ejaculation, induce analgesia
mediated by central oxytocin [48]. In the present study
evaluating VTTS during copulation, we found that pain
threshold was increased during intense copulatory behavior,
i.e., in the EJS1 of rapid males and in the EJS2 of rapid and
intermediate males. It is possible that sexual stimulation is
increased quickly in rapid ejaculators due to the shortest
inter-intromission interval in EJS1, possibly due to more
sensory genital nerve branches, and more activated oxyto-
cinergic neurons of the paraventricular nucleus, and con-
sequently more release of oxytocin. During the EJS2, rapid
and intermediate males presented similar VTTS. In this
case, perhaps the accumulated sexual stimulation of the
EJS1 facilitated the oxytocin release of more neurons, thus
producing the comparable levels of analgesia among them.

Female rats also show copulation-induced analgesia

The first analgesia studies were performed in female rats
[49], in response to artificial vagino-cervical stimulation. This
stimulus also produced oxytocin release in the spinal cord
[50, 51]. Consistent with this finding, analgesia by natural
vagino-cervical stimulation during mating was reduced by
atosiban, an oxytocin receptor antagonist, indicating that

Intermediate Sluggish

Rapid

a) Il T
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+ Copulatory analgesia -

o § ¥ I

Neurotransmitter release:
5-HT, opioids, oxytocin, GABA
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Fig. 4 Hypothetical schema to account for copulatory analgesia.
a Rapid ejaculators showed the shortest III, and the sluggish males the
longest III, indicating more sexual activity by the former. b Rapid
ejaculators presented the highest copulatory analgesia compared to the
sluggish males. ¢ Rapid ejaculators had the highest analgesia and the
shortest ejaculation latency, possibly related to their relatively highest
level of release of 5-HT, opioids, oxytocin, GABA, and/or density of
the corresponding receptors. III inter-intromission interval.
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copulation-induced analgesia is regulated by endogenous
oxytocin also in female rats [52].

Conclusion

Sensory impulses that arise from the internal and external
genital structures during copulation generate analgesia. The
level of analgesia depends on the speed of copulation in
male rats; i.e., the shorter the inter-intromission interval, the
higher the level of analgesia (Fig. 4). This could be due in
part to neurotransmitter release of 5-HT, opioids, oxytocin,
and GABA in the spinal cord [5, 33, 34, 46], and/or due to a
higher density of the corresponding receptors. Future
pharmacological analyses are required to understand the
neurochemical processes related to copulatory analgesia
occurring in male rats with different ejaculatory endophe-
notypes. Evolutionarily, copulatory analgesia of rapid males
could provide an adaptive advantage by reducing aversive
penile sensation, thereby enabling a higher number of eja-
culatory series per unit time.
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