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RESUMEN

Los inhalables son drogas de abuso utilizadas entre adolescentes que se
encuentran en la etapa de desarrollo cerebral. Se sabe que el sistema
glutamatérgico juega un papel central en la maduracion cerebral, pero se desconoce
si la exposicion a tolueno, un inhalable que antagoniza al receptor NMDA, tiene
consecuencias que afecten la expresion de la conducta sexual de ratas macho. El
objetivo de este trabajo fue analizar los efectos de la exposicién aguda o repetida a
tolueno 6000 ppm sobre diferentes aspectos de la conducta sexual de ratas macho.
Se analizaron, por un lado, los efectos de una exposicion aguda a tolueno en ratas
adultas jovenes con experiencia sexual sobre la cépula, la motivacion sexual
incentiva y las erecciones sin contacto. Por otro lado, se estudi6 el efecto de
exposiciones repetidas a tolueno durante la adolescencia sobre la adquisicion de
las conductas copulatorias y sus consecuencias a largo plazo. Ademas, se hicieron
comparaciones con los efectos de la administracion repetida de otros antagonistas
NMDA: la ketamina y el MK-801. Encontramos que el tolueno agudo deterioré la
ejecucion de la copula y la motivacion sexual de los machos adultos jévenes que ya
tenian experiencia sexual. Por otro lado, en los machos sin experiencia sexual, la
exposicion repetida a tolueno durante la adolescencia inhibié transitoriamente la
aparicion de las conductas copulatorias. Al retirar el disolvente, el patron copulatorio
aparecié paulatinamente y llegé a expresarse con normalidad; sin embargo, al
exponer a estos mismos animales a un reto con tolueno en la etapa adulta se
evidencio un efecto de sensibilizacion. Los tratamientos con ketamina o MK-801
durante la adolescencia, no produjeron efectos similares a los del tolueno. En
conclusién, la exposicidon aguda a tolueno tuvo efectos negativos sobre la conducta
sexual. La exposicion repetida a tolueno durante la adolescencia impidié la
expresion de las conductas copulatorias en la etapa en la que debian aparecer.
Aunque esta alteracion fue transitoria, el efecto de sensibilizacién encontrado en la
etapa adulta evidencié que el tratamiento indujo cambios de largo plazo. Ni la
inhibicion de la cépula, ni la sensibilizacién provocada por la exposicion repetida a
tolueno durante la adolescencia parecen estar mediadas por el bloqueo de

receptores glutamatérgicos tipo NMDA.






ABSTRACT

Inhalants are drugs of abuse consumed by adolescents whose brain is still
developing. It is known that the glutamatergic system plays a central role in brain
maturation, but it is not known if toluene exposure, an inhalant that antagonizes
NMDA receptors, has consequences for male rats’ sexual behavior expression. The
aim of this study was to analyze the effects of acute or repeated exposure to toluene
(6000 ppm) on different aspects of male rats’ sexual behavior. On one hand, the
effects of acute toluene exposure on copulation, sexual incentive motivation and
noncontact erections were analyzed in sexually experienced young rats. On the
other hand, the effect of repeated exposures to toluene during adolescence on the
acquisition of copulatory behaviors as well as their long-term consequences were
studied. In addition, these effects were compared with those produced by repeated
administration of two other NMDA antagonists: ketamine and MK-801. We found that
acute toluene exposure impaired copulatory performance and sexual motivation of
young male rats that already had sexual experience. Otherwise, in males without
sexual experience, repeated toluene exposure during adolescence produced a
transient inhibition of the onset of copulatory behaviors. Once the inhalant was
removed, the copulatory pattern appeared gradually and animals attained a typical
stable copulatory pattern. Nevertheless, when these animals were exposed to a
toluene challenge during adulthood, a sensitization effect was uncovered. Ketamine
and MK-801 treatments, during adolescence, did not produce effects resembling
those of toluene. In conclusion, acute toluene exposure had negative effects on male
rat sexual behavior. Repeated toluene exposure during adolescence hampered the
expression of the copulatory behaviors at the stage in which they should have
appeared. Although this effect was a transitory inhibition, the sensitization effect
found during adulthood evidenced that the treatment induced long-term changes.
Neither the copulatory inhibition, nor the sensitization induced by repeated toluene

exposure during adolescence appears to be mediated by NMDA receptor blockade.
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1. INTRODUCCION

1.1. Maduracion cerebral durante la adolescencia

El periodo de transicion entre la nifiez y el principio de la adultez se denomina
adolescencia. Entre los cambios conductuales caracteristicos de esta etapa, y que
son homologos entre especies adolescentes, destacan: incrementos en la toma de
riesgo y la busqueda de la novedad, aumento de la actividad exploratoria, cambios
en la interaccién social, mayor conducta de juego, mayor impulsividad y una
sensibilidad incrementada a los estimulos recompensantes (Holder y Blaustein
2014).

La adolescencia de la rata macho abarca los dias 21 a 60 postnatales (PN) y puede
dividirse en adolescencia temprana (dias 21-34 PN), adolescencia media (dias 35-
46 PN) y adolescencia tardia (dias 47-60 PN) (Holder y Blaustein 2014; Spear
2000). A lo largo de la adolescencia, el cerebro experimenta la maduracién de los
circuitos neuronales que subyacen a las habilidades conductuales, cognitivas y

sociales, que son fundamentales para la vida adulta (fig. 1) (Schneider 2013).
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e

Figura 1. Comparacién de edades y eventos del desarrollo postnatal de la rata macho. Las
fases de la adolescencia se asocian con procesos de maduracion cerebral. Modificado de
Andersen (2003), Holder y Blaustein (2014) y Sengupta (2013).

1.1.1 Papel del sistema glutamatérgico en la maduracion cerebral

La maduracion de los circuitos neuronales ocurre por medio de tres procesos
neuroadaptativos: la proliferacion sinaptica, la mielinizacién y la remodelacion de

circuitos neuronales. Los dos primeros se presentan a lo largo de la infancia, pero

1



la remodelacion sinaptica se desencadena durante la adolescencia (fig. 1). La
proliferacion sinaptica consiste en el aumento del nUmero de conexiones sinapticas
y el incremento de arborizaciones dendriticas, mientras que la mielinizacion
aumenta la velocidad de conduccién de los impulsos eléctricos neuronales. Por su
parte, el proceso de remodelacion sinptica, también conocido como refinamiento
sinaptico, se produce por dos mecanismos: el fortalecimiento de las sinapsis y la
poda sinéptica, y ambos dependen de las experiencias particulares que vive cada
individuo. Es decir, a medida que los sujetos experimentan diversos eventos se
estimulan determinadas sinapsis con mayor frecuencia, lo que genera su
fortalecimiento; en cambio, aquellas que dejan de utilizarse pueden retraerse y a la
larga eliminarse, lo que se conoce como poda sinaptica (Santos y Noggle 2011).

El patron y los plazos de la poda sinaptica varian en las distintas regiones
cerebrales, iniciando en regiones subcorticales y culminado en regiones corticales
(Gogtay etal. 2004). Las sinapsis que se podan preferentemente son las
asimétricas, mismas que participan en la neurotransmision excitatoria,
predominantemente de naturaleza glutamatérgica (Andersen 2003; Johnston 2004;
Rakic et al. 1994).

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso central,
actla sobre receptores ionotropicos y metabotropicos. Los receptores ionotropicos
glutamatérgicos son de los tipos N-metil D-aspartato (NMDA), acido a-amino-3-
hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPA) y kainato son canales cationicos,
cuya activacion produce potenciales post-sinapticos excitadores. El receptor NMDA
esta formado por dos subunidades constantes, GIuN1 y dos subunidades variables,
generalmente GIUN2A y/o GIUN2B. Este receptor tiene sitios de unién a glutamato,
poliamina, zinc y glicina en el exterior del canal, y a magnesio (Mg?*) y fenciclidina
(PCP) en el interior del canal. En condiciones de reposo o de hiperpolarizacion, el
ion Mg?* es atraido a su sitio de unién dentro del canal del receptor NMDA,
blogueando fisicamente la entrada de calcio (Ca?*). La unién de glutamato, per se,
no es capaz de cambiar esta condicion. Se requiere de la despolarizacién parcial de
la membrana post-sinaptica, por ejemplo por la activacion de receptores AMPA,

para producir una despolarizacion inicial que remueva el bloque de Mg?*. Sélo



entonces la union de glutamato y de glicina, como co-agonista, es capaz de producir
un cambio conformacional que abra el canal y permita la entrada de cationes (Ca?*
y Na*) a la neurona post-sinaptica, lo que induce una mayor despolarizacion y la
sefializacion del Ca?* como segundo mensajero (Blanke y VanDongen 2009). Por
lo tanto, el receptor NMDA es un canal i6nico dependiente tanto de voltaje, como de

ligando.

El sistema glutamatérgico y otros sistemas de neurotransmision experimentan
variaciones importantes durante la adolescencia (Kasanetz y Manzoni 2009;
Schneider 2013). La composicion del receptor NMDA se modifica porque se
presentan, simultdneamente, una reduccion gradual en la proporcién de receptores
NMDA conformados por las subunidades GIuUN1/GIuN2B (altamente permeables a
Ca?*) y un incremento en la proporcién de aquellos conformados por las
subunidades GIuN1/GIuN2A (con baja permeabilidad a Ca?*) (Carroll y Zukin 2002;
Paoletti et al. 2013). Por otro lado, se incrementa la expresién de los receptores
AMPA, que en comparacion con los NMDA son menos sensibles al glutamato. Estos
fenomenos de maduracion cerebral en la adolescencia constituyen un mecanismo
de regulacion para proteger al sistema de un potencial dafio excitotoxico, generado
por la actividad de receptores que son permeables a Ca?*, por la sobre-activacion
de los canales ionotrépicos glutamatérgicos o por una poda sinaptica deficiente
(Bossong y Niesink 2010). Estos procesos implican que existe una mayor
excitabilidad cerebral al inicio de la adolescencia que disminuye gradualmente al

llegar al estado adulto.

Los cambios que experimenta el sistema nervioso en la adolescencia son
particularmente relevantes cuando se combinan con los efectos de drogas de
abuso, algunas de las cuales tienen como blanco farmacoldgico el sistema
glutamatérgico. El consumo de este tipo de sustancias puede resultar en una
remodelacion anormal de los circuitos neuronales que compromete, en ultima
instancia, el funcionamiento 6ptimo del sujeto en la etapa adulta (Bossong y Niesink
2010). Dado que los procesos de maduracion cerebral son similares entre especies,

los roedores en etapa adolescente representan un modelo valioso para estudiar la



influencia de las drogas de abuso sobre conductas caracteristicas de este periodo

de maduracion, como se mencionara mas adelante.
1.1.2 Drogas de abuso que alteran la neurotransmision glutamatérgica

Entre las drogas de abuso que modulan la neurotransmision glutamatérgica se
encuentran: el alcohol, el tolueno, la ketamina y el MK-801. Los dos primeros tienen
un efecto inicial de excitacion conductual seguido de un efecto depresor persistente.
La ketamina se usa como droga de abuso en dosis sub-anestésicas. Sus efectos
incluyen sensaciones de disociacion, vision borrosa, pérdida de la coordinacion,
discinesia, hiper-excitabilidad, ansiedad y alucinaciones (Copeland y Dillon 2013).
El MK-801 fue desarrollado como farmaco de referencia del antagonismo NMDA

para uso de laboratorios (Anderson et al. 1983).

El alcohol, el tolueno y la ketamina tienen un perfil farmacolégico mixto. Al ser
drogas de abuso, todas incrementan, directa o indirectamente, la liberacion de
dopamina. El tolueno, la ketamina y el MK-801 comparten ser antagonistas no
competitivos del receptor NMDA, mientras que el tolueno y el alcohol comparten ser
moduladores alostéricos positivos del receptor GABAa (tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de las principales acciones de las drogas de abuso que
antagonizan al receptor NMDA

Sustancia Dopaminérgico Glutamatérgico GABA
1 Dopamina y Inhibe receptores AMPA/kainato y Modulador
norepinefrina receptores glutamatérgicos alostérico
metabotrépicos positivo GABAa

Antagonista NMDA

Tolueno 1 Dopamina Antagonista ho competitivo del Modulador
receptor NMDA alostérico
positivo GABAa
Ketamina 1 Dopamina Antagonista no competitivo del
receptor NMDA
MK-801 Antagonista no competitivo del
(dizolcipina) receptor NMDA

Para una revision detallada: Beckley y Woodward (2013); Cruz et al. (2014); Fernandes
et al. (2017); Cartagenes et al. (2017).



