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RESUMEN
Las ratas macho que copulan hasta la saciedad presentan cambios fisiolégicos de
larga duracién, que incluyen una inhibicidén sexual y una hipersensibilidad generalizada
a farmacos. Tales cambios sugieren la participacion de procesos de plasticidad
cerebral en su induccién, pero se desconocen los procesos que subyacen a tales
procesos. La activacion constante de las neuronas dopaminérgicas (DAérgicas) del
circuito mesolimbico (MSL) induce la sintesis y liberacion de endocannabinoides
(eCBs) en el area tegmental ventral (ATV). Los eCBs modulan la actividad de las
neuronas DAérgicas del MSL a través de activar a receptores CB1 (CB1R), localizados
tanto en terminales GABAérgicas como glutamatérgicas del ATV, y participan en
procesos de plasticidad sinaptica. Por otro lado, la transmision glutamatérgica en el
ATV participa en la activacion de las neuronas DAérgicas (induccion del disparo en
rafaga) y en fendmenos de plasticidad sinaptica. En este trabajo se puso a prueba la
hipotesis de que durante la copula hasta la saciedad se liberan eCB en el ATV, que
activan al CB1R y modulan procesos de plasticidad sinaptica que involucran a la
transmision glutamatérgica, y que probablemente subyacen a los fendmenos de
inhibicion sexual e hipersensibilidad a farmacos de los machos sexualmente saciados.
Los resultados muestran que hay liberacion de eCB en el ATV durante la cépula hasta
la saciedad que participan en la induccién de los fendmenos de inhibicién sexual e
hipersensibilidad a farmacos de las ratas sexualmente saciadas. La densidad del
CB1R en el ATV disminuyd, la proporcién de CB1Rs fosforilados aumentd y no se
detectaron cambios en el ARNm del CB1R en los animales que copularon en
comparacion con el grupo control. La internalizacion del CB1R en el ATV aumento sélo
en los machos sexualmente saciados. En el ATV de las ratas sexualmente saciadas, la
densidad de AMPAR disminuy6, efecto que fue bloqueado por el pre-tratamiento con
AM251, y la proporcion de AMPAR que contienen la subunidad GluA2 aumenté. Por
otro lado, hubo un aumento en la expresién de los NMDAR que contienen la
subunidad GIuN2B y una disminucion en aquéllos que contienen la subunidad GIuN2A
en las ratas sexualmente saciadas, cambios que se bloquearon con el pre-tratamiento
con AM251. Finalmente, la fosforilacion de ERK 1/2 aumentd en el ATV de las ratas
que copularon hasta la saciedad en presencia de AM251. En conjunto, estos
resultados proveen evidencia de que durante la copula hasta la saciedad se liberan
eCBs en el ATV, que activan CB1Rs y producen cambios en la composicién de los
AMPARs y NMDARs, compatibles con una disminucion en la estimulacidén que reciben
las neuronas que los expresan. Ademas, el bloqueo de CB1R en el ATV induce un
incremento de la fosforilacion de ERK 1/2 en las ratas que copulan hasta la saciedad.

Se concluye que los eCBs liberados durante la coépula intensa tienen un papel
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protector contra la sobreestimulacion glutamatérgica y estan involucrados en la
induccion de los cambios fisiolégicos que caracterizan a las ratas sexualmente

saciadas.

ABSTRACT
Male rats copulating to satiety exhibit long-lasting physiological changes, that include a
sexual inhibition and a generalized hypersensitivity to drug actions, which suggest the
participation of brain plasticity processes in their induction. The constant activation of
dopaminergic (DAergic) neurons of the mesolimbic circuit (MSL) induces
endocannabinoid (eCB) synthesis and release in the ventral tegmental area (VTA).
eCBs modulate the MSL DAergic neurons’ activity through the activation of CB1
receptors (CB1R), located on both GABAergic and glutamatergic terminals at the VTA,
and participate in synaptic plasticity processes. On the other hand, VTA glutamatergic
transmission participates in the activation of DAergic neurons (induction of burst firing)
and in synaptic plasticity phenomena. In this work, we tested the hypothesis that eCBs
are released in the VTA during copulation to satiety, which activate the CB1R and
modulate synaptic plasticity processes involving glutamatergic transmission, which
probably underly the sexual inhibition and drug hypersensitivity phenomena of sexually
exhausted males. Results showed that eCBs are released in the VTA during copulation
to satiety that participate in the induction of the sexual inhibition and drug
hypersensitivity phenomena of sexually satiated rats. CB1R density decreased, the
proportion of phosphorylated CB1Rs increased, while no changes in CB1R mARN
were detected in the VTA of the animals that copulated when compared to the control
group. CB1R internalization increased only in the VTA of sexually satiated males. In
the sexually exhausted rats, VTA AMPAR density decreased, an effect that was
blocked by AM251 pre-treatment and the proportion of AMPAR containing the GIuA2
subunit increased. On the other hand, the expression of NMDARs containing the
GIuN2B subunit increased, while that of NMDARs containing the GIuN2A subunit
decreased in sexually satiated rats, changes that were blocked by pre-treatment with
AM251. Finally, ERK 1/2 phosphorylation increased in rats that copulated to satiety in
the presence of AM251. Taken together, these results provide evidence that eCBs are
released in the VTA during copulation to satiety, which activate CB1Rs and produce
changes in AMPA and NMDA composition that are compatible with a decrease in the
stimulation received by neurons expressing them. Furthermore, blocking CB1R
activation increased ERK 1/2 phosphorylation in the VTA of rats that copulated to
satiety. It is concluded that the eCBs released during intense copulation seem to play a

protective role against glutamatergic overstimulation and are involved in the induction



of the physiological changes that characterize sexually exhausted rats.



. INTRODUCCION

1. Conducta sexual de la rata macho

La conducta sexual de la rata macho esta constituida por un patron complejo
de respuestas genitales y somatomotoras, suscitadas, dirigidas y mantenidas
por sefales internas y externas. Esto incluye tanto a las conductas pre-
copulatorias, que permiten al macho detectar y localizar una pareja evaluando
su potencial de apareamiento, como a la cépula (Hull & Rodriguez-Manzo,
2009).

El patréon copulatorio de la rata macho es estereotipado, por ello, las
conductas que lo integran son facilmente reconocibles y pueden ser
cuantificadas y expresadas por su frecuencia y latencia de aparicién, lo que se
traduce en dos tipos de parametros: numéricos y temporales. Los parametros
temporales incluyen: la latencia de monta (LM) y la latencia de intromision (LI),
que se refieren al tiempo que transcurre desde que el macho y la hembra
entran en contacto hasta que aparece la primera monta o intromisién,
respectivamente; la latencia de eyaculacién (LE), que es el tiempo que
transcurre desde la primera intromision hasta que se presenta la eyaculaciéon y
el intervalo post-eyaculatorio (IPE), que es el tiempo transcurrido entre la
eyaculacién y el inicio de una nueva serie copulatoria, determinada por la
aparicion de la primera intromision de la misma. Los parametros numéricos
incluyen el numero de montas (M) y el numero de intromisiones (I) que se
presentan antes de la eyaculacion, asi como el numero de eyaculaciones (E)
que se presentan en el periodo de registro (Sachs & Meisel, 1998; Hull &
Rodriguez-Manzo, 2009). En la figura 1 se esquematiza el patréon copulatorio
de la rata macho. Medidas temporales

LI LE IPE

0 5 10 15 min

INTROMISION IEYACULACION

=t

Medidas numéricas




Figura 1. Patron copulatorio de la rata macho donde LI es la latencia de intromisién,
LE es la latencia a la eyaculacion y el IPE es el intervalo post-eyaculatorio. Modificado
de Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1995a.

2. Saciedad sexual

Si se permite a una rata macho copular sin restriccidon con una misma hembra
sexualmente receptiva, el macho presentara eyaculaciones sucesivas antes de
dejar de copular y entonces se considera que esta sexualmente saciado.
Durante el periodo de coépula, las ratas macho son capaces de presentar un
promedio de 7 series eyaculatorias sucesivas; sin embargo, este numero puede
variar entre 5 y 12 eyaculaciones, dependiendo de la capacidad eyaculatoria
individual. El criterio utilizado para considerar a una rata macho sexualmente
saciada es que transcurran 90 min desde la ultima eyaculacion, sin que el
animal vuelva a eyacular. Este criterio se alcanza en un periodo de 4 h de
coépula ad libitum, independientemente de la capacidad eyaculatoria de cada
animal (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994).

Veinticuatro horas después del proceso de cépula hasta la saciedad, las
ratas macho se comportan de dos maneras diferentes en presencia de una
hembra sexualmente receptiva: dos tercios de ellas no presentan ninguna
actividad sexual y el tercio restante eyacula una sola vez, sin reanudar la
actividad sexual después de esa eyaculacion (Rodriguez-Manzo & Fernandez-
Guasti, 1994). Por lo tanto, 24 h después de la cépula hasta la saciedad se
pueden distinguir dos poblaciones de ratas sexualmente saciadas, una que
responde limitadamente y otra que no responde a la presencia de una hembra
sexualmente receptiva. Las proporciones de estas dos poblaciones se
mantienen a las 48 h post-saciedad; a las 72 h post-saciedad el 65% de los
animales puede eyacular una vez y reiniciar la copula después de esa
eyaculacién y 96 h después de la saciedad sexual, todas las ratas son capaces
de eyacular al menos una vez y reiniciar la copula posteriormente. Sin
embargo, la recuperacion completa de la capacidad eyaculatoria inicial de las
ratas sexualmente saciadas se observa solo después de un periodo de 15 dias
de inactividad sexual (Beach & Jordan, 1956; Rodriguez-Manzo et al., 2011).

Con base en estas observaciones la saciedad sexual en ratas macho se
define como un periodo de inhibicidon sexual de larga duracion (de al menos 72

h), que aparece después de la eyaculacion repetida con una misma hembra



receptiva, en el curso de una sesion de cépula ad libitum (Rodriguez-Manzo &
Fernandez-Guasti, 1994; Rodriguez-Manzo et al., 2011).

3. Cambios plasticos resultantes de la copula hasta la saciedad

A las 24 h post-saciedad, los machos sexualmente saciados presentan una
serie de alteraciones fisioldgicas adicionales a la inhibicion sexual, si se les
compara con ratas macho no saciadas. Por ejemplo, la estimulacion eléctrica
de regiones cerebrales implicadas en el control de la conducta sexual, como el
area preoptica media (APOm) (Rodriguez-Manzo et al., 2000), el area
tegmental ventral (ATV) (Rodriguez-Manzo & Pellicer, 2007) y el nucleo
accumbens (NAcc) (Rodriguez-Manzo & Pellicer, 2010), facilita la expresion de
la conducta sexual de ratas macho sexualmente expertas, pero carece de
efecto en los mismos animales cuando estan sexualmente saciados.

Por otro lado, un hallazgo consistente en las ratas sexualmente saciadas
es que presentan una hipersensibilidad generalizada a farmacos (Rodriguez-
Manzo et al., 2011). Asi, por ejemplo, en machos saciados, el agonista del
receptor serotonérgico 5-HT1a, la 8-hidroxi-di-propilamino tetralina (8-OH-
DPAT), revierte la inhibicibn de la conducta sexual caracteristica de la
saciedad, pero ademas induce la aparicion de sintomas del sindrome
serotonérgico (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994), a dosis que no lo
inducen en animales no saciados (Smith & Peroutka, 1986).

El sindrome serotonérgico es una condicidn de hiperestimulacion
serotonérgica descrita en animales y seres humanos (Sternbach, 1991). En
1980, Gerson y Baldessarini reportaron que los signos caracteristicos de este
sindrome en roedores incluyen temblor, rigidez, hipertonicidad, abduccion de
las patas traseras (hindlimb abduction), postura de cuerpo aplanado (flat body
posture), rigidez y arqueamiento de cola (cola de Straub), sacudidas laterales
de la cabeza (head weaving), tamborileo de las patas delanteras (forepaw
treading), hiperreactividad a estimulos auditivos, mioclonias, convulsiones y
respuestas autonémicas variables que incluyen salivacion, ereccion del pene y
eyaculaciéon (Gerson & Baldessarini, 1980).

Los signos del sindrome serotonérgico inducidos por 8-OH-DPAT
pueden diferir entre especies (Curzon, 1990; Wilkinson & Dourish, 1991). En
ratas, estos signos incluyen tipicamente hiperlocomocion, tamborileo de las

patas delanteras, movimientos ondulatorios de cabeza, postura de cuerpo
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aplanado (Tricklebank et al., 1984; Dourish et al. 1985), y retraccién de labio
inferior (Berendsen et al. 1989), mientras que en ratones la administracion de
8-OH-DPAT induce los signos de movimientos ondulatorios de la cabeza,
abduccion de patas traseras, tamborileo de las patas delanteras y temblor
(Yamada et al., 1988). Goodwin y colaboradores definieron que el sindrome
serotonérgico esta mediado por el receptor 5-HT1a post-sinaptico en ratas
(Goodwin et al., 1987).

Otro ejemplo de hipersensibilidad se observa con el antagonista de
receptores az-adrenérgicos, yohimbina. Este compuesto tiene efectos bifasicos
sobre la copula de ratas sexualmente expertas: la facilita a dosis bajas, pero la
inhibe a dosis altas (Clark et al., 1984). En ratas sexualmente saciadas la
yohimbina tiene una ventana mas estrecha para sus efectos facilitadores sobre
la conducta sexual, lo que se traduce en que dosis que son facilitadoras de la
cépula en animales sexualmente expertos ya resulten inhibidoras en animales
sexualmente saciados (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994).
Resultados similares se observan en los efectos bifasicos de los antagonistas
de receptores a opioides tipo p y 9, naloxona y naltrexona, que tienen efectos
inhibidores sobre la copula de ratas saciadas a dosis menores que las
reportadas en ratas no saciadas (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti,
1995b). Por otro lado, el antagonista inespecifico de receptores
dopaminérgicos, haloperidol, produce estereotipias (conducta de movimiento
circular) en animales sexualmente saciados, a dosis que no las producen en
ratas sexualmente expertas (Rodriguez-Manzo, 1999). Los farmacos usados
para evaluar la hipersensibilidad a farmacos se resumen en la tabla 1.

Los fendmenos de hipersensibilidad a farmacos y de inhibicién sexual de
larga duracién que resultan de la copula hasta la saciedad aparecen
simultaneamente a las 24 h post-saciedad, permanecen bien establecidos
hasta las 72 h y disminuyen drasticamente a las 96 h post-saciedad. Es decir
que la manifestacion de estos fendmenos sigue un curso temporal similar, lo
que sugiere que podrian representar uno 0 mas procesos de plasticidad
cerebral inducidos por la cépula intensa (Rodriguez-Manzo et al., 2011).

