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RESUMEN

El sistema mesocorticolimbico dopaminérgico (SMD) esta compuesto de neuronas
dopaminérgicas (DA) que se originan en el area tegmental ventral (ATV) y proyectan al
nucleo accumbens (NAcc) y a la corteza prefrontal principalmente. EI SMD participa en
el procesamiento de los componentes motivacionales y reforzantes de la copula en ratas
macho. Durante una sesion de cépula ad libitum, un macho eyaculara repetidamente
hasta alcanzar la saciedad sexual, que es un fendmeno de inhibicion de la conducta
sexual de larga duracién (72h). La cépula activa al SMD aumentando la liberacion de
dopamina en el NAcc y los estimulos recompensantes promueven la liberacion de
glutamato en el ATV, mismo que estimula a las neuronas DA. Por otro lado, la activacion
repetida del SMD promueve la sintesis y liberacion de endocannabinoides (eCN) de los
somas de las neuronas DA, los cuales modulan la actividad del SMD a través de inhibir
la liberacion de neurotransmisor de las terminales GABAérgicas y glutamatérgicas del
ATV. Se ha demostrado que dosis bajas de antagonistas de receptores glutamatérgicos
tipo NMDA, AMPA y mGIuR5 revierten la inhibicibn sexual de ratas sexualmente
saciadas. Del mismo modo, dosis bajas de los eCN anandamida (AEA) y 2-
araquidonilglicerol (2-AG) revierten la saciedad sexual y se ha demostrado que la AEA
interactta con el sistema DA en este efecto. Este trabajo tuvo dos objetivos generales: el
primero fue determinar si el 2-AG también interactia con la dopamina para revertir la
saciedad sexual. Para ello, se utilizaron grupos independientes de ratas sexualmente
saciadas (n=8-12) a los que, a las 24h post-saciedad, se les co-administrd, por via
sistémica dosis sub-efectivas del agonista dopaminérgico apomorfina y del eCN 2-AG o
una dosis efectiva de 2-AG mas el antagonista dopaminérgico haloperidol, a una dosis
que no afecta la cépula. En ambos casos los resultados muestran que el 2-AG interactia
con la dopamina para revertir la saciedad sexual, al sinergizar con el agonista DA para
producir sus efectos, que se bloguean con el antagonista DA. El segundo obijetivo fue
determinar si ambos eCN interactlian con el glutamato para revertir la saciedad sexual.
Para esto, en grupos independientes de ratas sexualmente saciadas (n=8-10), se
probaron combinaciones de dosis sub-efectivas de AEA o de 2-AG, administradas por via
sistémica a las 24h post-saciedad, junto con dosis sub-efectivas del antagonista NMDA
ketamina o del antagonista de receptores mGIuR5, MPEP. Los resultados muestran que
en todos los casos los eCNs sinergizaron con los antagonistas glutamatérgicos para
revertir la saciedad sexual. Para establecer si esto ocurria en el ATV, se administro a
ratas macho, sexualmente saciadas, una dosis efectiva de 2-AG por via sistémica y, por
via intra-ATV, el agonista de receptores glutamatérgicos mGIuR5, CHPG. Los resultaron
mostraron que el efecto facilitador del 2-AG sobre la cépula de animales sexualmente
exhaustos se bloquea con la activacion de receptores glutamatérgicos mGIuR5 en el
ATV. Estos datos nos permiten concluir que los eCN interactlan tanto con el sistema
dopaminérgico como con el sistema glutamatérgico para revertir la inhibicion sexual
caracteristica de la saciedad y que la interaccion con el sistema glutamatérgico tiene lugar
en el ATV.