El tolueno es un disolvente organico de uso industrial. Est4 presente en pinturas,
aerosoles, tiner, removedores y pegamentos. Los disolventes pertenecen al grupo
de las drogas de abuso clasificadas como inhalables (Balster et al. 2009). Los
inhalables son gases 0 sustancias volatiles a temperatura ambiente que se
consumen para experimentar efectos psicoactivos. Este tipo de exposicion
intencional se realiza inhalando los vapores a través de la nariz y la boca durante
periodos breves, pero a concentraciones altas del orden de 2,000 a 30,000 ppm, de
manera repetida a lo largo del dia (Marjot y McLeod 1989). Los inhalables se
encuentran entre las 5 drogas de mayor consumo en la Ciudad de México, siendo

los 15 afios, la edad de mayor prevalencia (Villatoro et al. 2014).

Entre los efectos agudos que se experimentan por el consumo de disolventes se
presentan: pérdida de la coordinacion motora, disminucion de la ansiedad,
delusiones y alucinaciones, e incluso muerte subita por inhalacion. EI consumo
cronico de tolueno produce dafio en vias sensoriales, particularmente en la audicién
y vision, deterioro cognitivo que se manifiesta por disminucién en la atencion, la
memoria de corto plazo, el control inhibitorio y la capacidad de resolucién de
problemas (Cruz et al. 2014; Lubman et al. 2008).

El tolueno es el disolvente con el perfil farmacol6gico mejor documentado. Aunque
afecta diversos blancos moleculares, tiene mayor afinidad para antagonizar a los
receptores NMDA (Beckley y Woodward 2013; Cruz y Balster 2013). En modelos
animales de exposiciones tipo intencional, el tolueno induce neuroadaptaciones! del
receptor NMDA. Por ejemplo, Williams y col. (2005) encontraron que la exposicion
repetida a tolueno (8000 ppm, 2 semanas) incrementa la expresion de las
subunidades GIuN1 y GluN2B de los receptores NMDA en la corteza prefrontal y el
ndcleo accumbens de ratas adultas. Por otro lado, en ratas expuestas a tolueno
(3,000 0 10,000 ppm) a lo largo de la adolescencia, la unién a los receptores NMDA
gue contienen la subunidad GIuN2B disminuye en la corteza del cingulo, el estriado
dorsal y el nacleo accumbens (Dick et al. 2015).

! Conjunto de cambios neurales de tipo adaptativo y a nivel molecular que subyacen al consumo de una
droga de abuso.



Este tipo de alteraciones moleculares afectan regiones subcorticales pertenecientes
al circuito mesocorticolimbico (Beckley y Woodward 2013; Riegel y French 2002),
también denominado circuito de la recompensa. Sin embargo, poco se ha indagado
sobre los efectos que produce el tolueno en conductas reguladas por este circuito,
aun cuando hay evidencias de que la exposicion intermitente a tolueno (10,000 ppm)
a lo largo de la adolescencia, afecta el aprendizaje de tareas operantes que
requieren el procesamiento de estimulos recompensantes cuando las ratas ya son
adultas, sin alterar la motivacion incentiva generada por este tipo de estimulos, ni

las funciones motoras (Dick et al. 2014)

Los efectos deletéreos del tolueno sobre las funciones cognitivas han sido
ampliamente caracterizados tanto clinica como pre-clinicamente. Algunos de estos
efectos pueden persistir incluso después de un periodo largo de abstinencia y ser
mas pronunciados cuando el consumo del tolueno ocurre a edades tempranas
(Perron et al. 2009; Yicel et al. 2008). En modelos animales, se ha encontrado que
las ratas adolescentes muestran menor sensibilidad al tolueno que las adultas, pero
pueden ser mas susceptibles a sufrir neuroadaptaciones de largo plazo tras un
periodo de exposicion (Batis et al. 2010; Bowen et al. 2007). Duncan y col. (2014)
investigaron posibles neuroadaptaciones a nivel conductual en la etapa adulta de
ratas que fueron expuestas repetidamente a tolueno durante la adolescencia, y
encontraron que ante un reto con el antagonista no competitivo y selectivo del
receptor NMDA, el MK-801 (0.5 mg/kg), aparecieron efectos de sensibilizaciéon y

tolerancia aun después de 20 dias de la ultima exposicién al inhalable.

El circuito mesocorticolimbico, sobre el que actian todas las drogas de abuso, es el
mismo que regula el caracter recompensante, motivante o incentivo de los estimulos
naturales, como la ingesta de alimento palatable, la conducta sexual o la conducta
maternal. Pocos estudios han investigado los efectos del consumo crénico de
drogas sobre la expresion de la conducta sexual. En general, los efectos de las
drogas de abuso sobre la conducta sexual en roedores so6lo se han descrito para

aquellas de mayor consumo, tales como el alcohol, los psicoestimulantes, los



opioides y los cannabinoides (Frohnmader et al. 2010; Guarraci 2010; Pfaus et al.

2010), pero no para los disolventes inhalables.

1.2 Conducta sexual de la rata macho

La conducta sexual en roedores esta genéticamente determinada, es decir, es
innata. Se trata de una conducta especie-especifica, instintiva y altamente
estereotipada. La conducta sexual de la rata macho se expresa en patrones
complejos de respuestas somato-motoras y genitales producidas, dirigidas y
mantenidas por estimulacion interna y externa (Hull y Rodriguez-Manzo 2017). Los
estimulos que incrementan el interés sexual de las ratas macho incluyen el olor y la
conducta de una hembra en estro, fase en la que despliega las conductas
receptivas. La conducta sexual comprende las conductas pre-copulatorias y
copulatorias. A estas conductas subyacen aspectos motivacionales y apetitivos de
la copula, asi como las respuestas de ereccion y eyaculacion, en el caso de la

conducta sexual masculina.
1.2.1. Erecciones

En las ratas macho, la aparicion del reflejo de ereccién ocurre alrededor del dia 40
PN (Sachs y Meisel 1979). Este reflejo consiste en la extensién espontanea del
glande hacia fuera de la vaina del pene. La observacion del glande expuesto es
breve y frecuentemente va acompafnada de acicalamiento genital (Hull et al. 2006).
Entre los paradigmas que permiten estudiar las erecciones en roedores destacan
las pruebas de erecciones espontaneas y erecciones sin contacto. Las erecciones
sin contacto se despliegan en respuesta a la estimulacién visual, auditiva y
principalmente olfativa que proviene de una hembra sexualmente receptiva, pero
inaccesible. Las erecciones se observan directamente en una caja transparente, a
través de un espejo. Estas se presentan con una frecuencia de 2 a 4 veces en un
periodo de 20 min de observacion (Sachs 1996). Esta prueba puede ser un modelo
atil para explorar la regulacion fisiolégica de la excitacion sexual, ya que las
erecciones se inducen por aferencias a nivel central, mas que por estimulacion

periférica (Melis y Argiolas 2011). Por lo tanto, pueden diferir en cuanto a su
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regulacion fisiolégica, neuroquimica y hormonal de las erecciones que se producen

durante la copula.
1.2.2. Motivacion sexual

El caracter recompensante de la conducta sexual garantiza su repeticion, por lo que
la motivacion sexual es un elemento fundamental para la interaccién sexual entre
roedores. En la primera interaccion de un macho con una hembra sexualmente
receptiva, ésta representa un incentivo positivo y no condicionado y desencadena

en el macho conductas de aproximacion (Hernandez-Gonzalez et al. 2008).

Entre las pruebas que permiten evaluar la motivacion sexual, destaca el paradigma
de motivacion sexual incentiva (Agmo 2003) y la camara de dos niveles (Mendelson
y Pfaus 1989). El tiempo que tardan los machos en iniciar la interaccion sexual
también se considera un indicador de la motivacion sexual (Agmo 1997; Pfaus et al.
1990). En el primer paradigma, un animal tiene la opcion de aproximarse a animales
estimulo (hembras sexualmente receptivas, hembras no receptivas, machos
intactos, machos saciados, etc.) ubicados detras de una rejilla que impide el
contacto fisico entre ellos, pero a los cuales puede ver y olfatear. Los animales
estimulo pueden representar, o no, un incentivo sexual (Agmo 2003). Tanto las ratas
macho sexualmente naive, como aquellas con experiencia sexual suelen reaccionar
ante la estimulacion olfativa y visual y permanecer cerca del estimulo sexual
incentivo, lo que se considera un indicador de que dichos sujetos poseen un nivel

alto de motivacion sexual.
1.2.3. Conductas copulatorias

Cuando a un macho se le permite la interacciébn con una hembra sexualmente
receptiva, ésta despliega conductas proceptivas caracteristicas que provocan que
el macho la persiga y en cuestibn de segundos inicie la cOpula. La conducta
copulatoria de roedores macho esta constituida por tres distintas respuestas
motoras que integran el patron copulatorio: la conducta de monta, la conducta de
intromisién y la conducta de eyaculacion. Cada una de estas conductas inicia

cuando el macho monta a la hembra dorsalmente, posiciona las patas delanteras



sobre sus cuartos traseros y realiza movimientos empujando la pelvis en sentido
antero-posterior. La conducta de monta se distingue porque el macho no logra la
insercion peneana intravaginal y desmonta a la hembra lentamente. Durante la
conducta de intromision, el macho inicialmente monta a la hembra y empuja
profundamente la pelvis, logrando una penetracion peneana intravaginal gracias a
que la hembra ha asumido una postura de lordosis. Después, el macho desmonta
bruscamente a la hembra en reversa, y posteriormente presenta acicalamiento
genital. La conducta de eyaculacién suele ocurrir después de mdultiples montas e
intromisiones, y se distingue porque el macho, al realizar movimientos pélvicos,
presenta uno mas profundo y de mayor duracion que generalmente coincide con la
emision de liquido seminal. Subsecuentemente, el macho desmonta a la hembra
lentamente y realiza acicalamiento genital. Un efecto evidente e inmediato de la
eyaculacién es la aparicion de un periodo de inhibicion sexual, en el que el macho
no responde a la estimulacion sexual, denominado intervalo post-eyaculatorio, que
tiene una duracion de 5 a 8 min después de una primera eyaculacion (Hull y
Rodriguez-Manzo 2017).