Entre los sistemas de neurotransmision que participan en la induccién de
la inhibicion sexual y/o de la hipersensibilidad a farmacos de ratas sexualmente

saciadas se ha identificado a los opioides endogenos y a los
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endocannabinoides (eCBs). Ambos neurotransmisores se liberan durante la
coOpula y datos de nuestro laboratorio demostraron que los opioides enddgenos
contribuyen al establecimiento de la inhibicion sexual de ratas saciadas mas no
a la induccion de los fendmenos de hipersensibilidad a farmacos, mientras que
los eCBs participan tanto en el establecimiento de la inhibicién sexual (Canseco
& Rodriguez-Manzo, 2014) como en la induccion de los fendmenos de
hipersensibilidad a farmacos (Gonzalez-Morales tesis de maestria, 2016).
Estos antecedentes sugieren un papel importante de los eCB en la regulacion

de ambos fendmenos.

Tabla 1. Farmacos usados para observar la hipersensibilidad a farmacos en

ratas sexualmente saciadas

Farmacos Evaluacién de hipersensibilidad

8-OH-DPAT | Aparicidn de sindrome serotonérgico

Yohimbina Produce efectos inhibitorios sobre la cépula a dosis que todavia la

facilitan en ratas sexualmente expertas

Haloperidol Produce estereotipias (conducta de movimiento circular) en animales
sexualmente saciados, a dosis que no las producen en ratas

sexualmente expertas

Naltrexonay | Efectos inhibitorios sobre la cépula de ratas saciadas a dosis

naloxona menores que las reportadas en ratas no saciadas

4. Circuito mesoaccumbens y actividad sexual

El circuito mesoaccumbens esta compuesto por neuronas dopaminérgicas que
se originan en el ATV y proyectan al NAcc (Ikemoto, 2007). Este circuito esta
involucrado en la regulacion de conductas motivadas (Kelley & Berridge, 2002)
y participa en el control del componente motivacional de la conducta sexual
masculina (Everitt, 1990; Guadarrama-Bazante & Rodriguez-Manzo, 2019). El
circuito mesoaccumbens se activa en ratas sexualmente expertas tanto en
presencia de una hembra sexualmente receptiva inaccesible, como durante la
copula, lo que da por resultado el incremento de las concentraciones de
dopamina en el NAcc (Pfaus et al., 1990; Fiorino et al., 1997). Estos estimulos
también inducen aumentos en la expresion de la proteina Fos (marcador de
activacién neuronal), tanto en el ATV como en el NAcc (Balfour et al., 2004).

Por otro lado, la estimulacion eléctrica tanto del ATV (Eibergen & Caggiula,
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1973; Rodriguez-Manzo & Pellicer, 2007) como del NAcc (Rodriguez-Manzo &
Pellicer, 2010) facilita la expresiéon de la copula en ratas sexualmente expertas.
Estos datos demuestran, por un lado, que el circuito mesoaccumbens regula la
expresion de la cépula y, por el otro, que la cépula activa a este circuito.

Las neuronas dopaminérgicas del ATV pueden presentar dos patrones
de actividad distintos: un patron de disparo ténico, tipo marcapaso, resultante
de su actividad basal, que esta asociado a la liberacién tonica de DA y un
disparo en rafaga, asociado a la liberacion fasica de DA en el NAcc (Grace et
al., 2007). En condiciones basales, las neuronas dopaminérgicas presentan un
patrén de disparo tdnico consistente, al que se le sobrepone una descarga
fasica breve cuando se presenta un estimulo recompensante conocido. Las
neuronas dopaminérgicas de este circuito responden de distinta forma
dependiendo de la naturaleza del estimulo recompensante: presentan actividad
basal si la recompensa es igual a lo esperado; responden con disparo en
rafaga si la recompensa es mejor de lo esperado y presentan una pausa en el
disparo neuronal cuando la recompensa es peor a lo esperado (Pignatelli &
Bonci, 2015). La actividad de las neuronas dopaminérgicas del circuito
mesoaccumbens es regulada en el ATV tanto por interneuronas y aferentes
GABAérgicas, que ejercen un tono inhibitorio sobre su actividad (Nair et al.,
2008; Margolis et al., 2012), como por neuronas y aferentes glutamatérgicas,
que se activan en respuesta a estimulos recompensantes, y las estimulan (Nair
et al., 2008; Wang et al., 2015) (figura 2).

Dopamina
GABA
Glutamato

¥| GABAs
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Figura 2. Vias que conforman el sistema mesoaccumbens, ATV (area tegmental
ventral) y NAcc (nucleo accumbens). Tomado de Hearing et al., 2012.

5. Sistema eCB y circuito mesoaccumbens

El sistema eCB ha sido involucrado en el control de la actividad de las
neuronas dopaminérgicas del mesoaccumbens (Covey et al., 2017), asi como
en la regulacion de motivacion por conductas recompensantes naturales
(Parsons & Hurd, 2015). Los eCBs son mensajeros lipidicos sintetizados y
liberados a demanda, en respuesta al aumento de la actividad neuronal
(Freund et al., 2003). Se producen a partir de fosfolipidos de membrana en las
neuronas post-sinapticas y actuan de manera retrograda, activando al subtipo
CB1 de receptores a cannabinoides (CB1Rs) localizados en las terminales de
las neuronas pre-sinapticas. Esto da como resultado la inhibicion de la
liberacion de sus neurotransmisores (Alger, 2002; Wilson & Nicoll, 2002) (figura
3)

El sistema eCB estd conformado por los endocannabinoides, de los
cuales la araquidonoiletanolamida (anandamida, AEA) vy el 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) son los mejor estudiados (Di Marzo et al., 1998;
Mechoulam et al., 1998). El sistema también incluye los receptores a
endocannabinoides CB1 y CB2 (Matsuda et al., 1990; Munro et al., 1993) y las
enzimas involucradas en su sintesis y degradacion. Los CB1Rs se expresan
principalmente en el sistema nervioso central, mientras que los CB2Rs se han

detectado principalmente a nivel periférico (Galiegue et al., 1995)
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Figura 3. Sintesis y accion de los eCB a través de los CB1Rs sobre la liberacion de
neurotransmisores en una sinapsis tipica. Tomado de Wilson et al., 2001

Los CB1Rs se encuentran en las terminales pre-sinapticas y, al igual que
los CB2Rs, son receptores metabotropicos acoplados a una proteina Gio. Su
activacién inhibe la actividad de la enzima adenilato ciclasa y con ello
disminuye la concentracion intracelular de AMP ciclico, inhibe canales de calcio
dependientes de voltaje tipo N y P/Q (inhibiendo la entrada de calcio a la
célula) y activa canales rectificadores entrantes de potasio, disminuyendo asi la
liberacion del neurotransmisor en la terminal sinaptica en que se encuentre (Al-
Zoubi et al., 2019). También, se ha demostrado que los eCB pueden inducir
cascadas de sefializacidn que incluyen a las cinasas activadas por mitégeno
(MAPK), como la familia de cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1/2
(ERK 1/2) (Bouaboula et al., 1995).

Después de la activacion del receptor CB1 por la union del ligando, la -
arrestina se une al receptor fosforilado por las cinasas del receptor de la
proteina G (Kendall & Yudowski, 2017). La internalizacion de receptores es un
mecanismo que regula su disponibilidad en la membrana plasmatica (Coutts et
al., 2001). La mayoria de los GPCR son fosforilados primero por GRKs en la
region carboxilo terminal y posteriormente se recluta a la proteina, B-arrestina
(1/2), que interactta con el sitio de fosforilacion, produciendo el

desacoplamiento de la proteina G (desensibilizacion) (figura 4). Las -
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arrestinas se han identificado como mediadores de la desensibilizacion e
internalizacién de los GPCR (Ferguson, 2001; Howlett & Mukhopadhyay, 2000;
Hsieh et al., 1999). Una vez internalizados, los receptores se desfosforilan y se
reciclan a la membrana (resensibilizacién) o se degradan en lisosomas. La
exposicion repetida al agonista también conduce a una disminucion en los
niveles del receptor, fendmeno conocido como regulacién a la baja causada por
la degradacion del receptor, disminucion de su sintesis o ambas (Thibault et al.,
2013).

‘ Ligando
R3S INEEEREa | EReESE

TTY valvaly

Proteina
G

B-arrestina

B-arrestina

Proteina
G

Figura 4. Activacion e internalizacion del CB1R mediada por B-arrestina. Tomado de
Kendall & Yudowski, 2017

En el circuito mesoaccumbens, los eCB se producen en los somas de
las neuronas dopaminérgicas del ATV (Melis et al., 2004; Lupica & Riegel,
2005) y viajan retrogradamente activando CB1Rs localizados en las terminales
de las neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas que modulan su actividad. Por
otro lado, en el NAcc, los eCB se sintetizan y liberan de las neuronas espinosas
medias (MSN) y viajan retrégradamente activando CB1Rs localizados en las
terminales de neuronas glutamatérgicas y de interneuronas GABAérgicas
(Herkenham et al., 1991; Robbe et al., 2001; Matyas et al., 2007) (figura 5).

La actividad sexual intensa que tiene lugar durante una sesion de copula

hasta la saciedad podria inducir la sintesis y liberacion de eCBs en el ATV,
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debido a que las neuronas dopaminérgicas son estimuladas repetidamente.
Por otro lado, se ha demostrado que el bloqueo de los CB1Rs durante la
coOpula hasta la saciedad previene la aparicion de los fendmenos de inhibicidn
sexual e hipersensibilidad a farmacos en ratas a las 24 h post-saciedad, lo que
sugiere que hay liberacion de eCBs durante la cépula repetida, que contribuyen
al establecimiento de ambos fendmenos (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo,

2014; Gonzalez-Morales, tesis de maestria).

““Aferencia
~ glutamatérgica

Neuronas
espinosas

o
.c' Aferencia
' glutamatérgica

DA

ATV Aferenﬁia

GABAérgica
Aferencia
GABAcérgica

Figura 5. Los CB1R en el sistema mesoaccumbens. Podemos observar que dentro del
area tegmental ventral en neuronas de tipo glutamatérgico y GABAérgico y el nucleo
accumbens en las neuronas espinosas medias, se encuentran CB1R regulando su

actividad y la liberacion de neurotransmisor.

6. Neuroplasticidad en el circuito mesoaccumbens

La neuroplasticidad se define como la capacidad del cerebro para adaptarse al
ambiente, lo que subyace a la formacion de la memoria, al aprendizaje y
algunas modificaciones conductuales (Barco et al, 2006). Se ha descrito que el
estrés y las conductas recompensantes promueven procesos de plasticidad
cerebral (McClung & Nestler, 2008).
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La plasticidad sinaptica es un fendmeno que ocurre tanto en sinapsis
excitatorias como inhibitorias (Xu & Chen, 2015). Entre los mecanismos
celulares de plasticidad neuronal que se han caracterizado estan los
fendmenos de potenciacion a largo plazo (LTP) y depresion a corto plazo (LTD)
(Malenka & Bear, 2004), que ocurren en respuesta a la estimulacion repetida
de una sinapsis e implican cambios de larga duracion en la eficacia de la
transmision sinaptica. La LTP se induce clasicamente por una breve
estimulacién de alta frecuencia (Holtmaat & Caroni, 2016), por el contrario, la
LTD se induce por una estimulacién de baja frecuencia (Nabavi et al., 2014).

De manera interesante, los endocannabinoides participan en procesos
de plasticidad sinaptica de corto y largo plazo, tanto en sinapsis excitatorias
como inhibitorias (Kano et al., 2009; Xu et al., 2010, 2012). La activacion pre-
sinaptica del CB1R produce dos tipos de plasticidad de corto plazo: una
relacionada con la transmision GABAérgica, denominada supresion de la
inhibicion inducida por despolarizacion (DSI), y otra relacionada con la
transmision glutamatérgica, a la que se le llama supresion de la excitacion
inducida por despolarizacion (DSE) (Wilson & Nicoll, 2002; Diana & Marty,
2004). Tanto la DSI como la DSE reducen la probabilidad de que ocurra la
liberacidon de neurotransmisor y ambas formas de plasticidad de corto plazo se
han descrito tanto en el ATV (Melis et al., 2004; Riegel & Lupica, 2004) como
en el NAcc (Hoffman & Lupica, 2001; Robbe et al., 2001). Hay evidencias que
sugieren que el eCB 2-AG es el que media los procesos de DSI y DSE (Pan et
al., 2009; Gao et al., 2010). La activacion del CB1R también induce fendmenos
de plasticidad de largo plazo como LTD (Chevaleyre et al., 2006). La induccion
de LTD mediada por eCB (eCB-LTD) requiere la activacion de CB1R
presinapticos y en la mayoria de los casos, se expresa en la pre-sinapsis como
una reduccion duradera de la liberacién del transmisor. EI eCB requerido para
activar al CB1R es liberado por la célula postsinaptica en respuesta a un
aumento de Ca2 + y / o activacién de los mGIuR del grupo | (mGIuR-I) situados
en esa misma célula postsinaptica (Chevaleyre et al., 2006) (figura 6). Las
formas de eCB-LTD son independientes de los NMDAR postsinapticos y se ha
reportado en estructuras cerebrales como el cuerpo estriado dorsal (Gerdeman
et al., 2002), el nucleo accumbens (Robbe et al., 2002), la amigdala (Marsicano
et al., 2002) y el hipocampo (Chevaleyre & Castillo 2003).
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Por otra parte, la transmisién glutamatérgica participa en procesos de
plasticidad en el circuito mesoaccumbens. El glutamato es el principal
transmisor excitador del sistema nervioso central y ejerce sus acciones a traves
de tres familias de receptores ionotropicos, permeables a Na* y Ca®': los
receptores tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), los receptores para acido 2-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (AMPA) vy los receptores a
kainato. Los efectos del glutamato también estan mediados por receptores
metabotropicos (acoplados a proteinas G), de los cuales hay 8 subtipos que se
agrupan en tres grupos: Grupo | (mGIuR1 y mGIuR5), grupo Il (mGIuR2 vy
MGIuR3) y grupo Il (mGIuR4, 6-8) (Nakanishi et al., 1998).

N. accumbens Dorsal striatum

CB1R

O —

mGlu5R v } mGluR-|

eCB?

Figura 6. LTD mediada por la activacién del CB1R por eCB (liberados por la activacion
de mGIuR-l e incrementos postsinapticos de calcio) en NAcc y estriado dorsal.

Tomado de Chevaleyre et al., 2006

Los NMDAR son heterotetrameros formados por distintas subunidades,
cuya composicion puede variar. La subunidad GIuN1 es constitutiva y tiene el
sitio de unién a glicina, las subunidades GIUN2A-D tienen el sitio de unién a
glutamato y las subunidades GIUN3A/B tienen el sitio de unién de los co-
agonistas glicina y d-serina. En el caso de los AMPAR, éstos son también

heterotetrameros compuestos por subunidades GLUA2, GLUA3 o GLUA4 que
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pueden variar, y por la subunidad GLUA1, que es constitutiva (Hollmann &
Heinemann, 1991; Yu & Lau, 2018).