Abstract

The mesocorticolimbic dopaminergic system (MDS) is composed by dopaminergic (DA)
neurons originating in the ventral tegmental area (VTA) and mainly projecting to the
nucleus accumbens (NAcc) and the prefrontal cortex. The MDS participates in the
processing of the motivational component and reinforcing properties of male rat sexual
behavior. If allowed to copulate ad libitum, a male rat will ejaculate repeatedly until
becoming sexually satiated and this will be followed by a long lasting (72h) sexual
behavior inhibitory period called sexual satiety. Copulation activates the MDS thereby
increasing NAcc DA release, while rewarding stimuli promote glutamate release in the
VTA, which stimulates the DA neurons of the MDS. Besides, repeated activation of the
MDS promotes the synthesis and release of endocannabinoids (eCN) from the somas of
the DA neurons, which also modulate the activity of the circuit by inhibiting
neurotransmitter release from GABAergic and glutamatergic terminals at the VTA. It has
been shown that low doses of antagonists for NMDA, AMPA and mGIuR5 glutamatergic
receptors reverse the sexual inhibition of sexually satiated rats. Similarly, low doses of the
eCN anandamide (AEA) and 2-arachidonylglycerol (2-AG) reverse sexual satiety and it
was shown that AEA interacts with the DA system in this effect. This work had two general
objectives: the first was to determine if 2-AG also interacts with dopamine to reverse
sexual satiety. To this aim, independent groups of sexually satiated rats (n = 8-12) were
co-administered, 24 h after satiety, with sub-effective doses of the dopamine receptor
agonist apomorphine and the eCN 2-AG or with an effective dose of 2-AG plus the
dopaminergic antagonist haloperidol, at a dose not affecting copulation. Results showed
that 2-AG interacted with dopamine to reverse sexual satiety, by synergizing with the DA
agonist to produce its effects. Besides, the DA antagonist blocked 2-AG-induced reversal
of sexual satiety. The second objective was to determine if both eCNs interacted with
glutamate to reverse sexual satiety. To this end, combinations of sub-effective doses of
AEA or 2-AG were systemically administered to independent groups of sexually satiated
rats (n = 8-10), in conjunction with sub-effective doses of the NMDA receptor antagonist,
ketamine, or the mGIuR5 receptor antagonist, MPEP, 24 h after satiety. Results showed
that in all cases, the eCNs synergized with glutamatergic antagonists to reverse sexual
satiety. To establish if this occurred at the VTA, sexually sated male rats, received
systemically an effective dose of 2-AG together with a low dose of the glutamatergic
MGIuURS5 receptor agonist, CHPG, directly into the VTA. Results showed that the facilitative
effect of 2-AG on copulation of sexually exhausted animals was blocked by the intra-VTA
glutamatergic agonist. These data allow us to conclude that eCNs interact with both the
dopaminergic and the glutamatergic systems to reverse the sexual inhibition that
characterizes sexual satiety and that the interaction with the glutamatergic system occurs
at the VTA
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1. INTRODUCCION

La saciedad sexual es un fenomeno de inhibicion de la conducta sexual masculina, de
larga duracion, en el que el sistema mesolimbico dopaminérgico (SMD) parece jugar un
papel central. La actividad del circuito mesolimbico esta regulada por aferentes
GABAérgicas y glutamatérgicas, tanto locales como de origen extrinseco. La liberacion
de acido y- aminobutirico (GABA) y glutamato (Glu) en este circuito es, a su vez,
modulada por el sistema endocannabinoide. En esta tesis se analiza la posibilidad de que
el sistema endocannabinoide interactle con los sistemas glutamatérgico y dopaminérgico
del circuito mesolimbico para la reversion de la inhibicién sexual que caracteriza a la

saciedad sexual en la rata macho.

1.1. Conducta sexual masculina.

La reproduccion es una funcidn esencial en los organismos vivos. La gran mayoria de los
organismos eucariontes se reproducen de manera sexual, lo que permite la
recombinacion del material genético de dos organismos de la misma especie y promueve
la variabilidad genética. Todos los mamiferos, incluyendo el hombre se reproducen
sexualmente, y por lo tanto presentan conducta sexual (Curtis & Barnes, 1993). Asi, la
conducta sexual es una de las expresiones conductuales mas importantes en estas

especies y constituye un aspecto central en la vida de los mamiferos.

1.1.1. Conducta sexual de la rata macho.

La conducta sexual de la rata macho estd4 genéticamente determinada, es altamente
estereotipada e implica una interaccion social entre individuos; ademas es altamente
recompensante, lo cual asegura su repeticion y contribuye a la preservacion de la especie
(Hull & Rodriguez-Manzo, 2009; Kelley & Berridge, 2002).

La expresion de la conducta sexual en la rata macho se puede dividir en dos fases: la
fase apetitiva y la fase consumatoria. En la fase apetitiva, el macho despliega conductas
pre-copulatorias, como el cortejo, que tienen como fin iniciar la busqueda de una hembra
sexualmente receptiva para iniciar la interaccion sexual con la pareja (Sachs & Meisel,
1988). En esta fase, a traves de la exploracion anogenital el macho puede evaluar la

probabilidad para el apareamiento con la hembra (Hull et al., 2002).