1.3 Aparicién y estabilizacion de la cépula en ratas macho
1.3.1. Cambios fisiol6gicos asociados a la pubertad

En los roedores y en humanos, la adolescencia se traslapa con el periodo de la
pubertad, durante el cual se adquiere la capacidad reproductiva y se alcanza la
madurez sexual (Holder y Blaustein 2014). El inicio de la pubertad depende de la
reactivacion del eje hipotalamo-hipoéfisis-génadas. Inicia con un aumento en la
secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en el hipotalamo
que activa a sus receptores localizados en la glandula hipdfisis. Esta sefial
incrementa la sintesis y secrecién de las hormonas foliculo estimulante (FSH) y
luteinizante (LH), aproximadamente al dia 22 PN en ratas macho de la cepa Wistar
(Zanato et al. 1994). Estas hormonas estimulan la produccion de androgenos en los
testiculos, como la testosterona, y desencadenan la aparicion de los caracteres

sexuales secundarios, tales como el descenso testicular, el incremento de su



volumen y la separacion prepucial, asi como la maduracion de los espermatozoides
(Holder y Blaustein 2014). Un incremento significativo de los niveles de testosterona
en el plasma se detecta entre los dias 35-50 PN, mismo que aumenta
progresivamente hasta alcanzar los niveles caracteristicos de un adulto, hacia los
70 dias PN (Silva etal. 2013; Zanato etal. 1994). El aumento en los niveles
circulantes de testosterona coincide con la aparicion de las conductas sexuales en

las ratas macho (Sddersten et al. 1977).
1.3.2. Aparicién y expresion del patrén copulatorio

Se ha reportado que la conducta de monta aparece entre los dias 40-50 PN, la
conducta de intromision entre los dias 44-75 PN y la conducta de eyaculacion entre
los dias 48-75 PN (Meisel y Sachs 1994). La aparicion de dichas conductas ocurre
de forma espontanea cuando los sujetos han desarrollado los caracteres sexuales
secundarios, es decir, la expresion de las conductas copulatorias no requiere de
aprendizaje previo. Sin embargo, la ejecucion de la conducta sexual, puede ser
mejorada con la experiencia sexual (Larsson 1956; Rodriguez-Manzo y Canseco-
Alba 2014; Woodson 2002). Por lo anterior, se ha propuesto que la conducta sexual

posee un componente de aprendizaje en cuanto a su eficiencia.
1.3.3. Experiencia sexual

Los animales sexualmente naive despliegan las conductas pre-copulatorias por mas
tiempo, requieren una estimulacion genital mayor y tiempos mas prolongados para
lograr la eyaculacién en comparacion con los animales con experiencia sexual. La
interaccion repetida con una hembra sexualmente receptiva tiene como
consecuencia la disminucién en la cantidad de estimulacién (niUmero de montas e
intromisiones) requerida para que el macho alcance el umbral eyaculatorio, la
reduccion del tiempo de inicio del contacto sexual (latencias de monta e intromisién)
y del tiempo requerido para alcanzar la eyaculacion (latencia de eyaculacion). Todo
esto se traduce en el mejoramiento de la habilidad copulatoria (Domjan 1992;
Woodson 2002) y la estabilizacién del patrén copulatorio (fig. 2). Los machos que

presentan un patrén copulatorio estable, que incluye pocas intromisiones (menos

10



de 15), pocas o nulas montas y latencias de eyaculacion menores a 15 min se

clasifican como machos sexualmente expertos.

U LE IPE | MONTA
LM INTROMISION
| —
‘ | ‘ ‘ ‘ I | |evacuracion
0 5 10 15 min

Figura 2. Representacion del patrén copulatorio estable de la rata macho. Se representa el
patrén tipico de una rata macho sexualmente experta, ilustrando el nUmero de montas
(lineas grises), de intromisiones (lineas amarillas) y de eyaculacion (linea azul) como
pardmetros numéricos; y las latencias de monta (LM), de intromision (LI) y de eyaculacion
(LE), asi como el intervalo post-eyaculatorio (IPE), como parametros temporales. Tomado
de Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti (1995).

1.3.4. Efectos de la transmision glutamatérgica sobre la conducta sexual

masculina

La conducta sexual de la rata macho se integra en el sistema nervioso a nivel
subcortical; en cambio, los reflejos de ereccion y eyaculacion se integran a nivel de
la médula espinal, aunque también son regulados por estructuras subcorticales,
como se sugiere con la prueba de erecciones sin contacto (Melis y Argiolas 2011).
Entre las estructuras subcorticales que son fundamentales para la expresion de la
conducta sexual del macho destaca el area predptica medial (APOm) del
hipotdlamo. Particularmente en esta estructura, la liberacion de glutamato
incrementa durante la copula y alcanza un 300% al momento de la eyaculacion
(Dominguez et al. 2006). Ademas, aumentar la neurotransmision glutamatérgica en
el APOm, ya sea por la administracion directa de glutamato o por el bloqueo de su
recaptura, tiene un efecto facilitador sobre la copula de las ratas macho (Dominguez
2009; Powell et al. 2003). Por otro parte, una sola administraciéon del antagonista
del receptor NMDA, el MK-801, en el APOm o a nivel sistémico tiene efectos
inhibitorios sobre la expresién de la cépula de ratas sexualmente naive y la
ejecucion de la copula de ratas con experiencia sexual (Fleming y Kucera 1991;

Powell et al. 2003; Vigdorchik et al. 2012). En contraste, la administracion repetida
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de una dosis sub-anestésica de ketamina (30 mg/kg) durante 10 dias no modificd
los parametros especificos de la copula de ratas sexualmente experimentadas
(Goswami et al. 2015).

Las evidencias previamente descritas apuntan a que alteraciones en la transmision
glutamatérgica podrian producir distintos efectos en la cépula de las ratas macho
con o sin experiencia sexual. A la fecha, no hemos encontrado reportes que evallien
los efectos del consumo de disolventes voléatiles, en modelos de abuso, sobre la
conducta sexual masculina. Tampoco se han descrito los efectos que tiene el
consumo de tolueno sobre las erecciones sin contacto o la motivacion sexual
incentiva de las ratas macho. Solo existen estudios que analizan los efectos de
exposiciones a concentraciones bajas 0 exposiciones de tipo ocupacional
(exposiciones prolongadas a concentraciones de 50-300 ppm de tolueno) sobre la
funcién reproductiva y el perfil de las hormonas sexuales. Este tipo de evidencias
muestran alteraciones en la cuenta de espermatozoides y su movilidad (Ishigami
et al. 2005; Kanter 2011; Suzuki et al. 1983), pero no son consistentes respecto a

su efecto sobre los niveles de las hormonas sexuales.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema glutamatérgico participa en los mecanismos de maduracion cerebral
caracteristicos de la adolescencia, por lo tanto, alterar la transmision glutamatérgica
en esta etapa puede repercutir en la conducta de los animales adultos. Por otro
lado, la administracion de farmacos que bloquean la transmision glutamatérgica
produce efectos inhibidores sobre la conducta sexual masculina ya establecida. El
tolueno es un antagonista glutamatérgico del receptor NMDA,; la ketamina y el MK-
801 comparten este mecanismo de accién. Con base en estos datos, es logico
suponer gue la exposicion a tolueno, ketamina o MK-801 durante la adolescencia,

podria provocar deficiencias en la expresion de la conducta sexual masculina.
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3. HIPOTESIS

La exposicion aguda a tolueno en ratas macho adultas jovenes producira deterioros
en la conducta sexual ya establecida.

El tratamiento repetido con tolueno, ketamina o MK-801 durante la adolescencia
afectarq negativamente la expresion de la cépula de ratas macho adolescentes y
adultas.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivos generales

|. Establecer el efecto de la exposicion aguda de tolueno sobre distintos aspectos
de la conducta sexual de la rata macho adulta joven: la cOpula, las erecciones
sin contacto y la motivacién sexual incentiva.

Il. Estudiar los efectos de interferir con la actividad de los receptores
glutamatérgicos tipo NMDA por la exposicion repetida a tolueno, ketamina o MK-
801 durante la adolescencia, sobre la aparicion de las conductas copulatorias y

la expresion del patron copulatorio en ratas macho.
4.2. Objetivos particulares

1) Determinar los efectos de la exposicion aguda a tolueno sobre la copula, las
erecciones sin contacto y la motivacion sexual incentiva en ratas macho adultas
jovenes, sexualmente expertas.

2) Estudiar el efecto de la exposicion repetida a tolueno durante la adolescencia
en ratas macho sexualmente naive sobre la aparicion de las conductas
copulatorias y sobre la expresion del patron copulatorio.

3) Estudiar el efecto de la exposicion repetida a ketamina o MK-801 durante la
adolescencia en ratas macho sexualmente naive sobre la aparicion de las
conductas copulatorias y sobre la expresion del patrén copulatorio.

4) Establecer si la exposicion repetida a tolueno, ketamina o MK-801, durante la
adolescencia, modifica los efectos de una exposicion aguda a tolueno sobre la

copula en la etapa adulta.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar a partir del dia 43 PN, etapa que

corresponde a la adolescencia (Holder y Blaustein 2014).

La mitad de los animales fue sometida a un protocolo de entrenamiento de conducta
sexual durante la adolescencia (45-59 PN) antes de cualquier tratamiento
farmacoldgico. La otra mitad tuvo el entrenamiento sexual concomitante a la
administracion de los farmacos de prueba y se le dio seguimiento en: a) la
adolescencia (45 a 59 PN), b) la adultez joven (60 a 79 PN) y c) la adultez (83 PN).
El entrenamiento de conducta sexual se realiz6 durante la adolescencia (45 a 59
PN) y consistid en que cada tercer dia se realizé una sesion de copula con una
hembra sexualmente receptiva hasta sumar un total de siete sesiones. En la Gltima
se escogieron, como criterio de seleccion, a los machos que presentaron latencias
de eyaculaciéon menores a 15 min, menos de 15 intromisiones y menos de 10
montas en tres 0 mas de las siete sesiones de entrenamiento. Estos animales se

consideran como “machos sexualmente expertos” (Hull y Rodriguez-Manzo 2017).

Se utilizaron ratas hembras intactas en condiciones de receptividad sexual. La
receptividad sexual se indujo por la administracion secuencial de benzoato de
estradiol (4 pg/rata, s.c.), seguida 24 hrs después de progesterona (2 mg/rata; s.c.).
Cuatro horas después de esta Ultima inyeccién, las hembras presentaron la
receptividad sexual y se procedio a utilizarlas en las pruebas conductuales.

Todos los animales se alojaron en grupos de 5 a 8 ratas por caja, provistas de agua
y alimento ad libitum, en condiciones controladas de temperatura (22 £ 2°C) y en un
ciclo de luz-oscuridad invertido (12 hrs:12 hrs, las luces se encendieron a las 10:00
pm). Las pruebas conductuales se realizaron durante la fase oscura del ciclo, con
iluminacion roja. EI manejo de animales se realizé conforme a lo establecido en la
NOM-062-Z00-1999 y los experimentos fueron aprobados por los protocolos No.
009914 y 386-07 del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL).
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5.2. Farmacos

e Tolueno (99.8% grado HPLC, Sigma; St. Louis, MO). El volumen de tolueno
necesario para alcanzar la concentracion deseada se calculé con base en la
ecuacion para gases ideales en sistemas estaticos (Nelson 1971) (fig. 3).

e El clorhidrato de ketamina (Sigma; St. Louis, MO) y el (+) MK-801 maleato
de hidrégeno (Sigma; St. Louis, MO) se disolvieron en solucién salina al 0.9%
y se administraron por via intraperitoneal en un volumen de 1 mi/kg. La

latencia para ambos farmacos fue de 30 min.
5.2.1 Exposicion a tolueno

La cAmara de exposicion consiste en una jarra cilindrica (27 L) con tapa de acrilico
gue sella herméticamente. La tapa contiene un puerto de inyeccion, un papel filtro y
un ventilador (fig. 3). El procedimiento de exposicidn consisti6 en habituar
previamente a los sujetos a la camara de manera individual y con el ventilador
encendido durante 30 min, por dos dias consecutivos. La exposicion a tolueno se
realizd distribuyendo el volumen calculado del disolvente sobre el papel filtro y
encendiendo el ventilador interno para facilitar su volatilizacién y distribucion. Cada
exposicion fue individual y tuvo una duracién de 30 min. La latencia del tolueno fue
de 5 min antes de realizar cualquier prueba conductual. Las camaras se limpiaron

con solucién limpiadora y etanol al 70%, bajo un flujo de extraccion de aire.

Ecuacion para calcular vol. de inyeccion

(PM)(C)(Vs) P(10)~° ' '
V, = d X RT | &

V, = Volumen de inyeccién (ml) o Eeamn
PM = Peso molecular del disolvente (g/mol) ~

C = Concentracion deseada (partes por millon) < _,.J; /,
Vs = Volumen de la caAmara de exposicion (ml) 7 “"i:'g

d = Densidad del disolvente (g/ml)

P = Presion atmosférica

R = Constante de los gases (1 atm mol™* K1)
T = Temperatura (K)

Figura 3. Ecuacion para gases ideales en sistemas estaticos y representacion de las
camaras de exposicién a tolueno, con tapa provista de un puerto de inyeccion, una rejilla
para colocar el papel filtro y un ventilador interno.
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5.3 Pruebas conductuales
5.3.1 Sesiones de copula

Las sesiones de la copula se realizaron cada tercer dia en cilindros de acrilico
transparente (40x60 cm) con una cama de aserrin (fig. 4a). Los machos se
introdujeron a los cilindros de observacion y se les permitié un periodo de 5 min de
exploracion antes de introducir a la hembra sexualmente receptiva durante 30 min

0 hasta completar una serie copulatoria.