En las sinapsis glutamatérgicas, la despolarizacion inicial de la
membrana post-sinaptica es mediada por AMPAR, lo que libera a los NMDAR
del bloque de Mg* que ocluye su poro y esto facilita su activacién. Dicha
activacion inicia vias de sefializacién dependientes de Ca?*, que inducen, entre
otros efectos, a la insercion de AMPAR en la post-sinapsis, lo cual genera
cambios en la fuerza sinaptica que dan lugar a los fenobmenos de LTP y LTD
(Derkach et al., 2007; Guzman et al., 2018). Se ha descrito que la composicion
de AMPAR y NMDAR determina sus propiedades biofisicas y su farmacologia.
Por ejemplo, los NMDAR que contienen las subunidades GIuN2B/C/D muestran
una baja probabilidad de apertura del canal y su desactivacion es muy lenta,
contrario a los NMDARs que contienen la subunidad GIuN2A, que presentan
una alta probabilidad de apertura del canal y una desactivacion rapida (Paoletti
et al., 2013, Glasgow et al., 2015).

La composicion de NMDAR varia de acuerdo con su localizacion
subcelular. En la post-sinapsis se encuentran tipicamente diheterdmeros
GIuN1/GIuN2A vy triheteromeros GIuN1/GIuUN2A/GIuN2B. Por otra parte, los
sitios extra-sinapticos y peri-sinapticos (fuera o alrededor de la sinapsis) estan
enriquecidos con NMDAR que contienen la subunidad GIuN2B (Hardingham &
Bading, 2010; Gladding & Raymond, 2011), lo que implica que son menos
activos que los de la post-sinapsis. Debido a que los NMDAR son modviles,
particularmente aquellos que contienen la subunidad GIuN2B, se intercambian
entre sitios sinapticos y extra-sinapticos a través de difusion lateral, regulando
asi su numero y composicion en la sinapsis. Los receptores que contienen la
subunidad GIuN2B son mas moviles que aquellos que contienen la subunidad
GIuN2A (Tovar & Westbrook, 2002).

Existen reportes que indican que las subunidades GLUN2A y GLUN2B
de los NMDAR juegan un papel central en la plasticidad sinaptica, ya que
ocurren cambios en su composicion en respuesta a la actividad sinaptica. La
subunidad GLUNZ2B se intercambia por la subunidad GLUN2A (Bellone & Nicoll
2007), lo que modifica la fisiologia del receptor, que pasa de presentar una baja
probabilidad de apertura (al contener la subunidad GLUN2B) a presentar una

alta probabilidad de apertura (al contener la subunidad GLUN2A).
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Los AMPARs que contienen las subunidades GIuA1 y GIuA2 son los
mas abundantes en el estriado (Stefani et al., 1998) y se ha descrito que
aquellos AMPAR que contienen esas dos subunidades son impermeables a
calcio (Hollmann et al., 1991; Burnashev et al., 1992) y se desensibilizan y
desactivan lentamente, al contrario de los receptores que carecen de la
subunidad GLUA2 (Washburn et al.,, 1997). Particularmente en el ATV, los
receptores a glutamato tipo NMDA (Guzman et al., 2018), tipo AMPA (Harris et
al., 2004; Pina & Cunningham, 2016) y tipo mGIuRS (Ferrada et al., 2017) se
encuentran localizados en los somas de las neuronas dopaminérgicas y su
activacién modifica su tasa de disparo (Wang et al., 2015).

Antecedentes de nuestro laboratorio indican que los receptores
glutamatérgicos tipo AMPA, NMDA y mGIuRS participan en el mantenimiento
de la inhibicion sexual que presentan las ratas sexualmente saciadas, puesto
que la administracion de antagonistas de estos receptores revierte la inhibicién

sexual (Rodriguez-Manzo, 2015).

7. Papel de ERK 1/2 y plasticidad sinaptica
Las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) fueron descubiertas
como reguladores criticos de la diferenciacion y divisién celular. La familia de
las MAPK incluye a las cinasas JNKs, p38 y ERK 1/2 (Sweatt, 2001). En
neuronas, la cinasa reguladora de sefales extracelulares (ERK 1/2), isoformas
p44 y p42 o ERK 1 y ERK 2, se activan siguiendo la siguiente secuencia: un
estimulo extracelular, como la despolarizacion de la membrana y el
consecuente aumento en el influjo de calcio al interior de la célula, produce un
incremento en la forma activa de la proteina Ras (Ras-GTP); después Ras—
GTP activa a la proteina cinasa Raf, la cual fosforila y activa a la enzima MEK y
MEK, a su vez, fosforila a ERK 1/2 en los residuos de treonina y tirosina, en el
asa de activacion. Una vez activada ERK 1/2 fosforila factores de transcripcion,
proteinas del citoesqueleto, enzimas, etc. (figura 7) (Thomas & Huganir, 2004;
Sweatt, 2004).

ERK 1/2 se encuentra expresada de manera abundante en neuronas
maduras donde tiene una participaciéon importante en los mecanismos de
transduccion de sefiales para inducir plasticidad sinaptica y como integradoras

de sefiales bioquimicas para coordinar sefales extracelulares (Sweatt, 2001).
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De manera especifica, se ha encontrado que ERK participa en la plasticidad
sinaptica dependiente de experiencia en el circuito mesoaccumbens,
particularmente en las formas de plasticidad de largo plazo (Lu et al., 2006;
Girault, et al., 2007; Fricks & Marshall, 2011), a través de activar factores de
transcripcion para genes de expresion temprana. Se ha descrito que la
activacion de ERK 1/2 puede inducir LTP de manera dependiente o
independiente de la activacion del NMDAR (por ejemplo, por la activacién de
receptores a DA, receptores metabotropicos a glutamato, etc.) en rebanadas de
hipocampo (English & Sweatt, 1996; Wu et al.,, 1999; Coogan et al., 1999),
debido a su papel en la regulacion de genes de expresion temprana. Se ha
propuesto que la activacion de ERK 1/2 dependiente de NMDAR es a través de
la activacion de PKA o PKC (Roberson et al., 1999). Se ha descrito también
que el influjo de calcio a través del AMPAR es un estimulo que induce la
activacién de ERK 1/2 dependiente de calcio, y ocurre por la via PI3-K, en el
hipocampo (Perkinton et al., 1999). Como se menciond anteriormente, una vez
que ERK 1/2 se activa puede actuar sobre distintos blancos, entre ellos el
factor de transcripcion CREB (elemento de respuesta a AMPc) y canales de
potasio. Se propone que CREB regula la induccion de genes de expresion
dependientes de LTP y los canales de potasio juegan un papel en la regulacion
del influjo de calcio necesario para la activacion de las cinasas PKC y CAMKII

que subyace a LTP en hipocampo (Sweatt, 2001)
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Figura 7. Cascada de activacion de ERK 1/2 dependiente del aumento en el influjo de
calcio inducido por la activacién del NMDAR y canales de calcio dependientes de
voltaje (VGCC). Tomado de Thomas & Huganir, 2004.

Se ha descrito que ERK 1/2 se activa por la administracion de drogas de
abuso en regiones cerebrales relacionadas con la recompensa como en el ATV
(Berhow et al., 1996; Lesscher et al., 2003), el NAcc (Valjent et al., 2000;
Pascoli et al., 2014), el nucleo de la base o lecho de la estria terminal, la
amigdala y capas profundas de la corteza prefrontal (Valjent et al., 2004). Dicha
activacién participa en las adaptaciones moleculares y conductuales
(plasticidad de largo plazo inducida por distintas drogas de abuso) que
dependen del receptor D1, y de NMDAR y de receptores glutamatérgicos
metabotropicos del grupo |, ya que el antagonismo de esos receptores previene
la activacion de ERK 1/2 (Choe et al., 2002; Valjent et al., 2001, 2004, 2005).
Por otra parte, se ha descrito que agonistas del CB1R activan ERK 1/2 y, que
participa en la induccién de LTD en sinapsis inhibitorias (I-LTD) facilitando asi

la induccion de LTP en sinapsis glutamatérgicas.

Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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A las 24 h después de una sesion de copula hasta la saciedad, las ratas macho
presentan al menos dos fendmenos de larga duracion que sugieren plasticidad
cerebral: inhibicion de la conducta sexual y una hipersensibilidad generalizada
a farmacos. La duracién de ambos fendbmenos sigue un curso temporal similar,
por lo que parecieran ser manifestaciones de uno o mas procesos de
plasticidad sinaptica (Rodriguez-Manzo et al., 2011).

La copula repetida activa constantemente al circuito mesoaccumbens
(Fiorino et al., 1997) y se sabe que la activacion intensa de las neuronas DA de
este circuito induce la sintesis y liberacion de eCBs a partir de sus somas en el
ATV (Alger & Kim, 2011). Los eCBs liberados activan a CB1Rs localizados en
las terminales GABAérgicas y glutamatérgicas de esa region cerebral,
inhibiendo la liberacion de GABA y de glutamato (Lupica & Riegel, 2005; Wang
& Lupica, 2014). El bloqueo de CB1Rs durante la cépula hasta la saciedad
interfiere con el establecimiento de la inhibicion sexual de larga duracién
(Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2014) y con la apariciéon del fenomeno de
hipersensibilidad a farmacos (Gonzalez-Morales, tesis de maestria). Esto
sugiere que durante el desarrollo de la saciedad hay liberacion de eCBs que
participan en la induccion de ambos fendmenos.

Dado que tanto los eCBs como la transmisién glutamatérgica en el circuito
mesoaccumbens participan en fendmenos de plasticidad neuronal, es posible
que durante la cépula hasta la saciedad efectivamente se liberen eCB en el
ATV que modulen a la transmisién glutamatérgica y promuevan cambios
plasticos que induzcan los fendmenos de larga duracién que caracterizan a las
ratas sexualmente saciadas: la inhibicion sexual y la hipersensibilidad a
farmacos.

Por otra parte, al ser ERK 1/2 activada por una recompensa artificial como
lo son las drogas de abuso y depender de la activacion del CB1R o de
receptores glutamatérgicos, entre otros, podriamos pensar que ERK 1/2
también sea activada por la conducta sexual, al ser ésta una conducta
recompensante, y que esa activacion dependa del CB1R o de receptores
glutamatérgicos. Como se ha mencionado anteriormente, ERK 1/2 participa en
la induccion de procesos de plasticidad y es posible que como resultado de la
copula repetida ocurran procesos de plasticidad en las ratas sexualmente

saciadas.
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ll. HIPOTESIS

v" Los fenémenos de inhibicién sexual e hipersensibilidad a farmacos de ratas
sexualmente saciadas son resultado de las acciones de los eCBs, liberados
durante la copula hasta la saciedad, sobre los CB1R del ATV.

v’ La transmision glutamatérgica del ATV se modifica por la accion de los
eCBs liberados durante la copula hasta la saciedad, lo que contribuye a la
aparicion de uno o mas procesos de plasticidad en las ratas sexualmente

saciadas.

IV. OBJETIVOS GENERALES

v’ Establecer si la hipersensibilidad a 8-OH-DPAT vy la inhibicién sexual de
ratas macho sexualmente saciadas estan mediadas por las acciones de los
eCBs sobre los CB1Rs del ATV.

v' Determinar si ocurren cambios en la transmisién glutamatérgica del ATV
como resultado de la cépula hasta la saciedad y si los eCBs liberados

durante la copula hasta la saciedad participan en su induccion.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer si la administracion intra-ATV del antagonista de CB1Rs,
AM251, previa a la copula hasta la saciedad, bloquea el establecimiento
de los fendbmenos de inhibicion sexual e hipersensibilidad a 8-OH-DPAT
en ratas sexualmente saciadas.

2. Evaluar posibles cambios en la densidad y el ARNm del CB1R del ATV por
la copula hasta la saciedad.

3. Determinar posibles variaciones en la fosforilacion de CB1Rs en el ATV
como resultado de la copula hasta la saciedad.

4. Establecer si los CB1Rs del ATV se internalizan como resultado de la
copula hasta la saciedad.

5. Evaluar posibles cambios en la densidad y composicion del AMPAR en el
ATV como resultado de la copula hasta la saciedad, y establecer si los

eCBs participan en la induccién de dichos cambios.
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6. Evaluar posibles cambios en la densidad y composicién del NMDAR en el
ATV como resultado de la cépula hasta la saciedad, y establecer si los
eCBs participan en la induccion de dichos cambios.

7. Determinar la posible activacion de las cinasas ERK 1/2 en el ATV como
resultado de la cépula hasta la saciedad y establecer si los eCBs

participan en dicha activacion.

VI. MATERIALES Y METODOS
1. Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 300-350g de peso,
sexualmente expertas y ratas hembra adultas como estimulo sexual. Los
animales fueron alojados en grupos de 8 individuos, en cajas de acrilico y se
mantuvieron en una habitaciéon con temperatura (23-25 °C) y humedad (50-60
%) controladas y bajo un ciclo de luz/oscuridad invertido (12 h/12 h; la luz se

encendié a las 10:00 am) y con libre acceso a agua y alimento comercial
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(Marca LabDiet, PMI Nutrition International, LLC, catalogo 5008-RHI-W 32) a lo
largo del experimento.

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL,
Protocolo 0230-16), los cuales siguen las regulaciones establecidas en la
Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio NOM-
062-Z00-1999.

2. Registro de conducta sexual

Las pruebas de conducta sexual se realizaron en cilindros de acrilico, 2 h
después del comienzo de la etapa oscura del ciclo y bajo iluminacion con luz
roja. A las ratas hembra se les indujo la receptividad sexual por la
administracion secuencial, por via subcutanea, de benzoato de estradiol (13
pg/rata) seguido 20 h después de progesterona (7 mg/rata). Las hembras
presentaron la receptividad sexual 4 h después de recibir la progesterona.

Los machos se sometieron a 5 sesiones independientes de conducta
sexual y se seleccionaron aquellos que eyacularon en un periodo menor a 15
min, en al menos tres de las pruebas, considerandolos sexualmente expertos.

Durante las pruebas se introdujo un macho en un cilindro de acrilico con
cama de aserrin y se le permitié un periodo de adaptacion de 5 min, después
del cual se introdujo una hembra receptiva y se registré la conducta sexual.
Los parametros de la cépula evaluados fueron los siguientes: numero de
montas (M), numero de intromisiones (l), latencia de intromision (LI), latencia
de eyaculacion (LE), intervalo post-eyaculatorio (IPE). Asi mismo se determind
el porcentaje de animales por grupo que presentd las conductas de monta,

intromision, eyaculacion y que reinicié la cdpula después de la eyaculacion.