Tras un primer acercamiento con una hembra sexualmente receptiva, la rata macho
inicia la fase consumatoria (Sachs & Meisel, 1988). Esta fase esta constituida por la
conducta copulatoria, la cual a su vez esta conformada por tres diferentes conductas
motoras: la conducta de monta, la conducta de intromision y la conducta de eyaculacion

(Fig. 1) (Hull et al., 2002), las cuales se describen a continuacion:

Conducta de monta (M): el macho eleva su cuerpo sobre sus cuartos traseros, y monta a
la hembra colocando sus patas delanteras en sus flancos traseros, realiza una serie de
movimientos pélvicos anteroposteriores superficiales, sin insercién del pene en la vagina
de la hembra. EI macho al terminar desmonta a la hembra de forma lenta (Hull &
Rodriguez-Manzo, 2017; Beyer et al., 1981) (Fig. 1-A).

Conducta de intromision (1): el macho realiza una monta que es seguida por un
movimiento pélvico prolongado, el cuél es un indicador de la insercién del pene en la
vagina de la hembra, cuando ésta adopta la postura de lordosis (arqueamiento de la
columna vertebral). Posteriormente el macho desmonta a la hembra de manera abrupta
y en reversa, que es seguido de acicalamiento genital del macho (Hull & Rodriguez-
Manzo, 2017; Beyer et al., 1981) (Fig. 1-B)

Conducta de eyaculacion (E): consiste en una intromisién que termina con un movimiento
pélvico profundo, el cual se mantiene por varios segundos y coincide con la emision
seminal, que no es mas que la salida del semen a través del meato uretral que ocurre
gracias a los movimientos espasmaédicos de los musculos esqueléticos y estriados del
periné (incluyendo al isquiocavernoso, el bulboesponjoso y el esfinter del ano). Durante
la conducta de eyaculacién la rata macho levanta su torso y sus patas delanteras, para
posteriormente desmontar a la hembra suavemente o en ocasiones caer de lado. Al
término de esta conducta, el macho presenta acicalamiento genital de mayor duracion en
comparacion con el que se presenta después de la conducta de intromisién (Hull &
Rodriguez-Manzo, 2017; Beyer et al., 1981) (Fig. 1-C).



El patron copulatorio de la rata macho es una secuencia estereotipada de montas

e intromisiones intercaladas entre si, que culminan con la eyaculacién (Fig. 2)

Figura 1. Conductas copulatorias de la rata macho: A) conducta de monta, B) conducta de
intromisién y C) conducta de eyaculacion

Después de la eyaculacion se presenta un periodo de inactividad sexual, con una
duracion de 5-10 minutos después de una primera eyaculacion, en el que la rata macho
es refractaria a la estimulacion sexual y durante el cual presenta muy poca actividad
locomotora y se mantiene alejado de la hembra. A este periodo se le denomina intervalo
post-eyaculatorio (IPE). El IPE esta conformado por dos fases: el periodo refractario
absoluto (PRA) y el periodo refractario relativo (PRR). EL PRA abarca el 75% inicial de
la duracion total del IPE y durante éste, el macho emite vocalizaciones ultrasénicas de
22 kHz (Barfield & Geyer, 1975) y no es capaz de reiniciar la cOpula, ni siquiera si es
estimulado intensamente (Hull et al., 2002). EL PRR ocupa la parte final del IPE, que
corresponde al ultimo 25% de su duracion. Durante este periodo la aplicacién de un
estimulo doloroso (como choques eléctricos de baja intensidad) o la introduccion de una
nueva hembra receptiva pueden hacer que el macho reinicie la cépula (Hull et al., 2002).
En el PRR no estan presentes las vocalizaciones ultrasonicas (Barfield & Geyer, 1975).

Se le llama serie eyaculatoria a la serie de eventos que transcurren entre una primera
intromisién y una eyaculacion, cuando se incluye al IPE, se le ha llama serie copulatoria
(Fig. 2). Las conductas motoras que integran el patron copulatorio de la rata macho son
constantes en su frecuencia y latencia de aparicion, con lo cual, son facilmente de
identificar y cuantificar. Esto es lo que ha permitido establecer diversos parametros, los
cuales pueden clasificarse en temporales y numéricos, los cuales son utilizados para
evaluar experimentalmente la conducta sexual masculina (Sachs & Barfield, 1976;
Larsson & Ahlenius, 1999; Hull & Rodriguez-Manzo, 2009).



Parametros temporales de la copula:

Latencia de monta (LM): tiempo que pasa entre el inicio del contacto del macho con una
hembra receptiva y la aparicion de la primera monta de la serie

Latencia de intromision (LI): tiempo que transcurre entre que el macho y la hembra
receptiva entran en contacto y que se presenta la primera intromision

Latencia de eyaculacion (LE): tiempo que transcurre desde la primera intromision
realizada por el macho hasta que se presenta la eyaculacion

Intervalo post-eyaculatorio (IPE): tiempo que transcurre entre la eyaculacion y el inicio de
una nueva serie eyaculatoria, indicado por la aparicién de la primera intromision de la

siguiente serie.