Se calculd el porcentaje de machos que presentd cada una de las conductas
copulatorias en cada sesion y se registraron los siguientes parametros de la cépula:
latencia de monta, niumero de montas previas a la intromision, latencia de
intromisidbn, numero de montas posteriores a la intromisibn, namero de
intromisiones, latencia de eyaculacion y duracion del intervalo post-eyaculatorio.
Incrementos en los parametros temporales 0 numeéricos sugieren efectos negativos

sobre el desempefio sexual, mientras que efectos opuestos sugiere su facilitacion.
5.3.2 Prueba de erecciones sin contacto

La prueba de erecciones sin contacto sirvid para determinar, por un lado, la
capacidad de un macho de presentar la respuesta de ereccién y por otro, para
evaluar la excitacién sexual producida por la estimulacion visual, olfativa y auditiva
proveniente de una hembra receptiva, a la cual no tiene acceso (Sachs 1996). La
prueba se realiz6 en una caja transparente dividida en dos compartimentos por una
pared con orificios (fig. 4b). Debajo de la caja se coloc6 un espejo a una inclinaciéon
de 45° que permitié observar el vientre de la rata para detectar la respuesta de
ereccidn. Los sujetos experimentales se habituaron a la arena dos dias antes del
experimento. El dia de la prueba se introdujo al sujeto experimental en uno de los
compartimentos y a la hembra receptiva en el otro. La prueba tuvo una duracion de
25 min durante los cuales se registraron el nUmero de erecciones y la latencia de
aparicion de la primera ereccion. Entre cada prueba se limpio la arena con etanol al

70%. La disminucion en el nUmero de erecciones sugiere que la respuesta de
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ereccion puede estar afectada, mientras que el aumento en la latencia de ereccién

sugiere una excitacion sexual disminuida.
5.3.3 Prueba de motivacion sexual incentiva

La prueba de motivacion sexual incentiva mide la motivacion incentiva que
representa una hembra sexualmente receptiva para un macho. La prueba se realiz6
en una arena de plastico ovalada (85x50x40 cm), en la que hay dos ventanas en
contraposicion (fig. 4c). Cada ventana da a un compartimento. En uno se coloca a
una hembra sexualmente receptiva, como estimulo sexual, y en el otro a un macho
desconocido, como estimulo social. Los compartimentos estan separados de la
arena central por una rejilla que impide el contacto fisico con los animales estimulo.
El area adyacente a las ventanas (30x20 cm) representa las zonas incentivas,
sexual o social, respectivamente (Agmo 2003). El procedimiento consisti6 en
habituar de forma individual a los sujetos experimentales a la arena, en ausencia de
los animales estimulo, durante 10 min, por tres dias consecutivos. El dia de la
prueba, se coloco a los animales estimulo en los compartimentos, se introdujo al
sujeto experimental en el centro de la arena y se le permitié explorar libremente
durante 10 min. La arena se gir6 entre los dias de habituacion y la prueba para evitar
preferencia por alguna de las zonas. Las sesiones se videograbaron para su
posterior analisis. Se cuantificé el tiempo acumulativo que pasan los animales en
cada una de las zonas incentivas (zona de la hembra o zona del macho) y el tiempo
acumulativo que pasan olfateando cada una de las rejillas. Adicionalmente, se
cuantificé el tiempo acumulativo en la zona neutra de la arena, asi como el nUmero
de entradas a las zonas incentivas. Un tiempo mayor en la zona de la hembra
sugiere motivacion sexual incentiva, un tiempo mayor en la zona del macho sugiere
motivacion social incentiva y tiempos equivalentes sugieren que los animales

estimulo no representan un incentivo.
5.3.4 Prueba de coordinaciéon motriz (rotarod)

La prueba del cilindro giratorio o rotarod se utilizd para descartar posibles
alteraciones en la coordinacibn motora de los animales que pudieran haber

generado los tratamientos farmacologicos (Dunham y Miya 1957). Se utilizé el
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aparato de rotarod (fig. 4d) que consta de un rodillo giratorio con piso antiderrapante,
el cual esta dividido en cinco carriles (10 cm). Con el objetivo de que los animales
aprendieran a caminar sobre el rodillo en movimiento, se realiz6 una fase de
entrenamiento. Se coloc6 a cada rata de manera individual sobre el rodillo en
rotacion constante (11 rpm), durante 5 min, por 3 dias consecutivos. La prueba se
realizé al cuarto dia bajo las mismas condiciones de los entrenamientos, pero tras
la latencia respectiva del farmaco. Se contabilizaron el nimero de caidas en los 5

min de evaluacion.

a , o b

Figura 4. Representacion de las pruebas conductuales: copula (a), erecciones sin contacto
(b), motivacion sexual incentiva (c) y rotarod (d).
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5.4 Disefio experimental

En experimentos preliminares se realizaron curvas concentracion/dosis- respuesta
a tolueno, ketamina y MK-801 en animales adultos sexualmente expertos. Estos
experimentos permitieron determinar la cantidad de cada farmaco a utilizar en este
trabajo (anexo). Con base en los datos obtenidos se escogio la concentracion de

6000 ppm de tolueno y las dosis 0.3 mg/kg de ketamina y 0.03 mg/kg de MK-801.

5.4.1 Efecto de la exposicion aguda a tolueno sobre la cépula, las erecciones sin
contacto, la motivacion sexual incentiva y la coordinacion motriz de ratas macho

adultas jovenes

La figura 5 muestra el disefio experimental utilizado para estudiar los efectos de la
exposicién aguda a tolueno en ratas macho adultos jovenes. Se tomaron ratas
sexualmente expertas previamente entrenadas sexualmente para formar 8 grupos
independientes: 4 expuestos de forma aguda a 6000 ppm y 4 control, estos Ultimos
se expusieron a las condiciones de la camara, sin disolvente y con el ventilador
encendido. La exposicion se realiz6 al dia 63 PN inmediatamente antes de evaluar
la copula, las erecciones sin contacto, la motivacioén sexual incentiva y el rotarod.

Exposicion oguda

6000
ppim
Pratocala de entrenamiento 'Cé-l Ell:ll|a

G000
Dia PM 45 | 59 B2 ppm
| |

1 2 3 4 5 6 7 G000

S, Nalve Sesiones de copula Sax, Expertos ppm

ILE=15 rin]

- 6000 L& mird

Ll VIS
-5 mind

Rotarod

Figura 5. Disefio experimental para determinar los efectos agudos del tolueno sobre las
pruebas de cépula, de motivacién sexual incentiva (MSI), de erecciones sin contacto (Es/c)
y la prueba de rotarod en ratas macho adultas jovenes, sexualmente expertas. El protocolo
de entrenamiento sexual (cuadros grises) se realizd en siete sesiones de coOpula (cada
tercer dia). A los machos sexualmente expertos se les permiti6 descansar cuatro dias
(cuadros blancos), después de los cuales se realiz6 una sola exposicion a 6000 ppm de
tolueno (cuadros azules) o aire, antes de cada prueba conductual. Los fines de semana se
sefalan con cuadros de lineas diagonales.
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5.4.2 Efecto de la exposicion repetida a tolueno durante la adolescencia

sobre la aparicion y expresion de la cépula de ratas macho

En la figura 6 se representa el disefio experimental utilizado para el tratamiento
repetido con tolueno. Se tomaron ratas macho adolescentes sexualmente naive y
se dividieron en dos grupos independientes: el experimental se expuso
repetidamente a 6000 ppm tolueno, dos veces al dia (8:00 y 13:00 hrs) por 12 dias
durante la adolescencia (periodo de tratamiento) y el grupo control se expuso a aire.
De manera concomitante, a ambos grupos se les someti6 a las sesiones de copula

(1-7) después de la segunda exposicion del dia, cada tercer dia.

Periodo de tratamiento

Aire, 2w/dia (&:00y 13:00h) por 12 dias

- ..

1 2 3 4 ] 6 7

Tolueng G000 ppm, 2x/dia (8:00y 13:00 h) par 12 dias
Dz PH{RE] 59

1 3 4 5
Sesiones de cépula

:.-CIE'-\.I:III!"\-CIE' 2 BXpOsC i-C:II': l\."'l I'.'l' Mnac l:'\l:l

6
Sex. naive

adolescentes

Figura 6. Disefio experimental para estudiar los efectos del tratamiento repetido con tolueno
sobre la aparicidn y expresion del patron copulatorio en ratas macho adolescentes (45-59
PN). A los machos sexualmente naive se les sometid al periodo de tratamiento,
exponiéndolos repetidamente a tolueno (6000 ppm, cuadros azules) o aire (grupo control,
cuadros negros) y a siete sesiones de cOpula, cada tercer dia. Los fines de semana se
representan en lineas diagonales.

5.4.3 Efecto de la exposicidn repetida a ketamina y MK-801 durante la adolescencia

sobre la aparicion y expresion de la cépula de ratas macho

En la figura 7 se representa el disefilo experimental utilizado para los tratamientos
repetidos con ketamina y MK-801. Se realizO el mismo protocolo descrito

previamente con la exposicion repetida de tolueno, pero utilizando ketamina o MK-
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801. Brevemente, a 3 grupos independientes de machos adolescentes sexualmente
naive se les administré ketamina repetidamente (0.3 mg/kg), MK-801 (0.03 mg/kg)
o solucion salina, dos veces al dia (8:00 y 13:00 hrs), con base en referencias de la
literatura sobre la farmacocinética de la ketamina (Copeland y Dillon 2013;
Livingston y Waterman 1978) y el MK-801 (Vezzani et al. 1989; Wegener et al.
2011). Las sesiones de copula (1-7) también se realizaron cada tercer dia, después

de la segunda administracion del dia.

Periodo de tratamiento

Solucian salina 0.9%, 2x/dia (B:00y 13:00 h) por 12 dias
[RIER 45 g

1 i 3 4 5 6 7
Ketamina 0.3 mg/ ke, 2x/dia (8:00y 13:00 h) por 12 dias
B 45 58

1 2 3 4 3 b

ME-201 0.03 mg/kg, 2=/dia (2:00 y 1300 R} por 12 dias
nia PR 59

3 4 5 )
Sesiones de cépula

[después de 2" exposicldn del firmaco)

adolescentes

Figura 7. Disefio experimental para estudiar los efectos del tratamiento repetido con
ketamina o MK-801 sobre la aparicion y expresion de la cépula en ratas macho
adolescentes (45-59 PN). A los machos sexualmente naive se les someti6é al periodo de
tratamiento, administrando repetidamente ketamina (0.3 mg/kg, cuadros verdes), MK-801
(0.03 mg/kg, cuadros rojos) o soluciéon salina (grupo control, cuadros oscuros) y se
realizaron siete sesiones de cOpula, cada tercer dia. Los fines de semana se representan
en lineas diagonales.

Al concluir el periodo de tratamiento previamente descrito, los grupos
experimentales tratados repetidamente con tolueno, ketamina y MK-801 durante la
adolescencia se convirtieron en adultos jévenes (60 PN). Se les permitié entonces
un periodo de lavado del farmaco de 20 dias (periodo sin tratamiento, fig. 8). En
dicho periodo, los primeros 4 dias no tuvieron ninguna manipulacién. A partir del



quinto, se evaluaron 7 sesiones de cOpula adicionales (8-14) sin la administracién

de ninguna de las sustancias.

Periodo de tratomiento Periodo sin tratamiento

i PN a0

[HIERE

Oix PN

] 10 11 12 13 14

Sesiones de copula

|
5

adolescentes ' it jovenes

Figura 8. Disefio experimental para el periodo sin tratamiento. Tras pasar por el periodo de
tratamiento repetido con tolueno, ketamina y MK-801, los machos de los tres grupos
experimentales se sometieron a un periodo de lavado del farmaco (periodo sin tratamiento)
en la adultez joven (60-80 PN). En este periodo se continuaron las sesiones de cépula (8-
14), cada tercer dia, pero ya sin la administracion de ningun farmaco (cuadros blancos).
Los dias de descanso se representan en cuadros grises y fines de semana en lineas
diagonales.