3. Paradigma de saciedad sexual

El paradigma de saciedad utilizado consisti6 en permitir a ratas macho
sexualmente expertas copular ad libitum con una misma hembra sexualmente
receptiva durante 4 h, tiempo en el que alcanzaron el criterio de saciedad (90
min desde la ultima eyaculacién, sin que volvieran a eyacular). La actividad
sexual en estos animales se registré nuevamente 24 h después de la copula

hasta la saciedad, durante 60 min.
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4. Hipersensibilidad a 8-OH-DPAT

La hipersensibilidad al agonista de receptores 5-HT1A, 8-OH-DPAT, se
determind por la aparicion de un signo del sindrome serotonérgico: la postura
de cuerpo aplanado (PCA). La prueba se realizd en cilindros de acrilico,
durante la etapa oscura del ciclo y consisti6 en determinar, a lo largo de un
minuto, la presencia o ausencia del signo de PCA a intervalos de 5 min,
durante 15 min; es decir, a los 15, 20, 25 y 30 min después de la inyeccion i.p.
de 0.12 mg/kg de 8-OH-DPAT. Se consideré que el sintoma estuvo presente
cuando un animal lo present6é en al menos 2 ocasiones durante la observacion.
Los datos se expresaron como porcentaje de animales en un grupo que

presento el sintoma.

5. Farmacos

Todos los farmacos utilizados se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemical Co
(Toluca, Estado de México). El benzoato de estradiol y la progesterona se
disolvieron en aceite de maiz y se administraron a las hembras por via
subcutanea. La 8-OH-DPAT se administr6 por via i.p., disuelta en agua
bidestilada. EI AM251 se disolvié en una mezcla de solucién salina (0.9 %),
DMSO (0.3 %) y Tween 80 para su administracion i.p. y se disolvi6 en DMSO

0.3 % y solucion salina (0.9 %) para su administracion intra-ATV.

6. Cirugia estereotaxica

Las ratas se anestesiaron con una mezcla de ketamina (90 mg/kg) y xilazina (9
mg/kg) y se montaron en un aparato estereotaxico. Después se realizd una
incision en la piel de la cabeza y se localizaron las coordenadas
correspondientes al ATV [AP -5.3 mm desde bregma; L £1 mm; DV -7.6 mm],
de acuerdo con el atlas del cerebro de la rata (Paxinos & Watson, 2009).
Posteriormente, se realizaron trépanos bilaterales en el craneo, por los que se
introdujeron las canulas guia que alcanzaron una profundidad menor a 1 mm.
Las canulas se fijaron con la ayuda de acrilico dental y un tornillo que sirvié de
anclaje. Por ultimo, se colocaron mandriles dentro de las canulas guia para

evitar que se taparan durante el periodo de recuperacion. Al finalizar la cirugia
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se administré a los animales metamizol (100 mg/kg, i.p.) durante 3 dias, para

aliviar el dolor y la inflamacién.

7. Administracion intra-ATV de farmacos

A los animales se les permitié un periodo de recuperacion post-cirugia de al
menos 5 dias, tiempo durante el cual fueron manipulados constantemente para
poder administrar los tratamientos sin anestesia. La administracion del farmaco
se realiz6 a través de las canulas guia por medio de canulas de inyeccion, cuya
longitud permitié que llegaran al ATV, conectadas por un catéter flexible a
microjeringas Hamilton. Con ayuda de una bomba de infusion (KD Scientific) se
administré el tratamiento en un volumen de 0.5 pl por cada canula, a una
velocidad de 0.5 pl/3 min. Al finalizar la administracién, se dejo la canula de
inyeccion un minuto mas antes de retirarla para asegurar que el volumen

difundiera por completo.

8. Verificacion del sitio de implantacion

Al finalizar los experimentos conductuales los animales se perfundieron por via
intracardiaca con solucién salina al 0.9 % y formaldehido al 8 %, con ayuda de
una bomba de perfusion (Braintree Scientific, Inc), bajo una campana de
extraccion. Al finalizar este proceso se extrajeron los cerebros y se congelaron
a 20 °C. Se hicieron cortes coronales de 60 um por medio de un criéstato
(Leica CM1100) y las rebanadas se montaron en un portaobjetos que se utilizd
como negativo para obtener imagenes con la ayuda de un escaner, en las que

se verifico el sitio de implantacion.

9. Western blot

a) Obtencién de tejido

Al finalizar los experimentos conductuales se decapitd a los animales y se
obtuvo el cerebro en menos de 5 min. Usando las coordenadas estereotaxicas
de un atlas de cerebro de rata (Paxinos y Watson, 2009) como referencia, se
obtuvieron cortes coronales de 2 mm de espesor de la region que contiene el
VTA. De esos cortes, se obtuvieron “punches” bilaterales del VTA (1 mm de
didmetro) de cada rata con la ayuda de un sacabocados (Fine Science Tools

Inc., EE.UU.). Se combinaron las muestras de ambos hemisferios de cada rata,
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se pusieron en buffer de lisis (200 yL) [Tris HCL (60 mM), NaCl (150 mM),
Igepal (1 %) y Tritbn X-100 (1 %)], que contenia cdcteles inhibidores de
fosfatasas (Thermo Fisher, #catalogo 78428, 100X) y proteasas (Thermo
Fisher, #catalogo 78430,100X), a un pH de 7.4 y se almacenaron a -80 °C

hasta su posterior procesamiento.

b) Preparacion de las muestras

Las muestras de ATV se descongelaron y, manteniéndolas en frio, se
sonicaron hasta que se observaron homogéneas (volumen final aproximado de
200 pL). Posteriormente, se centrifugaron a 14000 rpm (20, 000 G) por 30 min,
a 4 °C; se desecho el pellet y se conservd el sobrenadante (volumen final
aproximado de 180 pL) A continuacion, se cuantificaron las proteinas en cada
muestra mediante el método de Lowry modificado (DC Protein Assay
Instruction Manual, BIORAD, Lowry et al., 1951; Peterson, 1979), tomando
alicuotas de 1-5 pyL de BSA y 2 uL de cada una de las muestras por
cuadruplicado. Se uso6 albumina de suero bovino como proteina de referencia

(BSA, 1 mg/ml, Sigma, #catalogo 05470) para construir una curva estandar.

c) Electroforesis y transferencia de proteinas

Se calcularon los volumenes de las muestras de ATV necesarios para cargar
25 ug de proteina en los geles de electroforesis y se utilizé la misma cantidad
de un buffer Laemmli de carga 2X (Sigma, #catalogo S3401) para dotar de
densidad a la muestra y permitir que cayera al fondo del pozo. Posteriormente
las muestras se hirvieron durante 5 min, a 95 °C, se colocaron en hielo y una
vez frias se centrifugaron y se colocaron en los carriles del gel concentrador,
junto con un marcador de peso molecular que se coloco en otro de los carriles
(Page ruler, Thermofisher, #catalogo 26620). Las muestras se separaron en
geles de 8 % poliacrilamida-SDS, utilizando una camara de electroforesis
marca Biorad, modelo Mini-PROTEAN 4, a 100 V, en frio, por
aproximadamente 2 h utilizando un buffer de Tris-Glicina (tris base, glicina y
SDS). Las proteinas del gel de electroforesis se transfirieron a una membrana
de difluoruro de polivinilideno (PVDF) durante 1 h, a 100 V y 350 mA utilizando

un buffer de transferencia (tris base, glicina y metanol).
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d) Deteccidn y cuantificacion de proteinas

Las membranas de PVDF que contenian las proteinas que se transfirieron del
gel, se bloquearon con leche Biorad al 4 % (#catalogo 1706404), en TBS-T
(trizma, NaCl y tween) para los anticuerpos contra el CB1R y pERK 1/2 y con
leche al 2 % para el resto de los anticuerpos utilizados (GIuN1, GIuN2A,
GIuN2B, GluA1, GIuA2, pCB1R y ERK 1/2), durante 2.5 h, a temperatura
ambiente, para evitar el pegado inespecifico de anticuerpos primarios. Después
se incubaron con el anticuerpo primario toda la noche, a 4 °C. Posteriormente
se lavaron las membranas 3 veces (5-10 min) con TBS-T, en agitacion y se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente, por una hora y media,
a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion, se lavaron 3
veces mas con TBS-T y una vez con TBS (trizma y NaCl). Por ultimo, se
revelaron en un equipo de quimioluminiscencia (Biorad Chemidoc MP Imaging
system #170-8265) utilizando un kit de quimioluminiscencia (Millipore catalogo
#WBKLS0500), se escanearon y se midi6 la densidad 6ptica de las bandas de
las membranas con el programa Image J version 1.46 r. Los valores se
normalizaron con los de la proteina que sirvi6 como control de carga (3-Actina).
Las diluciones y los anticuerpos usados para cada determinacién se muestran

en la tabla 1

11. RT-PCR de punto final

a) Obtencién de tejido

Al finalizar los experimentos conductuales se decapitd a los animales y se
obtuvo el cerebro en menos de 5 min. Este se colocé en hielo seco y con ayuda
de un sacabocados se obtuvieron muestras del ATV que se colocaron en un
tubo estéril de 1.5 ml, que contenia 1 ml de trizol (catdlogo T9424). En este
punto, las muestras se utilizaron en fresco o se congelaron a -80 grados para

Su uso posterior.

b) Preparacion de las muestras

Las muestras se homogenizaron a temperatura ambiente, durante 5 min, con
ayuda de un pistilo y contenedor de vidrio (homogenizador de tejido).
Posteriormente, se agregaron 200 ul de cloroformo, se agité la muestra en un

vortex por 3 seg y se permitié que reposara durante 15 min para que la mezcla
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se separara en dos fases. Después se centrifugd por 15 min, a 14000 rpm (20,
000 G), a 4 °C, se transfirié la fase acuosa (fase superior) a un tubo estéril sin
tocar la interfase y se agrego 1 ul de glucégeno (Thermo Scientific™, catalogo
R0551, 20 mg/mL) se agitd vigorosamente por 2 seg y se agregaron 500 pl de

isopropanol, se mezclé y dejé reposar durante 10 min, a temperatura ambiente.

Tabla 2. Resumen de anticuerpos utilizados para los procedimientos de Western blot

Western blot

Anticuerpos primarios Anticuerpos secundarios
Proteina Fuente Dilucion | #Catélogo | Referencia | Fuente Dilucion | #Catalogo
Conejo Almada et
CB1R 1:1200 sc-20754
policlonal al., 2016
Conejo
pCB1R 1:1000 | ab186428 Burro
monoclonal 711-035-
anti 1:10000
GLUN1 Conejo Atkin et ) 152
1:700 AGC-001 conejo
(NMDAR) policlonal al., 2015
GLUN2A Conejo Atkin et
1:700 AGC-002
(NMDAR) policlonal al., 2015
Cabra
GLUN2B Ratén Laietal., ) 115-035-
1:1000 | sc-365597 anti 1:10000
(NMDAR) monoclonal 2019 ] 003
ratéon
Burro
Conejo Lin et al., ) 711-035-
GluA1 (AMPAR) 1:600 AGC-004 anti 1:10000
policlonal 2011 ) 152
conejo
Ratén Scherma
GluA2 (AMPAR) | monoclonal 1:500 sc-517265 etal., Cabra 115.035
2020 anti 1:10000
003
Ratén Jeong et raton
ERK1/2 1:1000 | sc-514302
monoclonal al., 2019
Travaglia Burro
pERK1/2 Conejo 1:10 711-035-
9101 et al., anti 1:10000
(Thr202/Tyr204) policlonal 000 ) 152
2016 conejo
Cabra
) Ratén Xu et al., ) 115.035-
B-Actina 1:1000 sc-47778 anti 1:10000
monoclonal 2020 5 003
ratén

A continuacion, la muestra se centrifugd durante 10 min, a 14000 rpm (22, 000
G), a4 °C. Se decanté y el pellet obtenido se lavd con 1 ml de etanol frio al 75
% y nuevamente se centrifugd durante 10 min, a 14000 rpm, a 4 °C. En
seguida, se decantd y permitié secar al pellet durante 5-10 min, posteriormente

éste se disolvié en 200 pl de una solucién protectora de la degradacion del
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ARN, durante 10 min, a 60 °C. Finalmente, se tomaron 2 pl de esta solucion
para determinar la cantidad de ARN en ug con ayuda de un espectrofotémetro
(Nanodrop, Thermo Fisher Scientific) a 260 nm. El blanco o control de la
medicion fue la solucién protectora de ARN (ARN secure) en la que se disolvio
el ARN experimental. Las muestras de ARN se congelaron a -80 °C para su

uso posterior.

c) Retrotranscripcion

El kit de retrotranscripcion se descongeld, centrifugd y mezclé levemente
manteniéndolo en hielo. En un tubo de 0.6 ml se afiadieron entre 100 ng y 5 ug
de ARN que se aforaron a 12 pl con agua DEPC (libre de ARNasas). Se
mezclé suavemente y centrifugd por 5 seg, se incubod a 65 °C, por 5 min, y se
agrego cada reactivo del kit en el siguiente orden:

4 ul de 5X Reaction buffer

1 ul de Ribolock (inhibidor de RNAasa)

2 yl de 10 mM dNTP mix

1 ul de Revertaid H minus

Se obtuvo un volumen final de 20 pl, que se mezclé suavemente, se centrifugd
5 seg y se incubd a 42 °C, por 60 min, y después a 70 °C, por 10 min.
Finalmente se anadieron 130 uyl de agua DEPC para obtener un volumen final

de 150 pl. El producto final se usé para PCR o se almacené a -80 °C

d) Amplificacion de DNA

El kit de PCR se descongeld, mezclé y centrifugd durante 5 seg. A un tubo
Eppendorf estéril de 0.2 ml se afnadié 1 uyl de primers (10 mM por cada
muestra). Estos primers fueron especificos para la deteccion del ARNm del
CB1R o de la B-Actina. Se agregaron los siguientes reactivos en el orden
indicado:

2.5 ul de 10X PCR buffer con MgCl

0.5 pyl de 10 mM dNTP mix

0.2 ul de Taq polimerasa (5 ul/pl)

17.0 pl de agua DEPC

3.7 ul del producto obtenido en la retrotranscripcién (templado)

Los tubos se colocaron en un termociclador durante 32 ciclos
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e) Electroforesis e identificacion de bandas de DNA

Los productos de PCR que salieron del termociclador se cargaron en un gel de
agarosa (con bromuro de etidio al 0.001%), junto con el marcador de longitud
de DNA y se permiti6 que las muestras corrieran en una camara de
electroforesis horizontal marca Bechmann, durante 1 h, a 100 V en buffer TBE
1X (Tris, acido bdrico y EDTA). Posteriormente el gel se reveld en un equipo de
quimioluminiscencia (Biorad Chemidoc MP Imaging system #170-8265) en el
que con la lampara de luz UV, se detectaron las bandas que representan el

DNA que se amplificé durante la PCR.

12. Inmunohistoquimica

a) Obtencién de cerebros

24 h después de los experimentos conductuales, las ratas se anestesiaron con
pentobarbital sédico (200 mg/kg via i.p.) y se perfundieron, por via intracardiaca
por goteo, primero con 250 ml de solucion de cloruro de sodio (NaCl) al 0.9 % y
posteriormente con 400 ml de paraformaldehido al 4 %, en una solucion
amortiguadora (buffer de fosfatos de sodio 0.1 M), suplementada con 0.9 % de
cloruro de sodio, a un pH de 7.3. Al finalizar este procedimiento los cerebros se
extrajeron del craneo y se colocaron en una solucion de sacarosa al 30 %, en
buffer de fosfatos de sodio (PBS 1X) y se almacenaron a 4 °C hasta su uso

posterior.

b) Procedimiento inmunohistoquimico

Se realizaron cortes coronales (40 um)de los cerebros en la regidn que
comprende el ATV, anterioridades de -5.00 a -6.3 con relacion a bregma
(Paxinos & Watson, 2009), por medio de un criéstato (Leica CM1100), a -20 °C.
Los cortes se colocaron secuencialmente en una placa de 24 pozos estéril, y se
lavaron 4 veces por 10 min con PBS 1X. Posteriormente se incubaron durante
2.5 h, a temperatura ambiente, en una solucion de bloqueo [2.0 % albumina
sérica bovina (BSA, Sigma), 6.0 % suero de burro (Sigma), 2.0 % gelatina de
pescado y 0.3% de triton X-100 (Sigma) en PBS1X]. Las incubaciones se
realizaron bajo agitacién suave y constante. Una vez transcurrido este tiempo,

los cortes se incubaron durante 2 h, a temperatura ambiente, después por 19 h,
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a 4 °C y por ultimo 2 h mas, a temperatura ambiente, con los anticuerpos
primarios CB1R, 3-A2 y V-GLUT2 en la misma solucion usada para bloquear
(en los controles se omitio el primer anticuerpo lo que da por resultado la
ausencia de inmunorreactividad). Una vez terminada esta incubacion, los
cortes se lavaron 4 veces (cada lavado por 10 min) con 400 ul de una solucién
de lavado, con 2.0 % de gelatina y 0.3 % de tritbn X-100 en PBS 1X.
Posteriormente se incubaron con los conjuntos de anticuerpos secundarios y 1
pl de DAPI (Sigma) en la misma solucion de bloqueo descrita anteriormente, a
temperatura ambiente, por 2 h. Los cortes se lavaron 4 veces (cada lavado por
10 min) con 400 pl de una solucion de lavado de 0.1 % de triton X-100 en PBS
1X, se montaron en portaobjetos gelatinizados con un medio de montaje
fotoprotector (Prolong Diamond antifade kit with DAPI, Molecular Probes, cat.

P36962) y se analizaron en un microscopio confocal (Zeiss LSM 800 Airyscan).

Tabla 3. Resumen de anticuerpos utilizados para los procedimientos de
inmunohistoquimica

Inmunohistoquimica
Anticuerpos primarios Anticuerpos secundarios
Proteina Fuente Dilucién | #Catalogo | Proteina Fuente Dilucién | #Catalogo
Burro anti
Conejo Hayn et )
CB1R ) 1:75 sc-20754 conejo, 1:175 A31573
policlonal al., 2008
Alexa 647
Gardufo-
B- ) Burro anti
Cabra Gutiérrez
arrestina 1:75 sc-6387 cabra, 1:250 A11055
policlonal et al.,
2 Alexa 488
2013
Burro y anti
Raton Zhang et
V-Glut2 1:330 MAB5504 ratén, 1:300 A31750
monoclonal al., 2015
Alexa 555

c) Determinacién de receptores internalizados

Se utilizaron diez secciones coronales de cada cerebro, representativas de
todo el ATV, tomadas de tres animales de cada grupo para la inmunodeteccién
del CB1R y de la B-A2. La regién correspondiente al ATV en estas secciones
se localizé con el objetivo 10x, posteriormente se cambid al objetivo 40x para la

adquisicién de las imagenes. Las imagenes se adquirieron con el modo “best
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signal” a 1 AU (airy unit) y el area optica total para el objetivo de 40x fue de
24,336 um2. El espectro maximo de emision de cada fluoréforo se delimitd con
filtros de barrera, para evitar la interferencia entre las curvas de emisidn
espectral. El laser de 450 nm se utilizé para detectar DAPI, el laser de 488 nm
para detectar Alexa 488, el laser de 555 nm para detectar Alexa 555 vy el laser
de 647 nm para detectar Alexa 647. El color final de cada fluoréforo
(anticuerpos secundarios) en las imagenes se seleccion6 del software:
magenta para Alexa 647 (CB1R), rojo para Alexa 555 (VGLUT2) y verde para
Alexa 488 (B-A2). Se utilizé la co-localizacién de CB1Rs con la proteina (-A2
como indicador de su internalizacion. Los datos se obtuvieron del diagrama de

dispersion como el que se muestra en la figura 8.

Figura 8. Diagrama de dispersion donde se observa en el eje de las X (1) la
inmunorreactividad para el CB1R (Alexa fluor 647), en el eje de las Y (2) la
inmunorreactividad para la proteina (3-A2 (Alexa fluor 488). La zona 3 indica el area de
co-localizacion CB1R-3-A2 y la zona 4 el area de no co-localizacion.

Una vez obtenidos los valores de las areas del diagrama de dispersion
con ayuda del software del microscopio [se utilizé el software black ZEN v10.0
para la adquisicion de imagenes y el software blue ZEN 2.3 para el
procesamiento de imagenes (co-localizacién)] se realizaron los siguientes

calculos:
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a) Para determinar la expresion de cada una de las proteinas se utilizé la

siguiente formula:

IR Proteina = Area de proteina (1 6 2) (um?) + Area 3 (um?)

Area total analizada (um?)

b) Para determinar la co-localizacion de las proteinas se utilizd la
siguiente formula:
Co-localizacién CB1R/B-A2 = Area 3

Area 3 + Area 1

13. Analisis estadistico

Los porcentajes de animales sexualmente saciados que presentaron el signo
de PCA, la conducta de monta, la conducta de intromision, la conducta de
eyaculaciéon y que reiniciaron la copula después de la eyaculacion, se
analizaron por medio de la F de Fisher. Las diferencias en densidad oéptica
relativa (O.D.) en los experimentos de WB se analizaron con un ANOVA de una
via seguido de la prueba de Tukey y con la prueba t de Student no pareada en
las comparaciones entre el grupo control y un grupo experimental. Cuando los
datos no cumplian con la normalidad, se utilizé la prueba U de Mann-Whitney.
Los datos de inmunohistoquimica se analizaron mediante el ANOVA de
Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn. Para la cuantificacion de O.D. se
empled el software Imaged y para los andlisis estadisticos los programas
Sigma Plot, versién 12.0 y GraphPad Prisma 7 En todos los casos se

consideraron significativas las diferencias con una P < 0,05

14. Diserio experimental

Diserio 1

Con el objeto de establecer si el bloqueo de la inhibicion sexual y de la
hipersensibilidad a 8-OH-DPAT por la administracion del antagonista del CB1R,
AM251, tenia lugar en el ATV se utilizaron 4 grupos independientes de ratas
sexualmente expertas, implantadas bilateralmente en el ATV, a las que se les
administraron diferentes concentraciones de AM251 (0.3, 1 y 3 mM) o su
vehiculo (1 ml/kg), inmediatamente antes de someterlas al proceso de cépula

hasta la saciedad. A las 24 h post-saciedad, se registré su actividad sexual
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espontanea durante 60 min; posteriormente se les administré 8-OH-DPAT (0.12
mg/kg), por via i.p., y después de una latencia de 15 min se registré la
aparicion de la postura de cuerpo aplanado (PCA) durante 15 min (ver

diagrama 1).

Ratas macho
sexualmente expertas

Cirugia estereotaxica

5 dias

Administracién intra-ATV
de AM251 (0.3, 1 0 3 mM)
o vehiculo (1 pl)

Copula hasta la saciedad

24 h

Registro de conducta
sexual durante 1 hora

Administracién de 8-OH-
DPAT (0.12 mg/kg, i.p.)

15 min

Evaluacién de PCA

Diagrama 1. Disefio experimental para la determinacién de la participacion del ATV en
los efectos de los eCBs sobre la conducta sexual y la induccion de la expresiéon de
postura de cuerpo aplanado (PCA) en respuesta a 8-OH-DPAT.
Disefio 2

Se utilizaron tres grupos diferentes de machos para establecer posibles
cambios en la densidad, fosforilacién e internalizacién del CB1R, asi como en
la expresion del ARNm de este receptor: 1) machos con experiencia sexual

que no tuvieron actividad sexual una semana antes del sacrificio, que sirvieron
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como grupo control (n=3-5); 2) machos con experiencia sexual que eyacularon
una vez y fueron sacrificados 24 h después, que se utilizaron como referencia
para los efectos de la actividad sexual reciente (n=3-5) y 3) machos con
experiencia sexual que copularon hasta la saciedad y fueron sacrificados 24 h
después, que constituyen el grupo de interés (n=3-5). Los cambios en la
densidad y en la fosforilaciéon del CB1R se establecieron por medio de la
técnica de Western blot, la internalizacion del CB1R se establecié por
inmunohistoquimica y microscopia confocal y los cambios en la expresién del
ARNm del CB1R por medio de PCR de punto final (diagrama 2).

Para la determinacién de cambios en la densidad y composicion de AMPAR y
NMDAR, asi como en la expresion y fosforilacion de la MAPK ERK 1/2, se
utilizaron los mismos 3 grupos y, con el objeto de establecer la posible
participacion de eCBs en los cambios en estas proteinas en los machos
sexualmente saciados, se agregd un grupo de machos sexualmente
experimentados que copularon hasta la saciedad en presencia del antagonista
de CB1Rs, AM251, y que fue sacrificado 24 h después, (n=3-5). Estas

determinaciones se hicieron con la técnica de Western blot.

Ratas macho Ratas macho que Ratas macho que
sexualmente expertas eyaculan una vez copulan hasta la
(control) saciedad

24 h después

Obtencion de muestras de
ATV

\ 4

Western blot, IHC y RT-PCR

Diagrama 2. Disefio experimental para la determinacién de los cambios en la

densidad de CB1R, su fosforilacion e internalizacion, asi como el RNAm del CB1R
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VIl. RESULTADOS

1. Efecto del bloqueo de los CB1Rs del ATV durante la copula hasta la
saciedad sobre la expresion de la inhibicion sexual y la hipersensibilidad a 8-

OH-DPAT de ratas sexualmente saciadas

La figura 9 muestra que en los animales sexualmente saciados que fueron pre-
tratados con 1 uL de AM251(1 Mm) por via intra-ATV, la proporcion de machos
que eyacula y reinicia la copula después de la eyaculacién a las 24 h post-
saciedad fue mayor en comparacion con el grupo control. La diferencia fue
estadisticamente significativa en el porcentaje de animales que reinicid la
cépula después de la eyaculaciéon (F de Fisher, p<0.05). En cuanto a la
aparicion de la PCA, el pre-tratamiento con AM251 disminuyd (pero es distinto
de un animal no saciado porque sigue habiendo hipersensibilidad) la proporcién
de animales sexualmente saciados que presenté este signo del sindrome
serotonérgico. La reduccion fue estadisticamente significativa en aquellos
animales pre-tratados con 3 mM de AM251 (F de Fisher, P<0.05).
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Figura 9. Porcentaje de ratas sexualmente saciadas que copula (A) y que presenta la
postura de cuerpo aplanado (PCA) (B), en respuesta a 8-OH-DPAT (0.12 mg/kg, i.p.),
24 h después de copular hasta la saciedad en presencia de diferentes concentraciones
de AM251 (0.3-3 mM) o de su vehiculo (1 pl), administrado por via intra-ATV (n= 8-11,
cada uno). *P<0.05, F de Fisher. E= eyaculacion, RC= reinicio de copula.

2. Densidad de CB1Rs y expresion del ARNm del CB1R en el ATV de ratas

macho sexualmente saciadas

En la figura 10 se muestra que la densidad del CB1R en el ATV se modificé por
la actividad sexual (A) (ANOVA de una via, F (2,12)=25.20, P<0.01). La densidad
del CB1R disminuyé de manera significativa en los dos grupos de ratas que
tuvieron actividad sexual previa al sacrificio, independientemente de si

eyacularon una vez (1 Eyac) o copularon hasta la saciedad (sexualmente
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saciado) (prueba de Tukey, ***P= 0.001 para cada uno). Por otra parte, no
hubo diferencias en la expresién del ARNm del CB1R entre los distintos grupos
de ratas (ANOVA de una via, F 26 =3.926, P=0.081); sin embargo, se observa
una tendencia al aumento en el ARNm en el grupo de ratas sexualmente

saciadas (B).
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Figura 10. Cambios en la densidad de CB1R (A) y en la expresion del ARNm para el
CB1R (B) en el ATV de ratas control, ratas que eyacularon una vez (1 Eyac) y ratas
que copularon hasta la saciedad (Sexualmente Saciado) 24 h antes (n=5 y n=3,
respectivamente). ***P<0.001, ANOVA de una via seguido de Tukey.

3. Densidad de CB1Rs fosforilados en el ATV de ratas macho sexualmente

saciadas

En la figura 11 se muestra que la actividad sexual no modifico la densidad de
CB1Rs fosforilados en el ATV de animales que eyacularon una vez o que
copularon hasta la saciedad en comparacién con el grupo control (ANOVA de
una via, F 2,12)= 2.33, P=0.14).
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Figura 11. Expresion del CB1R fosforilado (pCB1R) en el ATV de ratas control, ratas
que eyacularon una vez (1 Eyac) y ratas que copularon hasta la saciedad
(Sexualmente Saciado) 24 h antes (n=5, cada uno). F 2,12) = 2.33, P=0.14, ANOVA
de una via

4. Internalizacion del CB1R en el ATV de ratas macho sexualmente saciadas

En la figura 12 se presentan los resultados del analisis inmunohistoquimico
para el CB1R y la proteina B-A2 en el ATV de ratas control, ratas que
eyacularon 1 vez o copularon hasta la saciedad. Se puede observar que en
todos los grupos el CB1R esta distribuido en todo el citoplasma de las
neuronas. Por otra parte, la 3-A2 se observa en el citoplasma de neuronas en
todos los grupos de ratas, pero en las ratas que copulan hasta la saciedad se
observa una mayor cantidad de B-A2, en forma de agregados (clusters), en el
citoplasma de las neuronas y algunos puntos que no se encuentran dentro del
plano visual. La inmunorreactividad para V-Glut 2 es similar en los tres grupos
de ratas y se observa distribuida alrededor de los cuerpos celulares de las
neuronas, coincidiendo en algunos sitios con la membrana plasmatica, pero en

su mayoria parece encontrarse en fibras.
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Podemos observar en los datos mostrados en la cuarta columna que no
hay diferencias entre la inmunorreactividad al CB1R entre los distintos grupos
de ratas (ANOVA de Kruskal-Wallis, H (2,30)=3.76, P=0.15), mientras que si hay
diferencias en la inmunorreactividad de la 3-A2 (ANOVA de Kruskal-Wallis, H
2,30) =6.89, P=0.03). Se aprecia un aumento en esta marca en las ratas que
copulan hasta la saciedad en comparacion con ratas que eyaculan una vez
(prueba de Dunn, P<0.05). Por otra parte, respecto de la co-localizacion de las
marcas del CB1R y B-A2 en el citoplasma, también se detectan cambios
(ANOVA de Kruskal-Wallis, H (230 = 15.101, P=0.001). En este caso, se
observa un incremento de la co-localizacion de ambas marcas en ratas que
copulan hasta la saciedad en comparacion con ratas control y con las ratas que

eyacularon una vez (prueba de Dunn, P<0.05, cada uno).