5.4.4 Respuesta a un reto de tolueno en la etapa adulta de las ratas expuestas a

tolueno, ketamina o MK-801 durante la adolescencia

Al concluir el periodo sin tratamiento previamente descrito, los animales habian
alcanzado la edad adulta. En el dia 83 PN se ret6 a los tres grupos experimentales
con una sola exposicién a 6000 ppm de tolueno y se evaluaron sus efectos en una

sesion de cépula (fig. 9).
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Periodo de tratamiento Periodo sin tratamiento  Reto

Tolueno
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Cila PH
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Figura 9. Disefio experimental para establecer si la exposicion repetida a los farmacos
durante la adolescencia maodifica los efectos de una exposicion aguda a tolueno en la etapa
adulta. Tras pasar por el periodo sin tratamiento, los machos de los tres grupos
experimentales se sometieron a un reto con una exposicion aguda de tolueno (6000 ppm,
cuadro achurado) antes de evaluar una sesién de copula (15) en la etapa adulta (83 PN).
Los dias de descanso se representan en cuadros grises.

5.5 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante pruebas de estadistica no paramétrica. Se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn para
comparaciones entre varios grupos independientes con respecto a un control; la
prueba U de Mann-Whitney se us6 para comparar dos grupos independientes o la
prueba de Wilcoxon para hacer comparaciones entre muestras dependientes. En
grupos expuestos a tratamientos repetidos, se utilizaron la prueba F de Fisher para
comparar proporciones entre grupos independientes y la prueba Q de Cochran
seguida de la prueba binomial para comparar proporciones en muestras repetidas.
En todas las pruebas se consideraron diferencias estadisticamente significativas
cuando el valor de p fue igual o menor a 0.05. El analisis estadistico se realizd con

el programa GraphPad Prism versién 6.01 para Windows.
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto de la exposicion aguda a tolueno sobre la cépula, las erecciones sin
contacto, la motivacién sexual incentiva y la coordinaciéon motriz de ratas macho

adultas jovenes

La figura 10 muestra los efectos de la exposicién aguda a tolueno sobre la copula
de las ratas macho adultas jovenes sexualmente expertas. Todos los animales de
ambos grupos expresaron el patron copulatorio completo. A la concentracion de
6000 ppm, el tolueno provocd un aumento significativo en las latencias de monta y
de intromisién, asi como en el nimero de montas, tanto las que preceden a la
primera intromision, como las que preceden a la eyaculacién, con respecto al

control. El resto de los parametros no se altero.
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Figura 10. ParAmetros especificos de la copula tras una exposicion aguda a tolueno (Tol,
6000 ppm) o aire (grupo control, C) en ratas macho adultas jévenes (63 PN) sexualmente
expertas. Los pardmetros se representan en mediana * rango intercuartil. U de Mann
Whitney **p<0.01, *p<0.05 Tol vs. C; n=7 para ambos grupos.
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En la figura 11 se presentan los efectos de la exposicion aguda a tolueno sobre las
erecciones sin contacto en machos adultos jovenes, sexualmente expertos. El
namero de erecciones presentadas por los animales expuestos a tolueno mostré
una tendencia a disminuir sin que la diferencia respecto del control alcance
significancia estadistica (p=0.065). Sin embargo, la latencia de presentacion de la
primera ereccion aumento significativamente en los animales expuestos a tolueno,

lo que sugiere una disminucion en la excitacion sexual.

A ’ ar

Mo Erecciones
Latencia de la
greccidn (min)

C 6000 o

Tol ppm C o0

Tol ppm

Figura 11. Numero de erecciones y latencia de presentacion de la primera ereccion de ratas
macho adultas jovenes (63 PN), sexualmente expertas, tras una exposicién aguda a 6000
ppm de tolueno (Tol) o aire (grupo control, C) y en respuesta a la presencia de una hembra
sexualmente receptiva e inaccesible. El nimero de erecciones y la latencia de presentacion
se representa como mediana + rango intercuartil. U de Mann-Whitney, p<0.05 Tol vs. C;
n=8 para ambos grupos.

La figura 12 muestra los efectos de la exposicion aguda a tolueno sobre la
motivacion sexual incentiva en animales adultos jovenes, sexualmente expertos. El
panel a presenta el tiempo acumulativo que pasaron los animales en cada una de
las zonas incentivas. Como era de esperarse, los animales control permanecieron
significativamente mas tiempo en la zona incentiva de la hembra sexualmente
receptiva que en la zona del macho desconocido. De forma opuesta, los animales
expuestos a tolueno pasaron mas tiempo en la zona incentiva del macho
desconocido. El panel b muestra el tiempo acumulativo que los animales olfatearon
las rejillas de los animales estimulo. El grupo control olfate6 significativamente mas
tiempo la rejilla de la hembra. El grupo expuesto a tolueno olfateé de forma

equivalente ambas rejillas. El panel ¢ presenta la suma del tiempo acumulativo que
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permanecieron los animales en ambas zonas incentivas y el tiempo acumulado que
pasaron en la zona neutra de la arena. El grupo expuesto a tolueno paso
significativamente mas tiempo en las zonas incentivas respecto a la zona neutra,
mientras que el grupo control no presento diferencia entre zonas. Finalmente, el
panel d muestra el nUmero de entradas de los animales a las zonas incentivas. En

este parametro los animales expuestos a tolueno no difirieron del control.
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Figura 12. Efecto de la exposicion aguda a tolueno (Tol) o aire (grupo control, C) en ratas
macho adultas jovenes (63 PN) sexualmente expertas, sobre el tiempo acumulativo en
zonas incentivas (panel a), tiempo acumulativo de olfateo de las rejillas (panel b), tiempo
total en zonas incentivas y zona neutra (panel ¢) y nimero de entradas a las zonas
incentivas (panel d). El tempo y el nimero de entradas se presenta como mediana + rango
intercuartil. Prueba de Wilcoxon *p<0.05 macho vs. hembra, o zonas incentivas vs. neutra,
U de Mann-Whitney Tol vs. C; n=7 para ambos grupos.

Los resultados de la coordinacion motriz evaluada con la prueba de rotarod en
machos adultos jovenes (63 PN), mostraron que la exposicion aguda a tolueno no

tuvo efecto sobre el nimero de caidas (Tol: 0.5 caidas [0-1] vs. C: 0 caidas [0-0];
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mediana [rango intercuartil], U de Mann Whitney, no significativo; n=8 para ambos

grupos).

6.2 Efecto de la exposicion repetida a tolueno durante la adolescencia sobre la
aparicion de las conductas copulatorias y la expresion del patrén copulatorio de

ratas macho

La figura 13 muestra el porcentaje de las ratas macho adolescentes sexualmente
naive que presentod las conductas de monta, de intromision y de eyaculacion a lo
largo de las diferentes sesiones de la copula en el grupo tratado con tolueno y en el
grupo control. En el grupo control, la mayoria de los animales (78%) presento las
conductas de monta e intromisidbn desde la primera exposicion a una hembra
sexualmente receptiva. Estas conductas se presentaron en todos los animales para
la cuarta sesién de copula. La conducta de eyaculacion aparecio durante la segunda
sesion de la copula en el 56% de los animales, el porcentaje fue aumentando
paulatinamente en sesiones de la copula sucesivas y no fue sino hasta la séptima
sesion que la conducta de eyaculacion se presenté en todos los animales control.
Al dia 59 PN, el patron copulatorio estaba completamente instalado en los animales

control.

En el grupo expuesto a tolueno, ningun animal presentd conductas copulatorias
durante la primera exposicion a la hembra. En la segunda sesién, Unicamente un
animal mostré conducta de monta. Hasta la tercera sesion de la cépula se presenté
la conducta de intromisién en el mismo sujeto. La conducta de eyaculacion no se
presento en ningun animal durante el periodo de exposicidn a tolueno. La inhibicién
de cada una de las conductas copulatorias fue estadisticamente significativa
respecto al grupo control, excepto para la sesion 1 de la conducta de eyaculacion.
Por lo tanto, las conductas copulatorias no aparecieron durante el periodo de

tratamiento con tolueno.

En la sesion 8, es decir la primera sesion de la copula del periodo sin tratamiento,
la mitad de los animales expuestos previamente a tolueno presentaron las

conductas de monta y de intromision, y para la sesion 10 todos los animales las
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presentaron. La conducta de eyaculacidon se presenté en un sélo sujeto durante la
sesion 8 de copula del periodo sin tratamiento y hasta la sesidén 11 se presentd en
todos los animales. Estas proporciones se mantuvieron hasta finalizar las sesiones
de la cépula. Los incrementos en los porcentajes fueron estadisticamente
significativos al comparar a los animales a partir de la sesién 9 respecto a su propio
comportamiento en la sesion 7, para cada una de las conductas. Al dia 72 PN el

patrén copulatorio estaba completamente instalado en los animales tratados con

tolueno.
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Figura 13. Porcentaje de animales sexualmente naive que presentan las conductas de
monta, de intromision o de eyaculacion a lo largo del periodo de tratamiento durante la
adolescencia (45-59 PN) con tolueno (6000 ppm) y durante el periodo sin tratamiento
durante la adultez joven (64-80 PN). F de Fisher p<0.05 en cada sesion tolueno vs. control,
excepto para []; prueba Q de Cochran seguido de la prueba binomial *p<0.05, **p<0.01,
sesiones 8-14 vs. 7; n=9 para ambos grupos.

La figura 14 muestra los pardmetros especificos de la primera y la dltima vez que
las ratas macho (expuestas al tratamiento repetido con tolueno) expresaron el

patrén copulatorio completo, independientemente del dia en que esto sucedid. En

28



el grupo control, el nimero de montas e intromisiones, asi como la latencia de

eyaculacion, disminuyeron con la experiencia sexual.

Como ya se mencioné previamente, en el grupo expuesto a tolueno las conductas
copulatorias aparecieron solo después de suspender la administracion del
disolvente; por lo tanto, el patron copulatorio completo se expresé a mayor edad
gue en los animales control (Tol: ~65 — 80 PN vs. control: ~45 - 59 PN). Sin embargo,
en el grupo tratado con tolueno también se observo una disminucion significativa de
los pardmetros temporales y del numero de montas, conforme avanzaron las

sesiones de copula.
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Figura 14. Parametros especificos en la primera y Gltima expresion del patron copulatorio
completo de ratas macho adultas jévenes expuestas previamente a tolueno o de
adolescentes del grupo control. Los parametros se representan como medianas + rango
intercuartil. Prueba de Wilcoxon primera vs. Ultima, *p<0.05, **p<0.01; C n=8, Tol n=9.

6.3 Efecto de la exposicion repetida a ketamina y MK-801 durante la adolescencia
sobre la aparicion de las conductas copulatorias y la expresion del patron

copulatorio de ratas macho

La figura 15 muestra que en la mitad de los animales del grupo control aparecieron

las tres conductas copulatorias desde la primera sesion de copula del periodo de
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tratamiento. Para la sexta sesién el 100% de los animales del grupo control

presentaron todas las conductas al dia 55 PN.

La mitad del grupo tratado con ketamina fue capaz de montar y realizar
intromisiones desde la primera sesion de copula, pero particularmente, la conducta
de intromision se mantuvo con variaciones a lo largo del periodo de tratamiento. La
conducta de eyaculacion se presentd en un solo animal durante las primeras tres
sesiones, aunque para las sesiones 6 y 7 se presento en la mayoria de los animales.
No se encontraron diferencias significativas en cada conducta respecto al grupo
control, a largo del periodo de tratamiento respecto al grupo control. En el periodo
sin tratamiento, las conductas de monta e intromisién se presentaron en mas del
75% de los animales desde la sesién 8 y éste se mantuvo sin cambio. La conducta
de eyaculacion continto presentandose con algunas variaciones, pero se expreso

en la mayoria de los animales del grupo tratado con ketamina.

Respecto al grupo tratado con MK-801, casi un tercio de los animales fue capaz de
montar e intromitir en el primer dia de tratamiento, pero apenas un animal eyaculo.
Estas proporciones fluctuaron conforme se avanzé en las sesiones de la copula,
pero para las ultimas dos sesiones del periodo de tratamiento todas las conductas
se expresaron en la mayoria de los animales y no se encontraron diferencias
significativas a lo largo de dicho periodo. Ya en el periodo sin tratamiento, el grupo
tratado con MK-801 alcanz6 el 100% en cada conducta evaluada, a partir de la

sesion 8.
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Figura 15. Porcentaje de animales que muestran las conductas de monta, de intromision y
de eyaculacion a lo largo del periodo de tratamiento (45-60 PN) con ketamina (0.3 mg/kg),
MK-801 (0.03 mg/kg) o vehiculo (sol. salina) y durante el periodo sin tratamiento (64-80
PN). Control n=8, ketamina n=6, MK-801 n=7.

La figura 16 muestra los parametros especificos de la primera y ultima ocasion en
que las ratas macho expresaron el patron copulatorio completo durante el
tratamiento repetido con ketamina o MK-801, independientemente del dia en que
esto sucedio. A diferencia de lo que sucedi6 con el tolueno, los grupos tratados con
ketamina o MK-801 si lograron expresar el patron copulatorio completo durante el

periodo de tratamiento.

En los animales que soélo recibieron solucion salina (grupo control) el nUmero de
intromisiones, la latencia de eyaculacion y el intervalo post-eyaculatorio
disminuyeron significativamente con la experiencia sexual. La latencia de
intromision y el nUmero de montas permanecieron sin cambios. En el grupo tratado

con ketamina sélo se redujo la latencia de intromisién, mientras que en las ratas
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tratadas con MK-801, todos los parametros de la copula disminuyeron con la

repeticion de la conducta sexual.

Al comparar los pardmetros de la copula entre grupos, encontramos que el MK-801
afectd negativamente la conducta sexual la primera vez que los animales
expresaron un patron copulatorio completo ya que presentaron mas montas y

tuvieron una latencia de eyaculacion mayor que la de los animales control.
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Figura 16. Parametros especificos en la primera y Ultima expresiéon del patrén copulatorio
completo de ratas macho durante el tratamiento con ketamina (Ket) o MK-801. El grupo
control (C) s6lo recibi6 solucién salina. Los parametros se representan como medianas +
rango intercuartil. Prueba de Wilcoxon, *p<0.05, primera vs. Ultima sesién; U de Mann
Whitney *p<0.05, **p<0.01 vs. control. C n=8, Ket n=6, MK-801 n=7.

6.4 Efecto de una exposicion aguda a tolueno en la etapa adulta sobre la cépula de
las ratas expuestas repetidamente a tolueno, ketamina o MK-801 durante la

adolescencia

La figura 17 muestra el efecto de un reto con tolueno en las ratas adultas tratadas
previamente con el disolvente, la ketamina o el MK-801 durante la adolescencia.
Todos los animales de cada grupo expresaron el patrén copulatorio completo. En
los animales pre-tratados con tolueno, el reto con el mismo aumentd

significativamente el niumero de montas expresado en una serie copulatoria
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respecto al grupo expuesto a la misma concentracion de tolueno de manera aguda
y de edad equivalente. El resto de los parametros no fue diferente en ambos grupos.
Ante el reto con tolueno, el grupo pre-tratado con ketamina no expresé mas montas,
pero si menos intromisiones y menor latencia de eyaculacién que el grupo expuesto
a la misma concentracién de tolueno de forma aguda. El resto de los parametros no
se afectd. El grupo pre-tratado con MK-801 respondié al reto con latencias de
intromision y eyaculaciéon menores a las que expreso el grupo expuesto a la misma

concentracion de tolueno de forma aguda. Los demés pardmetros no se afectaron.
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Figura 17. Parametros especificos de la cépula ante el reto con tolueno (6000 ppm de
tolueno, barras achuradas) en la edad adulta (83 PN) de los grupos tratados con tolueno
(Tol), ketamina (Ket) o MK-801 en la adolescencia, respecto a un grupo de ratas adultas
expuestas a la misma concentracion de manera aguda (Agudo). Los parametros se
representan como medianas + rango intercuartil. U de Mann Whitney, Reto vs. Agudo,
**p<0.01, *p<0.05, agudo n=8, tol n=8 Ket n=6, MK-801 n=8.

Una diferencia observada entre los grupos tratados repetidamente con ketamina o
MK-801 y el tratado repetidamente con tolueno fue que, en los primeros, las
conductas copulatorias aparecieron desde los primeros dias de tratamiento,

provocando que estos animales cursaran por el doble de sesiones de cépula.
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Finalmente, ni la ketamina, ni el MK-801, a las dosis utilizadas deterioraron la
coordinacion motriz de machos adultos jovenes (dia 63 PN), al mostrar un niumero
de caidas similar al grupo control (Ket: 1.0 caidas [0 — 2], MK: 0 caidas [0 — 0.75]
vs. C: 0 caidas [0 - 0]; mediana [rango intercuartil], U de Mann Whitney Tx vs.

control, no significativo; n=8 para cada grupo).

7. DISCUSION

7.1 Efecto de la exposicion aguda a tolueno en animales sexualmente expertos

Nuestros resultados muestran que una exposicion aguda a tolueno en animales
adultos jévenes con experiencia sexual tuvo efectos inhibitorios sobre la copula que
Se expresaron como un retraso en el inicio de la interaccion sexual con una hembra
sexualmente receptiva, acompafado de una disminucion de la excitacion sexual y
de la motivacion sexual incentiva. Estos datos sugieren que el tolueno tiene un
efecto inhibidor sobre los aspectos apetitivos de la cépula. Por otro lado, también
se observo que el tolueno produce un aumento importante en el nimero de montas
y una tendencia a la disminucion en el nimero de erecciones sin contacto que, en
conjunto, sugieren afectacion en los reflejos sexuales, lo que deteriora la ejecucién

de la copula.

No existen estudios previos en la literatura que analicen los efectos del tolueno
sobre la conducta sexual masculina, pero si los hay del alcohol, que como se
mencion6 comparte algunos mecanismos de accion y efectos conductuales con el
tolueno. ElI consumo agudo de alcohol tiene un efecto bifasico sobre la conducta
sexual masculina, a dosis bajas la facilita y a dosis altas la inhibe (Ferraro y Kiefer
2004). En este trabajo so6lo se probaron concentraciones altas de tolueno (de 500 a
6000 ppm, ver anexo) y solo la de 6000 ppm tuvo efectos inhibidores sobre distintos
aspectos de la conducta sexual. Queda por determinar si concentraciones menores

a 500 ppm de tolueno pudieran tener algun efecto facilitador.

A la concentracion probada, el tolueno disminuyo las erecciones sin contacto y

aumento el nimero de montas que preceden a la eyaculacién. Cuando la respuesta
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de erecciones no es la adecuada, los animales muestran dificultades para lograr la
intromision del pene en la vagina que se expresan como un aumento en el nimero
de montas (Hull y Rodriguez-Manzo 2017). En conjunto estos efectos sugieren una
afectacion en la respuesta de ereccion que podria explicarse porque la sensibilidad
genital estuviera deteriorada, porque la capacidad de respuesta motora no fuera la
adecuada, y/o porque la percepcion del estimulo olfativo estuviera alterada. La
estimulacién olfatoria es la via principal para producir las erecciones sin contacto
(Kondo et al. 1999). Las sefiales olfativas se procesan por dos vias: una que se
origina en la cavidad nasal, a través de las neuronas receptoras olfatorias de la
mucosa, que envian sus proyecciones al bulbo olfatorio principal; y otra que se
origina en el érgano vomeronasal, ubicado en la base de la cavidad nasal y que
envia sus proyecciones a los bulbos olfatorios accesorios (Keller et al. 2010). Las
feromonas que emite una hembra sexualmente receptiva son detectadas por el
organo vomeronasal. En animales adultos con experiencia sexual previa, la
remocioén de los bulbos olfatorios (bulbectomia) inhibe la cépula y la preferencia por
una hembra receptiva (Edwards et al. 1990). Sin embargo, una lesién menor, como
es la desaferentacion de los bulbos olfatorios, s6lo aumenta la latencia de
eyaculacion sin afectar la latencia de monta, el nimero de montas o la preferencia
por una hembra receptiva (Edwards et al. 1996). Dado que estas alteraciones son
diferentes a las producidas por la exposicion aguda a tolueno, la afectacion de las
vias olfatorias, aunque no puede descartarse, no parece ser la causa. Por otro lado,
se sabe gue la experiencia sexual previa agudiza la deteccion de las feromonas
emitidas por una hembra receptiva (Lydell y Doty 1972; Nielsen et al. 2013). La
mejoria en la discriminacién del estimulo sexual producida por la experiencia sexual
pudo haber compensado el deterioro de la sensibilidad producida por la inhalacion

aguda del tolueno en nuestro trabajo.

El tolueno también retraso el inicio de la interaccion sexual de los machos con la
hembra y disminuy6 el tiempo que pasaron los animales en la zona incentiva de una
hembra receptiva. Ambos parametro se consideran indicadores de motivacion

sexual incentiva (Agmo 2003). Por ejemplo, macho no copuladores, pre-plberes o
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castrados no se aproximan a la hembra sexualmente receptiva, indicando ausencia

de motivacion sexual (Hernandez-Gonzélez et al. 2008; Portillo y Paredes 2004).

Alteraciones en la sensibilidad olfativa tampoco explican esta disminucion de la
motivacion sexual incentiva, ya que cuando las ratas macho sexualmente
experimentadas son sometidas al procedimiento de bulbectomia, no cambian su
motivacion por una hembra receptiva versus una no receptiva, aunque si reducen

el tiempo de investigacion ano-genital (Hull et al. 2006).

La disminucion en el tiempo de permanencia en la zona incentiva de la hembra
receptiva no fue un efecto inespecifico provocado por la inactividad fisica, ya que el
tolueno a 6000 ppm no deterioré la coordinacion motriz, ni la actividad motora.
Tampoco parece ser el resultado de un desinterés en los estimulos, ya que no
permanecieron mas tiempo en la zona neutra, ni se mantuvieron inactivos en toda

la arena.

Varias regiones cerebrales participan en el control de la motivacion sexual
masculina, como es APOm (Everitt 1990; Hull et al. 1995), el nucleo accumbens
(Kippin et al. 2004) y la corteza prefrontal (Hernandez-Gonzélez et al. 2008). Esta
bien establecido que la liberacion de dopamina en el nlcleo accumbens desempefia
un papel fundamental en los aspectos recompensantes de la cépula y del consumo
de drogas de abuso (Ikemoto y Panksepp 1999), lo que facilitaria la motivaciéon
sexual. El tolueno favorece la liberaciébn de dopamina en el nicleo accumbens a
concentraciones similares a las utilizadas en este trabajo (Koga et al. 2007), sin
embargo, nosotros encontramos un efecto inhibidor sobre la motivacién sexual. Esto
sugiere la participacion de otras regiones cerebrales. Recientemente, se ha
sugerido que la corteza prefrontal regula la motivacién sexual de la rata macho
(Hernandez-Gonzalez et al. 2012; Hernandez-Gonzalez et al. 2014). La corteza
prefrontal envia proyecciones de naturaleza glutamatérgica al area tegmental
ventral, al nicleo accumbens y al APOm (Hull y Rodriguez-Manzo 2017). Tras una
exposicion aguda a tolueno (4000-8000 ppm) hay un incremento en la liberacién de
dopamina en la corteza prefrontal (Koga et al. 2007; Rivera-Garcia et al. 2015). Por
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lo tanto, la disminucion en la motivacién sexual que encontramos tampoco podria

relacionarse con este neurotransmisor en esta via.

Otra posibilidad seria que el tolueno disminuyera la producciéon de 6xido nitrico,
porque existen evidencias de que el bloqueo del receptor NMDA en nucleos
particulares del hipotalamo lo disminuye (Melis et al. 2000) y el éxido nitrico es
critico para las conductas sexuales y la respuesta de eyaculacion (Lagoda et al.
2004; Melis et al. 2000). Este punto sera motivo de investigaciones posteriores.