Control 1 Evac Sexualmente saciado

CB1R

Area CB1/Area total

) ==

Control 1 Eyac Sexualmente
saciado

*

T

%

Control 1 Ejac Sexualmente
saciado

Area R-arrestina 2/Area total

1.0 *

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0 —
Control 1 Eyac Sexualmente

saciado

Area CB1R/Area R-arrestina 2

Figura 12. Fotomicrografias representativas obtenidas con microscopia confocal en
secciones coronales del ATV de ratas control, ratas que eyacularon una vez (1 Eyac) y
ratas que copularon hasta la saciedad (Sexualmente saciado) 24 h antes (n=3, cada
uno). Se observa la inmunorreactividad (IR) del CB1R (magenta, Alexa 647), - A2
(verde, Alexa 488), y de su co-localizacion (blanco), de V-Glut 2 (rojo, Alexa 555) y de
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los nucleos (azul, DAPI). En las graficas se muestra la cuantificacion de la
inmunorreactividad del CB1R y de la 3-A2, asi como de su co-localizacién. Escala: 40
pum. *P<0.05, ANOVA de Kruskal-Wallis seguida de prueba de Dunn.

5. Densidad y composicion de subunidades del AMPAR en el ATV de ratas

macho que copulan hasta la saciedad

En la figura 13 se observa que la densidad del AMPAR del ATV, evaluada a
través de su subunidad constitutiva GluA1, disminuy¢ significativamente en las
ratas que copularon hasta la saciedad (ANOVA de una via, F (2,12) =5.33,
P=0.02) en comparacion con animales que eyacularon una vez (prueba de
Tukey, P<0.05) y estuvo muy cerca de tener significancia estadistica en
comparacién con el grupo control (prueba de Tukey, P<0.054) (A). A diferencia
de lo que se observd en la expresion del CB1R, aqui si hay diferencias entre
los animales de 1 eyaculaciéon y los saciados. En el panel B, se observan
cambios en la expresion de la subunidad GIuA2 entre grupos (ANOVA de una
via, F (212)= 22,71, P =0.001]. En este caso, hay un aumento significativo en la
expresion de esta subunidad, tanto en los animales que eyacularon una vez
como en los machos sexualmente saciados (prueba de Tukey, P <0.001, para

ambos), en comparacion con ratas control.
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Figura 13. Cambios en la expresién de la subunidad GluA1 (A) y de la subunidad
GIuA2 (B) del AMPAR en el ATV de ratas control, ratas que eyacularon una vez (1
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Eyac) y ratas que copularon hasta la saciedad (Sexualmente Saciado) 24 h antes
(n=5, cada uno). *P<0.05, ***P<0.001, ANOVA de una via seguido de Tukey.

6. Densidad y composicion de subunidades del NMDAR en el ATV de ratas

macho que copulan hasta la saciedad

En la figura 14 se observa que la densidad del NMDAR del ATV, evaluada a
través de la expresion de su subunidad constitutiva GLUN1, se modificod por la
actividad sexual (ANOVA de una via F (2,12) =6.05, P= 0.015). Se encontrd un
aumento significativo en la densidad de GIuN1 en ratas que copularon hasta la
saciedad en comparacion con el grupo de ratas que eyacularon una vez

(prueba de Tukey, P<0.01), pero no en comparacion con el grupo control.
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Figura 14. Cambios en la densidad de la subunidad GIuN1 del NMDAR en el ATV de
ratas control, ratas que eyacularon una vez (1 Eyac) y ratas que copularon hasta la
saciedad (Sexualmente Saciado) 24 h antes (n=5, cada uno). **P<0.01, ANOVA de
una via seguido de Tukey.

Los cambios en la expresién de las subunidades GIuN2A y GIuN2B del
NMDAR se muestran en la figura 15. En el panel A se observa una disminucion

estadisticamente significativa (ANOVA de una via F ,12) =14.3, P=0.001) en la
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densidad de la subunidad GIuUN2A en el grupo de ratas que copula hasta la
saciedad en comparacion con el grupo control y con el grupo de animales que
eyaculan una vez (prueba de Tukey, P<0.001 y P<0.01, respectivamente). En
el panel B se observa un aumento en la expresion de la subunidad GluN2B
(ANOVA de una via, F (2,12 =14.5, P=0.001), tanto en las ratas que eyacularon
1 vez (prueba de Tukey, P<0.001) como en las que copularon hasta la

saciedad (prueba de Tukey, P<0.01), con respecto al grupo control.
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Figura 15. Cambios en la expresion de la subunidad GLUN2A (A) y la subunidad
GLUN2B (B) de NMDARSs en el ATV de ratas control, ratas que eyacularon una vez (1
Eyac) y ratas que copularon hasta la saciedad (Sexualmente Saciado) 24 h antes
(n=5, cada uno). **P<0.01, *** P<0.001, ANOVA de una via seguido de Tukey.

7. Expresion y fosforilacion de ERK 1/2 en el ATV de ratas macho que copulan

hasta la saciedad

En la figura 16 (A) se muestra que no se detectan cambios en la expresion de
ERK 1/2 total en el ATV de las ratas que eyaculan una vez o copulan hasta la
saciedad (ANOVA de una via F (26)=0.05, P=0.95). En cuanto a la cantidad de
ERK 1/2 fosforilada, tampoco se observaron cambios en el ATV de las ratas
que tuvieron actividad sexual (ANOVA de una via F (2,12)=3.12, P=0.08), ya sea

que hubieran tenido una eyaculacién o hubieran copulado hasta la saciedad.
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Figura 16. Cambios en la densidad de ERK 1/2 (A) y de ERK 1/2 fosforilada (pERK
1/2) (B) en el ATV de ratas control, ratas que eyacularon una vez (1 Eyac) y ratas que
copularon hasta la saciedad (Sexualmente Saciado) 24 h antes (n=3-5, cada uno) F
2,6)=0.05, P=0.95, F (2,12)=3.12, P=0.08, ANOVA de una via

8. Participacion de los eCBs en la modulacion de la densidad y composicion de
subunidades del AMPAR en el ATV de ratas macho

En la figura 17 se observa que la densidad del AMPAR del ATV, evaluada a
través de su subunidad constitutiva GluA1 aumenté en los animales que
copularon hasta la saciedad en presencia del antagonista de CB1R, AM251 en
comparaciéon con las ratas sexualmente saciadas sin tratamiento (prueba t, P
<0.002). En el panel B, no se observan cambios en la expresion de la
subunidad GIuA2 en los machos que copularon hasta la saciedad en presencia
del AM251.
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Figura 17. Cambios en la expresion de la subunidad GIuA1 (A) y de la subunidad
GluA2 (B) del AMPAR en el ATV de ratas que copularon hasta la saciedad
(Sexualmente Saciado) y ratas que copularon hasta la saciedad en presencia de
AM251 (Saciado + AM251) 24 h antes (n=5, cada uno). **P<0.01, Prueba de t.

9. Participacion de los eCBs en la modulacion de la densidad y composicion de
subunidades del NMDAR en el ATV de ratas macho

En la figura 18 se observa que la densidad del NMDAR del ATV no se modifico
en las ratas que copularon hasta la saciedad en presencia de AM251 en

comparacién con ratas saciadas que copularon en ausencia de AM251.
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Figura 18. Cambios en la densidad de la subunidad GluN1 del NMDAR en el ATV de
ratas que copularon hasta la saciedad (Sexualmente Saciado) y ratas que copularon
hasta la saciedad en presencia de AM251 (Saciado + AM251) 24 h antes (n=5, cada
uno). t =-1.634, P = 0.07, Prueba de t

En la figura 19, en el panel A, se observa que el pre-tratamiento con AM251 a
ratas que copulan hasta la saciedad bloqued la disminucion de la expresion de
la subunidad GIuN2A (U de Mann-Whitney, P = 0.03). En el panel B, el pre-
tratamiento con AM251 en ratas que copularon hasta la saciedad, previno el
incremento en la expresion de la subunidad GLUN2B que se observa en ratas

saciadas (prueba de t, P<0.01).
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Figura 19. Cambios en la expresion de la subunidad GLUN2A (A) y la subunidad
GLUN2B (B) de NMDARs en el ATV de ratas que copularon hasta la saciedad
(Sexualmente Saciado) y ratas que copularon hasta la saciedad en presencia de
AM251 (Saciado + AM251) 24 h antes (n=5, cada uno) * P<0.05, **P<0.01, Prueba de
t.

10. Participacion de los eCBs en la expresion y fosforilacion de ERK 1/2 en el

ATV de ratas macho

En la figura 20 (A) se muestra que no se detectan cambios en la expresion de
ERK 1/2 total en el ATV de las ratas que copulan hasta la saciedad con
respecto a los animales que copularon hasta la saciedad en presencia de
AM251 (prueba de t, t = -0.29, P= 0.393). En cuanto a la densidad de ERK 1/2
fosforilada, se observa un aumento en la fosforilacién de ERK 1/2 en el ATV de
las ratas que copularon hasta la saciedad en presencia de AM251 en

comparacion con las que lo hicieron sin tratamiento (prueba de t, P<0.05).
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Figura 20. Cambios en la densidad de ERK 1/2 (A) y de ERK 1/2 fosforilada (pERK
1/2) (B) en el ATV de ratas que copularon hasta la saciedad (Sexualmente Saciado) y

ratas que copularon hasta la saciedad en presencia de AM251 (Saciado + AM251) 24
h antes (n=3-5, cada uno). *P<0.05, Prueba de t.
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VIIl. DISCUSION

Los principales hallazgos de esta investigacion se pueden resumir de la

siguiente manera:

a)

c)

d)

g)

el bloqueo de CB1Rs en el ATV durante la copula hasta la saciedad,
interfiri6 con la aparicion de los fendmenos de inhibicidbn sexual e
hipersensibilidad a farmacos que presentan las ratas sexualmente
saciadas

la copula, tanto una eyaculacion como hasta la saciedad, indujo una
disminucién en la densidad de CB1Rs del ATV, sin producir cambios en
la expresidon de los CB1Rs fosforilados, ni en la expresion del ARNm
para el CB1R

en las ratas que copularon hasta la saciedad hubo un aumento en la
internalizacion del CB1R en neuronas del ATV

la copula hasta la saciedad produjo una disminucién de la densidad de
AMPAR en el ATV, que se previno cuando los animales copularon en
presencia de un antagonista de CB1Rs

la expresion de AMPAR que contienen la subunidad GLUA2 aumenté en
el ATV de las ratas sexualmente saciadas y dicho aumento permanecio
en las ratas que copularon hasta la saciedad en presencia del
antagonista del CB1R

la densidad de NMDAR aumenté en las ratas que copularon hasta la
saciedad, cambio que fue independiente de la activacion de CBR1

en las ratas sexualmente saciadas la densidad de los NMDAR que
contienen la subunidad GLUNZ2A disminuyé y aumento la densidad de
los NMDAR que contienen la subunidad GLUN2B. Ambos efectos se
previnieron en las ratas que copularon en presencia del antagonista de
CB1Rs

no se detectaron cambios ni en la expresion, ni en la fosforilacion de
ERK 1/2 en las ratas que copularon. Sin embargo, la fosforilacion de
ERK 1/2 aumentdé en las ratas que copularon hasta la saciedad en

presencia del antagonista del CB1R.
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Seccion I. Papel del CB1R en la inhibicion sexual e hipersensibilidad a 8-OH-
DPAT en el ATV

Se ha descrito que las ratas macho sexualmente saciadas presentan
alteraciones fisiologicas y conductuales a las 24 h post-saciedad, como
resultado de la copula intensa. Entre esas alteraciones se encuentran una
inhibicion sexual de larga duracién y una hipersensibilidad generalizada a las
acciones de farmacos (Rodriguez-Manzo et al., 2011). Experimentos previos de
nuestro laboratorio demostraron que la administracion sistémica de un
antagonista del CB1R, el AM251, durante la copula hasta la saciedad, interfiere
con la aparicién de la inhibicion sexual (Canseco-Alba y Rodriguez-Manzo,
2014), asi como con la aparicion de la PCA inducida por 8-OH-DPAT vy de los
efectos inhibitorios de yohimbina sobre la conducta sexual, ambos indicadores
de hipersensibilidad a farmacos (Gonzalez-Morales, tesis de maestria). En este
trabajo mostramos que la administracién de AM251 directamente en el ATV,
también previene la aparicion de la inhibicion sexual y de la PCA inducida por
8-OH-DPAT, a las 24 h post-saciedad. Estos hallazgos muestran que la copula
hasta la saciedad induce la sintesis y liberacion de eCBs en el ATV, que
participan en la induccién de ambos fendmenos en las ratas sexualmente
saciadas, a través de la activacion del CB1R.

El farmaco que induce la PCA es el 8-OH-DPAT, un agonista
serotonérgico que actua sobre receptores 5-HT1A. Existen reportes que indican
que tanto el sistema endocannabinoide como el serotonérgico estan
involucrados en la regulacién de ciertos procesos fisiolégicos como la
temperatura corporal (Malone y Taylor, 2001), la conducta de alimentacion
(Ward et al., 2008), el suefio (Murillo-Rodriguez et al., 2008) y las respuestas
conductuales al estrés (Resstel et al., 2009). Por otro lado, se ha reportado que
los eCBs inhiben la liberacion de serotonina in vivo a través de la activacion del
CB1R en algunas areas cerebrales, tales como la corteza prefrontal y el
hipocampo (Egashira et al., 2002), mientras que el bloqueo del CB1R aumenta
los niveles de serotonina en la corteza prefrontal (Aso et al., 2009). Nuestros
resultados muestran que el bloqueo de CB1Rs en el ATV evita la aparicion de
la PCA, que se asocia a niveles elevados de 5-HT (Goodwin et al., 1987;

Isbister & Buckley, 2005), lo que sugiere que los eCBs liberados durante la
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copula hasta la saciedad no actuan en los CB1Rs localizados en las terminales
serotonérgicas, sino que los hacen en los que se localizan en otro tipo de
neuronas y que indirectamente regulan la liberacion de 5-HT en el ATV.