7.2 Efecto de la exposicion repetida a tolueno durante la adolescencia

Nuestros resultados muestran que el tratamiento repetido con tolueno durante la
adolescencia también tuvo efectos negativos en la conducta sexual de las ratas
macho. En particular, los animales presentaron una inhibicion total de la expresion
de las conductas copulatorias a lo largo del periodo que estuvieron expuestos al
tolueno. Una vez finalizada la dltima exposicion, las conductas copulatorias
aparecieron gradualmente y el patrén copulatorio llegé a expresarse de forma
estable en todos los individuos. Es decir, la exposicion repetida a tolueno durante la
adolescencia evit6 que los animales desarrollaran la conducta sexual en la etapa en

la que normalmente se adquiere, pero esta inhibicion no fue permanente.

No hemos encontrado evidencias de otras drogas de abuso o agentes exdgenos
que produzcan una inhibicién similar. Hay algunos antecedentes en el mismo
sentido con el consumo de alcohol. Por ejemplo, Oliva y col. (2006) mostraron que
s6lo entre el 25 y el 33% de las ratas macho que consumieron alcohol de manera
repetida entre los dias 50 y 105 PN fueron capaces de presentar conductas
copulatorias en su primera interaccién sexual. Otros investigadores han descrito un
aumento en las latencias de monta, intromisién y eyaculacion, asi como en el
intervalo post-eyaculatorio en animales con experiencia sexual previa que fueron
tratados repetidamente con alcohol (Menéndez et al. 1991). En esos estudios, los
efectos negativos disminuyeron progresivamente hasta alcanzar parametros
normales, lo que sugiere que se desarroll6 tolerancia a los efectos inhibidores del

alcohol (Pinel et al. 1992). En nuestro estudio, no hubo indicios de tolerancia, la
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inhibicién de la aparicion de la copula por el tolueno se mantuvo a lo largo de todo

el tratamiento.

Se desconocen los mecanismos por los cuales la exposicién repetida a tolueno
inhibe la aparicién de la conducta sexual. Entre las posibilidades, podria pensarse
en: a) cambios a nivel enddcrino; b) alteraciones permanentes en la olfaccion que
impiden la adecuada deteccién de la hembra receptiva; y c) alteraciones de la

transmision glutamatérgica o de otros sistemas de neurotransmision.

En cuanto a la primera posibilidad, se sabe que interferir con el desarrollo enddcrino
(mediante la castracion previa a la pubertad, por ejemplo) evita permanentemente
la aparicion de las conductas copulatorias y que la restitucion de la testosterona o
estradiol logra revertir dicha inhibicion (Larsson 1967). En general, la testosterona

tiene un efecto facilitador sobre la conducta sexual (McGinnis y Dreifuss 1989).

Los datos acerca de los efectos del tolueno sobre hormonas sexuales masculinas
son escasos e inconsistentes. Por ejemplo, Svensson y col. (1992; 1992) reportaron
gue el tolueno redujo los niveles de testosterona, de FSH y de LH en trabajadores
expuestos cronicamente a concentraciones que oscilan en las 80 ppm. En contraste,
en otro estudio realizado en trabajadores mexicanos se encontré un aumento en los
niveles séricos de testosterona, pero una disminucion de las hormonas FSH y LH
(Miranda-Figueroa et al. 2013). Este tipo de estudios no suele indagar sobre
posibles alteraciones en la conducta sexual de los individuos, ademas de que es
dificil descartar el efecto de otras variables de confusion como el consumo de
alcohol. En nuestro trabajo no analizamos si la administracion cronica de tolueno
podria alterar los niveles de hormonas sexuales masculinas. Sin embargo, Ono y
col. (1999) no encontraron cambios en los niveles séricos de las tres hormonas en
ratas macho sometidas a concentraciones de 6000 ppm de tolueno, 2 hrs al dia,
durante 5 semanas. En dicho estudio, el periodo de exposicién al disolvente fue mas
prolongado que el nuestro, y la determinacién de los niveles hormonales sélo se
realizé al finalizar el tratamiento. Estos datos sugieren que, si existen efectos del
tolueno sobre hormonas sexuales, no son evidentes al menos en las condiciones

experimentales utilizadas.
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Otra posible explicacion del efecto inhibidor del tratamiento repetido con tolueno
sobre la aparicion de la conducta sexual podria deberse a que la constante
inhalacion del disolvente produjera un dafio significativo en la deteccion olfativa de
las feromonas que emite una hembra receptiva. En este aspecto, hay estudios que
muestran que exposiciones a tolueno entre 400-1600 ppm durante un periodo mas
prolongado que el que utilizamos en nuestro trabajo (5 hrs al dia por 4 semanas)
disminuyen progresivamente la sensibilidad olfativa y producen modificaciones
estructurales del epitelio olfatorio. La disminucion de la olfaccion se presenta tras 2
semanas de iniciar el periodo de tratamiento y hasta 2 semanas después de retirar
el disolvente. Transcurrido ese tiempo, la sensibilidad olfativa regresa a la
normalidad (Jacquot et al. 2006). Estos datos indican que el tolueno puede afectar
la sensibilidad olfativa, pero no permiten explicar por qué en nuestro estudio ningan
animal expresé alguna de las conductas copulatorias desde el primer dia de

exposicion.

No podemos descartar que el tratamiento utilizado en nuestro trabajo produzca un
deterioro de la sensibilidad olfativa, pero si asi fuera, no cabria esperar una
inhibicion tan marcada en la aparicién de la conducta sexual. Si bien existen
evidencias de que la lesion selectiva de las neuronas sensoriales en el epitelio del
bulbo olfatorio principal con sulfato de zinc inhibe la conducta sexual de animales
sexualmente naive (Keller etal. 2006), otros autores han encontrado que aun
cuando se realice una bulbectomia olfatoria en ratas sexualmente naive, la mayoria
(75%) logra realizar intromisiones y un 10% logra eyacular en una primera sesién
de cépula (Bermant y Taylor 1969). De tal forma que, en animales andsmicos que
carecen de experiencia sexual previa, las conductas copulatorias logran instalarse

desde la primera interaccion con una hembra receptiva (Bermant y Taylor 1969).

Al cesar la inhalacion, las conductas copulatorias aparecieron paulatinamente, el
patrén copulatorio completo se instalé en todos los animales y su expresion se

estabilizé como en el grupo control.

Otra explicacion para la inhibicion sostenida de la copula durante el periodo de

exposicion a tolueno podria relacionarse con el constante antagonismo del receptor
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NMDA. En un modelo de raton knock-down que expresa una baja proporcion de
receptores NMDA funcionales (5-10%), se reporté que los machos no se aparean y
presentan inhibicion de la interaccion social (Mohn et al. 1999). Este ultimo efecto
se ha reportado con otros antagonistas NMDA (como la ketamina, la PCP o el MK-
801) (Wilson y Koenig 2014). Ademas, en un estudio previo del laboratorio en ratas
adolescentes (35 dias PN) expuestas repetidamente a tolueno (8000 ppm, 2 veces
al dia, por 20 dias) se observé una disminucion de la interaccion social durante el
tratamiento, efecto que desaparecié poco después de retirar el disolvente (Nava
Rodriguez 2016). De esta forma, antagonizar al receptor NMDA en una etapa critica
podria afectar transitoriamente las interacciones sexual y social, particularmente en
la adolescencia periodo en que ambas conductas debieran aumentar de forma

natural.

Si el antagonismo NMDA fuera el responsable de las alteraciones encontradas en
la interaccion sexual, nuestros resultados del tratamiento repetido a ketamina y a
MK-801 serian similares a las que produjo el tolueno; sin embargo, esto no fue lo
que ocurrid. El tratamiento con ketamina no tuvo un efecto significativo sobre el
mejoramiento de la cépula. Respecto al tratamiento con MK-801, este si tuvo un
impacto negativo sobre el proceso de adquisicion de la cépula, particularmente en
la primera expresion del patron copulatorio, pero la inhibicién desaparecio tras

sucesivas sesiones de conducta y administraciones repetidas del farmaco.

La primera diferencia entre el tratamiento con tolueno y el tratamiento con los
antagonistas NMDA de referencia fue la via de administracién. La inhalacion es una
via muy eficiente de administracién que permite un inicio rapido de accion, mientras
gue la administracién sistémica utilizada (i.p.) requiere de procesos de absorcion y
distribucion. No obstante, estos factores se compensan seleccionando una latencia
adecuada para evaluar los efectos conductuales. Otra diferencia podria ser que las
dosis utilizadas en este estudio se encuentran en uno o dos 6rdenes de magnitud
por debajo de las utilizadas en otros estudios que evallan otro tipo de pruebas
conductuales [MK-801: 0.1 - 0.6 mg/kg; ketamina 7 - 30 mg/kg] (Wilson y Koenig
2014; Kaminska y Rog6z 2015). Sin embargo, el rango de dosis para los

40



tratamientos con ketamina y MK-801 representd una limitacion en este proyecto
porque las dosis mas altas inducen efectos motores que podrian interferir con la
ejecucion de la copula (ver anexo). No hay reportes que muestren equivalencias
farmacoldgicas entre el tolueno y la ketamina o el MK-801. Estudios previos de
nuestro laboratorio han mostrado efectos muy similares entre el tolueno y la
ketamina a las concentraciones de 4000 y 8000 ppm y las dosis de 3 y 10 mg/kg,
respectivamente (Rivera-Garcia et al. 2015). Esta similitud no se encontro para los
efectos sobre la conducta sexual, lo que sugiere que el efecto del tolueno es

complejo e involucra varios sistemas de neurotransmision.

7.3 Respuesta a un reto de tolueno en animales adultos tratados con antagonistas
NMDA durante la adolescencia

La exposicion a un reto con tolueno en la etapa adulta en animales tratados
previamente con tolueno durante la adolescencia evidencié un efecto de
sensibilizacion, que se manifestd por la presentacibn de un namero mayor de
montas en una serie copulatoria en comparacion con los animales control expuestos
una sola vez a tolueno. Ante el reto con tolueno, no se encontré sensibilizacién
cruzada en los grupos tratados previamente con ketamina o MK-801 durante la
adolescencia.

Se sabe que la exposicién repetida a altas concentraciones de tolueno puede
producir tolerancia o sensibilizacion dependiendo de la respuesta. La sensibilizacion
se ha descrito para el incremento de la actividad locomotriz que se observa en
animales tratados crénicamente con tolueno (Batis et al. 2010; Bowen et al. 2007),
asociado a una facilitacion de la transmision dopaminérgica en el sistema
mesolimbico (Beyer et al. 2001). La tolerancia se ha descrito sélo para algunos
efectos fisiol6gicos, pero no para otros como el deterioro de la memoria (Nava
Rodriguez 2016). En ambos casos, se han utilizado concentraciones de tolueno
similares a las de este estudio y por tiempos de 2 a 4 semanas. Estos resultados

sugieren que el tolueno produce cambios plasticos importantes que involucran a
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sistemas de neurotransmision diferentes, los cuales podrian estar implicados en la

sensibilizacion reportada frente al reto de tolueno en la edad adulta.

La posibilidad de que el efecto de sensibilizacion que encontramos, se deba a
factores farmacocinéticos es baja porque el tolueno produce una induccion de la
enzima principal involucrada en su metabolismo, el citocromo P450 isoforma 2E1
(CYP2E1) (Nakajimay Wang 1994). En este caso, lo que cabria esperar es una vida

media mas corta y, por lo tanto, una menor duracion de sus efectos.

Otra explicacién radica en los cambios neuroadaptativos a largo plazo que induce
la exposicion repetida al disolvente. En particular, Duncan y col. (2014) exploraron
los efectos de un reto con MK-801 (0.5 mg/kg) en animales adultos, después de 20
dias de la dltima exposicion intermitente al tolueno (10,000 ppm, 3 semanas), y
encontraron un efecto breve de sensibilizacidn, seguido de un efecto de tolerancia
que permanecié por mayor tiempo. Como se menciond anteriormente, la exposicién
repetida a tolueno induce neuroadaptaciones en los receptores NMDA (Williams
et al. 2005), las cuales son consistentes con el tipo de modificaciones que inducen
otras drogas de abuso en el circuito mesocorticolimbico (van Huijstee et al. 2015;
Fitzgerald et al. 1996). Aunque este tipo de modificaciones se relacionan con el

proceso de adiccion, también podrian ser relevantes para la conducta sexual.