Las neuronas serotonérgicas de los nucleos del rafé dorsal (DRN) y
medial (MRN) proyectan a regiones limbicas y del cerebro medio, entre ellas el
ATV (Lechin et al., 2006; Michelsen et al., 2007). Sin embargo, las terminales
serotonérgicas que inervan el ATV parecen jugar un papel parcial en la
induccién de la PCA en las ratas saciadas, ya que se observaron diferencias en
la magnitud del bloqueo de la PCA por AM251 entre la administraciéon
sistémica, que la bloqued en la totalidad de los animales, e intra-ATV, que la
bloqued en el 75% de las ratas. Una posible explicacion para esta diferencia
seria el hecho de que las neuronas serotonérgicas inervan a distintas areas del
sistema mesolimbico dopaminérgico, entre las que se encuentra el NAcc (De
Deurwaerdére y Spampinato, 1999), y sabemos que en esta area también hay
CB1Rs (Malinen y Hyytia, 2008; Pedroza-Llinas et al., 2013) que podrian
participar en la induccién de la hipersensibilidad a 8-OH-DPAT y que también
serian bloqueados cuando el antagonista de CB1Rs se administra por via
sistémica.

En cuanto al establecimiento de la inhibicion sexual, en este trabajo se
observé que ésta no se previno en todos los animales pre-tratados con AM251
por via intra-ATV, sino solamente en el 75% de los mismos. En los datos
obtenidos previamente con su administracion por via sistémica, tampoco se
previno el establecimiento de la inhibicion sexual en todas las ratas (en esos
experimentos se observd en el 85% de los animales) (Canseco-Alba y
Rodriguez-Manzo, 2013), lo que sugiere que algunos animales no tienen la
misma sensibilidad al tratamiento con el AM251 y que otro sistema de
neurotransmision distinto al endocannabinoide participa en la aparicién de este
fendmeno. Existen trabajos previos del laboratorio que indican que los sistemas
de opioides enddgenos también participan en el establecimiento de la inhibicién
sexual de ratas sexualmente saciadas, pues el pre-tratamiento con un
antagonista de los receptores opioides u y 9, la naltrexona, también previno su
aparicion en un 80% de las ratas sexualmente saciadas (Gardufio-Gutiérrez et
al., 2013). En conjunto, estos datos indican que tanto los opioides como los

eCBs participan en el establecimiento de la inhibicién sexual. Ademas, los
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receptores u a opioides, al igual que los CB1R, se localizan en las terminales
de tipo glutamatérgico y GABAérgico, tanto en NAcc como en ATV (Dilts y
Kalivas, 1989; Margolis et al., 2005; Miranda-Barrientos et al., 2021), lo cual
implicaria que el ATV no es el unico sitio del circuito mesolimbico donde se
regula la induccion de la inhibicion sexual de ratas saciadas, sino también
podria haber una participacion de los sistemas eCB y opioidérgico en el NAcc.
Debido a que el pre-tratamiento de AM251 se administré solo en el ATV, eso
podria influir en que no se bloqueara la inhibicién sexual en el 100 % de los
animales.

Encontramos diferencias en las concentraciones de AM251 necesarias
para interferir con la aparicién de la inhibicién sexual y la aparicion de la PCA
en ratas saciadas, cuando el antagonista es administrado por via intra-ATV, lo
cual apunta a que estos fendbmenos se regulan de manera independiente, pues
presentaron diferente sensibilidad al AM251.

De manera interesante, datos previos de nuestro laboratorio muestran
que la administracion sistémica de naltrexona no previene el establecimiento de
la hipersensibilidad a 8-OH-DPAT en ratas que copulan hasta la saciedad
(Garduno-Gutiérrez et al., 2013), lo que indica que la hipersensibilidad a
farmacos es mediada por eCBs mas no por opioides enddgenos.

El pre-tratamiento intra-ATV con diferentes concentraciones de AM251
produjo un efecto de U invertida sobre la inhibicion sexual en las ratas
saciadas, en el que sélo la administracion de 1 uyL de la concentracidon
intermedia (1mM) previno su aparicién, mientras que tanto concentraciones
menores como mayores del farmaco carecieron de efecto. Es importante
mencionar que el AM251, ademas de ser un antagonista selectivo del CB1R,
puede actuar también como agonista inverso sobre este receptor a dosis o
concentraciones altas; es decir, puede inducir efectos contrarios a los que
produce como antagonista (Shearman et al., 2003; Gorzalka et al., 2018). La
ausencia de efecto a la concentracion mas alta de AM251 en el caso de la
inhibicion sexual, podria deberse a que ya esté actuando como agonista
inverso. Este agonismo inverso se podria observar midiendo la internalizacion
del CB1R en respuesta a concentraciones altas de AM251, donde se podria ver

una disminucién en la internalizacion o no tener cambios significativos
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Seccion 1. Cambios en la densidad, fosforilacion, internalizacion y RNAm del
CB1R en el ATV inducidos por la copula hasta la saciedad

Con el objeto de evidenciar indirectamente que durante la copula hasta
la saciedad ocurre sintesis y liberacion de eCB que activan al CB1R en el ATV,
en este trabajo se evaluaron dos parametros que dependen de la produccién
de eCB: cambios en la densidad y fosforilacion del CB1R, en la expresion de su
ARNmMm, asi como en la internalizacion de CB1R, producidos por la cépula hasta
la saciedad. Se encontr6 que la densidad del CB1R disminuyd, tanto en las
ratas que copularon hasta la saciedad como en las que eyacularon una sola
vez, pero no se detectaron cambios en la fosforilacion del CB1R, ni en la
expresion del ARNm del CB1R en ninguno de los grupos de ratas que
copularon. Finalmente, en las ratas que copularon hasta la saciedad hubo un
aumento en la internalizacion del CB1R en el ATV, que no se observd en
animales que eyacularon una vez. En conjunto, estos resultados confirman que
durante la copula se activa CB1Rs en el ATV, aunque cabe mencionar que el
CB1R puede sufrir desensibilizacion heterdloga, es decir, ligandos,
antagonistas o incluso animales que carecen de receptores a opioides (UR) y/o
de receptores de glutamato (mGIuR) que se encuentran en la pre-sinapsis
pueden interferir con la internalizacion del CB1R (Ghozland et al., 2002;
Colmers y Bans, 2018).

Se ha descrito que la exposicion prolongada o repetida a un
cannabinoide o eCB (agonista exdgeno o enddgeno, respectivamente) induce
la disminucién de la densidad del CB1R (regulacion a la baja), posiblemente
por degradacion o disminucion de sintesis del receptor (Perdikaris, et al., 2018;
Papadogkonaki et al., 2019). Por otro lado, a pesar de que nuestros datos
muestran una disminucion en la densidad de los CB1R por la actividad sexual,
la densidad de CB1 fosforilados no se modific6. La falta de cambios en la
fosforilacion del CB1R puede deberse a que la temporalidad en la que se
evaluo fue tardia y debié evaluarse dentro las primeros minutos u horas
después de la copula hasta la saciedad, ya que se ha reportado que la
fosforilacién de proteinas ocurre en segundos a minutos después que se activo

el receptor (Ferguson 2001).
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Finalmente, encontramos un aumento en la internalizacion del CB1R en
neuronas del ATV de los machos sexualmente saciados, no asi en ratas que
eyacularon una vez. Existen antecedentes de que la exposicion prolongada a
un agonista del CB1R (WIN 55,212-2) induce la internalizacion del CB1R,
mientras que la exposicion aguda a este ligando induce internalizacion y
reciclamiento rapidos del CB1R (Hsieh et al. 1999). Esto podria explicar que,
en las ratas sexualmente saciadas, expuestas a eCBs en el ATV durante la
copula repetida (alrededor de 2.5 h) se haya detectado al CB1R internalizado, y
que en las ratas que eyacularon una sola vez, con una exposicién a eCBs de
corta duracion (maximo 30 min), ya no alcanzaramos a detectar la
internalizacion 24 h mas tarde.

Otro punto importante es que la internalizacion del CB1R puede ocurrir a
concentraciones bajas de agonista cuando se utiliza un agonista sintético como
WIN 55,212-2 (30 nM), pero se requiere de concentraciones altas de un
analogo del eCB anandamida, la metanandamida (1000 nM) o del
cannabinoide THC (3000 nM) para producirla (Hsieh et al. 1999). Podemos
decir que la copula hasta la saciedad implica una estimulacion intensa de las
neuronas DAérgicas del ATV y por ello, una liberacién constante o repetida de
eCBs, que podria inducir cambios en la expresion de las enzimas de sintesis y
degradacion de eCB; en cambio, una eyaculacion implica una estimulacién
moderada y poca liberacién de eCBs. Nuestros resultados sugieren que solo la
actividad intensa induce internalizacion del CB1R lo que puede estar
relacionado con la exposicidon prolongada al agonista enddgeno que se
mantiene durante la cdpula hasta la saciedad.

La internalizacién de los GPCR esta mediada por las B-arrestinas. Estas
son proteinas de andamiaje que se unen a los receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), que han sido fosforilados por cinasas de GPCR (GRK) y
median la desensibilizacion de estos receptores desacoplandolos de la
sefalizacion dependiente de proteina G (Ferguson et al., 1996; Moore et al.,
2007). El reclutamiento de la B-arrestina 2 (B- A2), se ha asociado con la
internalizaciéon del CB1R (Gyombolai et al., 2013). Nuestros resultados
muestran que en las ratas sexualmente saciadas se presentd un aumento tanto
en la inmunorreactividad a 3-A2, como en la co-localizacion de CB1R y (B-A2,

indicando un aumento en la internalizacion del CB1R. Esto sugiere que durante
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la copula hasta la saciedad se liberan eCBs que activan CB1R, lo que resulta
en su fosforilacion y posterior internalizacién, mediada por B-A2.

La mayor parte de los estudios de internalizacion del CB1R que existen
en la bibliografia utilizaron agonistas sintéticos o fitocannabinoides para
determinar su expresion y funciéon en cerebro, por lo que pocos estudios han
determinado cambios en la expresion de CB1R inducidos por eCB. Dichos
estudios han estado asociados a enfermedades en las que hay una excitaciéon
neuronal patoloégica, tales como epilepsia, enfermedad de Parkinson,
carcinoma renal, cancer, fumador de cannabis etc. (Ludanyi et al., 2008;
Larrinaga et al 2010; Van Laere et al., 2012; Hirvonen et al., 2012; Tutino et al.,
2019). En este trabajo se demuestra por primera vez la activacion e
internalizacién de CB1Rs en neuronas del ATV, mediadas por eCB producidos
por un estimulo natural, en condiciones fisiologicas.

Por otro lado, no detectamos cambios en la expresion del ARNm del
CB1R en ninguno de los grupos de ratas, indicandonos que no hay sintesis de
nuevos CB1R, sino que, la modulacién va dirigida a una regulacion a la baja de
los receptores. En concordancia con los datos obtenidos en este trabajo, en un
experimento donde se administré de manera cronica (por 15 dias) un agonista
del CB1R en hipocampo y estriado de ratones, no se detectaron cambios en el
ARNm del CB1R, pero si se encontré una regulacién a la baja de la proteina
del CB1R (Sim-Selley et al., 2006). La reduccién en los CB1R del ATV
producida por la actividad sexual tanto moderada (1 eyaculacion) como intensa
(copula hasta la saciedad), permite inferir que durante la copula se liberan eCB
que activan al CB1R e inducen que éste se fosforile, internalice y
posteriormente se degrade (Thibault et al., 2013), aunque en este trabajo no
alcanzamos a ver cambios en la fosforilacion del CB1R muy probablemente por

la temporalidad en la que se determind.

Seccion Ill. Cambios en la densidad y composicion de AMPAR y NMDAR en el

ATV, inducidos por la copula hasta la saciedad

Las acciones de los eCBs en el ATV estan mediadas por los CB1Rs que se
encuentran en las terminales de tipo glutamatérgico y GABAérgico (Melis et al.,
2004; Sperlagh et al., 2009; Martin et al., 2016) y cuya activacién inhibe la
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liberacion de glutamato y de GABA, respectivamente (Szabo et al., 2002; Melis
et al., 2004; Matyas et al.,, 2008). Se sabe que tanto la transmision
glutamatérgica como la GABAérgica en el ATV participan en procesos de
plasticidad sinaptica. En este trabajo nos enfocamos en dilucidar la posible
participacion de la transmision glutamatérgica en fendmenos de plasticidad
sinaptica inducida por los eCBs liberados durante la cépula hasta la saciedad.
Antecedentes de nuestro laboratorio muestran que los receptores
glutamatérgicos tipo AMPA, NMDA y mGIuRS participan en el mantenimiento
de la inhibicién sexual de ratas sexualmente saciadas, ya que la administracién
de antagonistas de estos receptores revierte la inhibicion sexual de estos
animales (Rodriguez-Manzo, 2015).

El ATV recibe inervacidn glutamatérgica que proviene de la corteza
prefrontal medial (CPFm), del nucleo pedunculopontino (PPT) y del area
tegmental laterodorsal (Clements y Grant, 1990; Tzschentke, 2001; Balfour et
al.,, 2006). Ademas, existen neuronas glutamatérgicas locales, que hacen
sinapsis con neuronas DAérgicas y no Daérgicas en el ATV (Yamaguchi et al.,
2007; Morales y Root, 2014; Dobi et al., 2014).

La transmision glutamatérgica del ATV participa en la estimulacion del
circuito MSL por la actividad sexual (Pitcher et al., 2012; Rodriguez-Manzo,
2015). Se ha demostrado que las neuronas del ATV que se activan por la
copula, determinado por la expresion de la proteina Fos, contienen NMDARs
cuya subunidad constitutiva GIuN1 se fosforila en respuesta a la copula
(Balfour et al., 2006). La activacion de los NMDARSs en esta regién del cerebro
es necesaria para permitir que las neuronas Daérgicas cambien su patron de
disparo de tonico a fasico (Sombers et al., 2009), lo que da por resultado un
aumento en la liberacién de DA en el Nacc (Karreman et al., 1996; Kretschmer,
1999).

En este trabajo se establecié que la densidad y composicion de los
AMPAR y NMDAR del ATV se modifica como resultado de la copula hasta la
saciedad. Nuestros datos muestran que la densidad de los AMPAR disminuye y
que su composicion se modifica, pues en las ratas que copulan hasta la
saciedad hay un aumento en la expresion de AMPARs que contienen la
subunidad GIluA2. La disminucién en la densidad de AMPAR se podria explicar

por su endocitosis (Ashby et al., 2004) y posterior degradacion proteosomal
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(Zhang et al., 2009). Por otra parte, se ha descrito que la activacion repetida de
AMPAR que carecen de la subunidad GIuA2, produce un cambio de larga
duracién en su composicion a AMPAR que ahora contienen la subunidad
GluA2 (GIuA2-AMPAR) (Liu y Cull-Candy, 2000). Los GluA2-AMPAR son
impermeables a Ca?* y a Zn?* y presentan una cinética lenta de apertura del
poro del canal (Hollmann et al., 1991; Burnashev et al., 1992; Liu y Zukin,
2007). Dado que en las ratas sexualmente saciadas la densidad de AMPAR
disminuyo y la expresion de GluA2-AMPAR aumentd, podemos concluir que la
proporcion de estos ultimos aumentd, en respuesta a la actividad sexual
intensa. Este cambio es caracteristico de un tipo de plasticidad: la depresién a
largo plazo (LTD) (Chater y Goda, 2014).