Con el propésito de analizar si el antagonismo NMDA persistente estaba
relacionado con el efecto de sensibilizacién encontrado, sometimos a los animales
tratados repetidamente con ketamina y MK-801 al reto con tolueno. Los farmacos
de referencia no produjeron sensibilidad cruzada. Por un lado, las dosis de ketamina
y MK-801 probadas estan por debajo de las dosis que inducen procesos adictivos
(Caffino etal. 2016; Corbett 1989) y quizda no sean suficientes para inducir
modificaciones en el circuito mesocorticolimbico. En el mismo sentido, como se
menciond previamente, podemos pensar que las dosis administradas de los
farmacos de referencia no fueron equivalentes en cuanto a la potencia del
antagonismo NMDA, mismo que conduciria a pocas 0 nulas neuroadaptaciones a
largo plazo y a la falta de efecto ante el reto con tolueno. En conjunto, estas pueden

ser algunas razones del por qué no observamos sensibilizacion cruzada ante el reto
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con tolueno. Por lo tanto, nuestros resultados no nos permiten concluir que el efecto

de sensibilizacion sea de naturaleza glutamatérgica.

Por otro lado, en el grupo tratado con MK-801, el reto con tolueno tuvo otro tipo de
impacto en la respuesta conductual, al encontrar que el tolueno no tuvo el efecto
tipico en la latencia de intromision, mismo que se presentd consistentemente en
nuestras exposiciones agudas en animales adultos jovenes y adultos. Este
resultado muestra que el tratamiento repetido con MK-801 si modificé la respuesta
al tolueno, lo que sugiere que el antagonismo del receptor NMDA participa en
algunos de los efectos del tolueno sobre la cépula. En apoyo a esta interpretacion,
se ha reportado que, en animales con experiencia sexual, el consumo agudo de
alcohol (Pfaus y Pinel 1989; Pinel et al. 1992) y la administracion aguda de MK-801
(0.1 0 0.2 mg/kg) (Fleming y Kucera 1991; Powell et al. 2003) aumentaron la latencia
de monta e intromision y el nUmero de montas, parametros que se modificaron por
la exposicion aguda a 6000 ppm de tolueno. Como se menciond, estas sustancias

comparten el antagonismo del receptor NMDA.

Otra posible explicacion para la ausencia de sensibilizacién cruzada puede estar
relacionada con la experiencia sexual. Los animales tratados con ketamina y MK-
801 presentaron las conductas copulatorias desde las primeras sesiones de copula
durante el periodo de tratamiento, y lograron tener un patron copulatorio a pesar de
la presencia del farmaco. Ademas, la cépula siguio reforzandose en el periodo sin
tratamiento. Se ha reportado que los machos que presentan un patron copulatorio
estable como resultado de experiencias sexuales sucesivas, son mas resistentes a
los efectos disruptores de factores exdégenos sobre la cdpula, como son las drogas
de abuso o estimulos estresantes (Larsson 1956; Pfaus y Wilkins 1995). En apoyo
a esto, en este trabajo los pardmetros de la copula que aparecieron alterados en las
primeras experiencias sexuales del grupo tratado con MK-801 mejoraron conforme
avanzaban las sesiones sucesivas de copula. En el grupo tratado repetidamente
con ketamina, la tendencia es la misma. Por otro lado, se ha sugerido que la

experiencia sexual es un factor suficiente para inducir cambios plasticos en el
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circuito mesolimbico, los que a su vez se convierten en un factor capaz de cambiar

la sensibilidad a las drogas de abuso (Pitchers et al. 2010).

Existen datos tanto clinicos, asi como en modelos animales que muestran que el
consumo prolongado de tolueno provoca alteraciones en el aprendizaje y la
memoria, dependientes de la corteza prefrontal (Lin et al. 2010; Ycel et al. 2008;
Rosenberg et al. 2002). La exposicion aguda a concentraciones altas de tolueno
(8000-12,000 ppm) disminuye los niveles de glutamato en la corteza prefrontal
(Perrine et al. 2011). En un estudio realizado por Hernandez-Gonzalez y col. (2012)
se encontré que dicha corteza participa en el procesamiento de una memoria de
trabajo dependiente de la motivacion sexual de un macho por una hembra receptiva.
Por lo tanto, no habria que descartar la participacion de dicha estructura cerebral en
los efectos negativos del tolueno y el MK-801 sobre la conducta sexual.

Las evidencias presentadas en este apartado no nos permiten concluir directamente
cuales son los mecanismos por los que la exposicion a tolueno, de forma aguda o
repetida, puede producir los efectos negativos en los distintos aspectos de la

conducta sexual de la rata macho se requieren mas estudios al respecto.
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8. CONCLUSIONES

La exposicion aguda a tolueno disminuy6 los aspectos apetitivos de la
conducta sexual y deterioro la ejecucion de la copula en ratas macho adultas
jovenes.

La exposicion repetida a tolueno durante la adolescencia en ratas macho
sexualmente naive inhibio la aparicion de las conductas copulatorias en la
etapa en que debieron aparecer. Esta alteracion fue transitoria, pues al
suspender la exposicion al disolvente, las conductas copulatorias
aparecieron paulatinamente hasta expresarse en forma estable.

El reto con una exposicion Unica a tolueno en la etapa adulta mostré un efecto
de sensibilizacion en los animales expuestos durante la adolescencia a
tolueno, lo cual sugiere que el tolueno tiene efectos a largo plazo sobre la
conducta sexual.

No se observo una relacion directa entre el antagonismo del receptor NMDA,
la inhibicién de la copula y la sensibilizacién producida por el tratamiento

repetido con tolueno durante la adolescencia.
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9. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos se plantean las siguientes perspectivas:

Estudiar si el tratamiento con tolueno en ratas macho pre-puberes interfiere
con la regulacion enddécrina caracteristica de la pubertad, y si dicho
tratamiento tiene consecuencias a largo plazo sobre la conducta sexual.
Determinar las concentraciones de las hormonas sexuales en plasma en
distintos puntos del periodo de tratamiento repetido con tolueno y posterior al
mismo.

Profundizar en el estudio de la sensibilidad olfativa utilizando paradigmas
conductuales que midan umbrales de deteccion e integridad de la olfaccion
en los distintos esquemas de exposicion a tolueno.

Evaluar si en el mismo esquema de exposicion repetida a tolueno presenta
otros efectos, cuando la evaluacion de la cOpula se realiza antes de cada
exposicién al disolvente.

Evaluar la preferencia sexual de los animales expuestos de forma aguda a
tolueno.

Identificar los sistemas de neurotransmision involucrados en el fenébmeno de
inhibicion de la expresion de la conducta sexual utilizando herramientas

farmacoldgicas.
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ANEXO

Efecto de la exposicién aguda a tolueno sobre la copula de ratas macho adultas

La figura 18 muestra las curvas concentracion-respuesta a tolueno en ratas macho
adultas, sexualmente expertas. Todos los animales expresaron el patrén copulatorio
completo. La concentracion de 6000 ppm de tolueno aumento significativamente la
latencia de intromision con respecto al grupo control, sin afectar el resto de los
parametros, mientras que las concentraciones de 500 y 2000 ppm no modificaron
ninguno de los parametros. Con base en estos datos se eligio la concentracion de
6000 ppm.
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Figura 18. Curva concentracidn-respuesta en ratas macho adultas (83 PN), sexualmente
expertas. Parametros especificos de la cépula tras una exposicion aguda a tolueno (Tol) a
concentraciones de 500, 2000 o 6000 ppm o aire (control, C). Las latencias se representan
en media * error estandar y el nUmero de montas e intromisiones en mediana + rango
intercuartil. ANOVA de Kruskal-Wallis seguido de Dunn **p<0.01 Tol vs. C; Tol n=8, control
n=10.
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Efecto de la exposicion aguda a ketamina sobre la copula de ratas macho adultas

La figura 19 muestra las curvas dosis-respuesta a ketamina en ratas macho adultas,
sexualmente expertas. Todos los animales expresaron el patron copulatorio
completo. Se observa que la dosis de 3 mg/kg de ketamina disminuyo0 la latencia de
eyaculacion respecto al control, mas no tuvieron efecto sobre los otros parametros.
Las dosis de 0.1, 0.3, 1 y 10 mg/kg no modificaron ninguno de los parametros en
comparacion con el vehiculo. La dosis mas alta (10 mg/kg) redujo significativamente
el numero de cruces en la prueba de actividad ambulatoria espontanea (tabla 2). Al
no encontrar efectos negativos sobre la copula en respuesta a la ketamina, se
decidié escoger una dosis baja. Debido a que la dosis de 0.1 mg/kg de ketamina,
mostrd una gran dispersion de los datos en la latencia de intromision, se eligié la

siguiente dosis (0.3 mg/kg).
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Figura 19. Curva dosis-respuesta en ratas macho adultas (83 PN), sexualmente expertas.
Parametros especificos de la cépula tras una exposicion aguda ketamina (Ket) a las dosis
de 0.1, 0.3, 1, 3 0 10 mg/kg o vehiculo (control, C). Las latencias se representan en media
+ error estandar y el nimero de montas e intromisiones en mediana * rango intercuartil.
ANOVA de Kruskal-Wallis seguido de Dunn *p<0.05 Ket vs. C; n=6 para cada grupo.
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Efecto de la exposicion aguda a MK-801 sobre la copula de ratas macho adultas

La figura 20 muestra las curvas dosis-respuesta a MK-801 en ratas macho adultas,
sexualmente expertas. Todos los animales incluidos en cada grupo expresaron el
patrén copulatorio completo. Las dosis de 0.03 y 0.1 mg/kg de MK-801 aumentaron
la latencia de intromisién, mientras que la dosis de 0.01 mg/kg no modificé ninguno
de los parametros. Se excluyeron a 5 ratas del grupo con la dosis mas alta (0.1
mg/kg) por no completar el patron copulatorio en los 30 min de duracion de la
prueba. La tabla 2 muestra que las diferentes dosis de MK-801 no alteraron la
actividad ambulatoria espontanea; sin embargo, durante la sesion de cépula se
hicieron las siguientes observaciones con la dosis de 0.1 mg/kg: dificultad para
ejecutar las montas, marcha en circulos y dificultad para permanecer erguidos. Con

base en estos resultados, se eligid la dosis de 0.03 mg/kg.
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Figura 20. Curva dosis-respuesta en ratas macho adultas (83 PN), sexualmente expertas.
Parametros especificos de la copula tras una administracion aguda a MK-801 a dosis 0.01,
0.03 o0 0.1 mg/kg o vehiculo (control, C). Las latencias se representan en media + error
estandar y el nimero de montas e intromisiones en mediana + rango intercuartil. ANOVA
de Kruskal-Wallis seguido de Dunn **p<0.01, *p<0.05 MK-801 vs. C; n=8 para cada grupo.
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Efectos de ketamina y MK-801 sobre la actividad ambulatoria espontanea

La tabla 2 muestra los resultados de las diferentes dosis de ketamina y MK-801
sobre la prueba de actividad ambulatoria de ratas macho adultas. Se encontré que
so6lo la dosis de 10 mg/kg de ketamina tiene efectos negativos.

Tabla 2. Efectos de las diferentes dosis de ketamina y MK-801 sobre la actividad
ambulatoria espontanea de ratas adultas

Ketamina No. de cruces MK-801 No. de cruces
Control 40 [37 — 50] Control 45[35.5-61.75]
0.1 49.5[31-58.5] 0.01 40.5[30 — 43.75]
0.3 48.5[34.75 - 50.5] 0.03 39 [29 — 44.5]
1 40.5[33 —46.25] 0.1 54[35-66.5]

3 46.5[36.75 — 58.75]
10 21.5[15.75— 27.75] *

La evaluacion se realiz6 al dia 83 PN. El nUmero de cruces de un cuadrante a otro se
representan en mediana [rango intercuatil]. ANOVA de Kruskall Wallis seguida de Dunn
*p<0.05; ketamina n=6 para cada grupo, MK-801 n=8 para cada grupo.
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