Por otra parte, encontramos cambios en la composicion de los NMDAR
en los machos sexualmente saciados. Los cambios en la composicion de este
receptor también se han asociado a fendmenos de plasticidad. Las
subunidades GLUN2A y GLUN2B del NMDAR juegan un papel central en la
plasticidad sinaptica, ya que la composicion del NMDAR se modifica en
respuesta a la actividad sinaptica (Bellone et al., 2011), de tal manera que en
las sinapsis activas hay una abundancia relativa de receptores que contienen la
subunidad GIuN2A (GIuN2A-NMDAR) mientras que en las sinapsis inactivas
predominan los NMDAR que contienen GIuN2B (GluN2B-NMDAR) (Ehlers,
2003). Los GIuN2A-NMDAR- presentan una alta probabilidad de apertura del
poro del canal, por el contrario, los GLUN2B-NMDAR presentan una baja
probabilidad de apertura del poro del canal (Lau y Zukin, 2007; Paoletti et al.,
2013; Glasgow et al., 2015).

En este trabajo encontramos un aumento en la proporcion de GluN2B-
NMDAR, con cinética mas lenta y menor probabilidad de apertura de canal, y
una disminucion en la proporcion de GIuN2A-NMDAR, caracterizada por una
alta probabilidad de apertura de canal y desactivacion rapida (Paoletti et al.,
2013), en los animales sexualmente saciados. [Estos cambios en la
composicion de los NMDAR, detectados a las 24 h post-saciedad, podrian
indicar una reduccion de la estimulacidn en las sinapsis glutamatérgicas del
ATV, durante el estado de inhibicion sexual de estos animales. Se detecto
también un aumento en la expresién de la subunidad GluN2B de los NMDAR

en los machos que eyacularon una vez, lo que sugiere que la estimulacién
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proporcionada por la actividad sexual moderada es suficiente para iniciar
cambios en la composicion del NMDAR.

Existe un antecedente en la literatura donde se encontré6 un aumento en la
densidad de NMDAR, y no se detectaron cambios en la expresion de las
subunidades GluA1 y GIuA2 del AMPAR en el NAcc de ratas macho, 24 h
después de cinco sesiones consecutivas de copula (una eyaculacion por dia)
(Pitchers et al., 2012). Esto indica que la conducta sexual repetida es un
estimulo que puede inducir cambios en los receptores NMDA. Junto con
nuestros hallazgos, estos datos muestran que una conducta recompensante
natural, como lo es la actividad sexual, puede inducir cambios en la expresion

de receptores de glutamato en el sistema MSL.

Seccion |V. Cambios en la densidad y composicion de AMPAR y NMDAR en el

ATV, mediados por los eCB liberados durante la copula hasta la saciedad

En este trabajo se dilucido la participacién de los eCBs en los cambios
en la transmisién glutamatérgica inducidos por la actividad sexual intensa que
tiene lugar durante la copula hasta la saciedad. Nuestros resultados muestran
que el bloqueo de los CB1Rs durante la cépula previno la disminucién de la
densidad de AMPAR y bloque6 los cambios en la expresion de las subunidades
GIuN2A y GIuN2B del NMDAR, indicando que los eCBs participan en la
induccién de estos cambios moleculares. No obstante, parecen no jugar un
papel en el cambio en la composicion de los AMPAR, ya que el bloqueo de sus
acciones no modifico el aumento en la proporcion de GluA2-AMPAR en las
ratas sexualmente saciadas.

La activacién pre-sinaptica del CB1R puede producir dos tipos de
plasticidad relacionada con la transmisidn glutamatérgica, la supresion de la
excitacion inducida por despolarizacion (DSE) (Wilson y Nicoll, 2002; Diana y
Marty, 2004) y la depresién a largo plazo (LTD). Se ha descrito que la DSE
ocurre debido a la despolarizacién prolongada de las neuronas DAérgicas del
ATV, que induce la sintesis y liberaciéon de eCBs que activan CB1Rs en
terminales presinapticas glutamatérgicas, lo que suprime la transmisidon
glutamatérgica (Kreitzer y Regehr, 2001; Melis, 2004; Riegel y Lupica, 2004).

Hay evidencias que sugieren que el eCB 2-AG es el que media la induccién de
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DSE (Pan et al., 2009; Gao et al., 2010). La DSE juega un papel neuroprotector
frente a la excitotoxicidad inducida por glutamato (Diana y Marty, 2004). Los
cambios en los receptores glutamatérgicos del ATV descritos aqui, son
consistentes con una estimulacion prolongada de los receptores
glutamatérgicos, inducida por la copula intensa, ya que estos cambios se
detectaron particularmente en las ratas sexualmente saciadas.

Los eCB pueden producir mas de un tipo de plasticidad de largo plazo,
entre las que se encuentran la depresion de largo plazo de la transmision
glutamatérgica (eCB-LTD), que se presenta en las neuronas DAérgicas del
ATV, la cual requiere la activaciéon repetida o prolongada del CB1R para ser
inducida y es producida por una disminuciéon de la liberacién de glutamato
(Robbe et al., 2002; Chevaleyre et al., 2006; Haj-Dahmane y Shen, 2010). Otra
forma de plasticidad de largo plazo dependiente de eCB es la mGIuR-LTD,
también descrita en el ATV (Bellone y Luscher, 2005), en la que la activacién
postsinaptica de mGIuRs del grupo | en las neuronas DAérgicas, desencadena
la sintesis y liberacion de 2-AG, que a su vez media un cambio en la
composicién de los AMPAR (de AMPAR carentes de la subunidad GIUA2 a
GluA2-AMPARSs) en la neurona postsinaptica para inducir LTD (Wilson y Nicoll,
2002; Morikawa et al.,, 2003). Estas dos formas de LTD de sinapsis
glutamatérgicas en las neuronas DA del ATV coexisten y podrian ser parte de
los mecanismos que contribuyen a la induccion de los cambios fisioldgicos de
larga duracion observados en las ratas sexualmente saciadas.

Hemos demostrado que evitar la activacion del CB1R durante el
desarrollo de la saciedad sexual, interfiere con la aparicion de la inhibicion
sexual y la hipersensibilidad a farmacos en ratas sexualmente saciadas
(Gonzalez-Morales, tesis maestria). Es posible que el bloqueo de CB1Rs
durante la cépula intensa haya interferido con el desarrollo de eCB-LTD, pero
no con el de mGIuR-LTD, puesto que durante la cépula hay liberacion de
glutamato que activa a sus receptores, entre ellos a los mGIuRI postsinapticos,
desencadenando la liberacién de 2-AG que presumiblemente media el cambio
en la composicion de los AMPARs para inducir LTD. ElI hecho de que el
bloqueo de CB1R durante la copula hasta la saciedad no cancelara el aumento

de GluA2-AMPARSs apoyan la idea de que durante la cépula se libera glutamato
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que actua sobre receptores glutamatérgicos e induce cambios en la
composicién del AMPAR.

Los fendbmenos de plasticidad mediados por eCBs pueden jugar un
papel en la induccion de los cambios plasticos duraderos que caracterizan a las
ratas sexualmente saciadas. La eCB-LTD es el candidato mas probable, ya que
su induccion depende de la activacion del CB1R. Sin embargo, para determinar
con certeza qué tipo de plasticidad sinaptica esta involucrada en los fenbmenos
de inhibicidn sexual e hipersensibilidad a farmacos de las ratas sexualmente
saciadas, se requieren estudios electrofisiolégicos que determinen si las
neuronas del ATV presentan cambios en su actividad (aumento o disminucién)

que se puedan asociar con un proceso de plasticidad sinaptica.

Seccion V. Cambios en la densidad de ERK 1/2 y pERK 1/2 en el ATV,

mediados por los eCB liberados durante la copula hasta la saciedad

Por ultimo, debido a que la activacion de la cinasa ERK 1/2 se ha asociado a
cambios plasticos, entre ellos la induccion de algunas formas de LTD
(Gallagher et al., 2004; Grueter et al., 2006; Kellogg et al., 2009)
especificamente en el circuito mesolimbico, y se ha descrito que la activacion
del CB1R por los eCBs puede inducir la activacion de esta MAP cinasa (Valjent
et al., 2001; Derkinderen et al., 2003), se exploro si la copula hasta la saciedad
inducia cambios en la fosforilacion de ERK 1/2 y si el CB1R mediaba esos
cambios. No se encontraron cambios en la fosforilacion de ERK 1/2 en ratas
que copularon hasta la saciedad, sin embargo, cuando se bloque6 al CB1R
durante la cépula hasta la saciedad se observé un aumento de fosforilacién de
ERK 1/2, lo que sugiere que los eCBs liberados impiden el aumento de la
fosforilacion de esta MAP cinasa. Contrario a estos resultados, se ha
demostrado que la activacion del CB1R produce la fosforilacion de ERK1/2,
que participa en la induccion de LTD en neuronas dopaminérgicas del ATV que
establecen sinapsis inhibitorias (I-LTD), como resultado de la exposicidon
repetida a la cocaina (Pan et al., 2011). No se encontraron datos sobre la
fosforilacion de ERK1/2 mediada por CB1R en las sinapsis excitadoras; sin

embargo, se ha descrito que la estimulacion sostenida del CB1R activa a ERK
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1/2 sélo de forma transitoria y que la duracion de la activacion de ERK1/2 esta
regulada por la desensibilizacion de CB1R (Daigle et al., 2008).

Por otro lado, ERK 1/2 puede ser activada por otro tipo de receptores
diferentes a los CB1R, ya sea otros GPCRs 0 canales idnicos que participan en
la regulacion de la actividad del circuito mesolimbico. Entre ellos se encuentran
los receptores a glutamato NMDA o AMPA; se ha descrito que la activacion de
NMDARs induce un aumento en la fosforilaciéon de ERK 1/2 en neuronas del
estriado dorsal e hipocampo (Choe et al., 2002; Krapivinsky et al., 2003). Asi
mismo, se ha reportado que los GIuN2B-NMDAR activan a ERK 1/2 en
rebanadas de hipocampo (Melgarejo et al., 2016). De manera interesante, en
las ratas sexualmente saciadas se detectd un aumento en la densidad de
GluN2B- NMDAR, lo que abre la posibilidad de que este mecanismo de
activacion de ERK1/2 ocurra en las ratas sexualmente saciadas, pero sea
modulado por eCB, porque cuando se bloquea al CB1R se observa un
aumento en la fosforilacion de ERK 1/2.

En resumen, los datos obtenidos muestran que la coépula induce la
liberacion de eCBs en el ATV, que parece ser mayor en ratas que copulan
hasta la saciedad en comparacion con las ratas que eyaculan una vez. Los
eCBs liberados inducen cambios plasticos en la transmisién glutamatérgica,
presumiblemente sobre las neuronas DAérgicas del ATV, aunque se ha
descrito que las interneuronas GABAérgicas del ATV también expresan
receptores a glutamato (Zheng y Johnson, 2003). La naturaleza de los cambios
en los receptores glutamatérgicos promovidos por los eCBs es consistente con
una reduccion de la transmisidén glutamatérgica, lo que podria dar por resultado
una reduccion de la actividad de las neuronas DAérgicas, y quizas también de
la actividad de interneuronas GABAérgicas del ATV. Estos cambios podrian
jugar un papel en la induccién de los cambios fisiolégicos y conductuales de
larga duracién que caracterizan a las ratas macho sexualmente saciadas. El
presente trabajo proporciona evidencia de una funcién fisiolégica de los eCB
producidos por las neuronas DAérgicas del ATV en respuesta a un estimulo
recompensante natural in vivo, que podria representar un mecanismo protector
contra la activacion excesiva del circuito mesolimbico producida por la copula

intensa.
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VIll. CONCLUSIONES

v' Los eCBs participan en la inducciéon de la inhibicion sexual de larga
duracion y de la hipersensibilidad a farmacos que presentan las ratas
sexualmente saciadas a través de activar CB1Rs del ATV.

v" Durante la copula hasta la saciedad se liberan eCBs que activan al
CB1R y dicha activacion media cambios en la densidad y composicion
de AMPAR y NMDAR en el ATV.

v La copula hasta la saciedad en ratas macho es un paradigma en el que
se observan cambios a nivel conductual y molecular (particularmente en
el ATV), por lo que podria ser empleada como modelo para estudiar
cambios en la actividad sinaptica del circuito de la recompensa, en

respuesta a estimulos recompensantes naturales.

X. PERSPECTIVAS

v" Debido a que durante la copula hasta la saciedad se pueden liberar 2
eCB (2-AG y Anandamida), seria bueno determinar cual eCB o si ambos
eCBs estan involucrados en la aparicion de la inhibicidn sexual e
hipersensibilidad a 8-OH-DPAT en el ATV

v Existen dos receptores a eCB, el CB1R y el CB2R, por lo cual se podria
determinar la posible participacion del CB2R en la modulacién de los
fendbmenos de inhibicion sexual e hipersensibilidad a farmacos, asi como
en los cambios en la densidad de NMDAR y AMPAR inducidos por la

copula hasta la saciedad
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Dos sistemas de neurotransmision participan en la induccion de la
inhibicion sexual a nivel sistémico: el endocannabinoide y el opioide, por
lo cual seria interesante determinar la participacion del sistema opioide
en conjunto con el sistema eCB del ATV en el establecimiento de la
inhibicion sexual que resulta de la cépula hasta la saciedad.

Debido a que tanto en el ATV como en el NAcc existen CB1R y se
liberan eCB, se podria evaluar el papel de los eCBs del NAcc en el
establecimiento de la inhibicién sexual e hipersensibilidad a farmacos en
ratas sexualmente saciadas.

En el ATV tenemos una diversidad de tipos celulares, entre los cuales se
encuentran neuronas GABAérgicas, glutamatérgicas, serotonérgicas y
DAérgicas, por lo tanto, seria interesante identificar la naturaleza de las
neuronas del ATV en las que observamos la co-localizacion del CB1R
con B-A2.

Los canales idnicos tienen mecanismos de internalizacion distintos a los
de los GPCRs, por lo cual seria importante establecer los posibles
mecanismos implicados en el trafico de NMDAR y AMPAR, que regulan
los cambios en su densidad y composicion.

ERK puede ser activada por canales iénicos, GPCRs, etc., por lo que se
podria identificar qué receptores se estan activando para inducir un
aumento en la fosforilacion de ERK 1/2 en ratas que copulan hasta la
saciedad en presencia de AM251

Existen distintas proteinas, factores de transcripcion y genes (Homer,
DeltaFosB, Arc, etc.) que aumentan su actividad durante procesos de
plasticidad, por lo que se podrian evaluar cambios en éstos, inducidos
por conductas recompensantes

Tanto la transmisién glutamatérgica como GABAérgica se modifican
durante la induccion de cambios plasticos. Seria interesante evaluar
cambios en la transmisién GABAérgica del ATV como resultado de la

copula repetida y determinar si los eCB participan en esos cambios
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