Parametros numeéricos de la cépula:

Numero de montas (M): nimero de montas que se presentan antes de la eyaculaciéon
Numero de intromisiones (I): numero de intromisiones que preceden a la eyaculacion.
Numero de eyaculaciones (E): nimero de eyaculaciones que se presentan en un tiempo

de observacion determinado.
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Figura 2. Representacion esquematica del patron copulatorio de la rata macho y de
los pardmetros que se usan para evaluarla.

La medicion de la conducta sexual ha permitido identificar la existencia de
diferentes sub-poblaciones de ratas macho, en términos de su conducta sexual. Para
esta tesis, nos centraremos en los machos sexualmente expertos, un modelo de conducta
sexual Optima y que se refiere a aquellos machos que copulan desde la primera o
segunda exposicion a una hembra sexualmente receptiva y logran un patron copulatorio

estable, presentando latencias de eyaculacion menores a 15 minutos.



1.1.2. Saciedad sexual

En 1956 el fendbmeno de saciedad sexual fue descrito por primera vez, de manera
simultdnea, por Beach & Jordan y por Larsson, quienes centraron su atencion en la
capacidad copulatoria de los machos. ElI fendmeno de la saciedad sexual es definido
como el establecimiento natural de un periodo de inhibicion de la conducta sexual, de
larga duracion, que se presenta como resultado de eyaculaciones repetidas durante una
sesion de copula ad libitum (Beach & Jordan, 1956; Larsson, 1956; Rodriguez-Manzo &
Fernandez-Guasti, 1994).

Este fendbmeno de inhibicién sexual, permanece bien establecido por un periodo de
hasta 72 horas; debido a que a las 96 horas post-saciedad todos los animales son
capaces de eyacular al menos una vez y de reiniciar la cépula después de esa
eyaculacion. Sin embargo, para que los animales sexualmente exhaustos recuperen su
capacidad eyaculatoria inicial, se requieren de al menos un periodo de 15 dias de
inactividad sexual (Rodriguez-Manzo et al, 2011).

El fendmeno de saciedad sexual se ha abordado desde diversas perspectivas, con el
fin de estudiar y describir su desarrollo, mantenimiento y recuperacion, asi como la
influencia que pueden tener factores internos y externos en su establecimiento.

El paradigma experimental para el desarrollo de la saciedad sexual que
estandarizaron los doctores Rodriguez-Manzo y Ferndndez-Guasti consiste en permitir a
ratas macho sexualmente expertas copular ad libitum con una misma hembra
sexualmente receptiva. Los machos realizan un promedio de 7 series eyaculatorias
sucesivas antes de llegar a la saciedad sexual. El criterio utilizado para determinar que
un macho alcanz6 la saciedad sexual es que trascurran 90 minutos desde la ultima
eyaculacioén, sin que el macho vuelva a eyacular. Este criterio se cumple para todos las
ratas macho en un periodo de interaccion sexual de 4 horas, independientemente de la
capacidad eyaculatoria individual de cada animal. Se observé que durante las series
eyaculatorias sucesivas que tienen lugar en una sesion de copula hasta la saciedad, el
namero de montas no se modifica, el numero de intromisiones disminuye
progresivamente, la latencia de eyaculacion tiende a aumentar y el IPE incrementa su
duracion con cada eyaculacion, siguiendo un perfil exponencial (Rodriguez-Manzo &
Fernandez-Guasti, 1994). A las 24 horas post-saciedad, se encontré que la inhibicion



sexual se expresa de dos maneras distintas: 2/3 partes de la poblacion de machos
sexualmente exhaustos no presenta conducta sexual al ser expuesta a una hembra
sexualmente receptiva y la otra 1/3 parte realiza una serie eyaculatoria, después de la
cual ya no reinicia la cépula. Este comportamiento se mantiene estable hasta por 72 horas
(Fig. 3) (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994).
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A través de multiples manipulaciones farmacolégicas se ha establecido que en el
fendbmeno de saciedad sexual estan involucrados diferentes sistemas de
neurotransmision, como son los sistemas noradrenérgico y serotoninérgico (Rodriguez-
Manzo & Fernandez-Guasti, 1994), el sistema glutamatérgico (Rodriguez-Manzo, 2015),
el sistema dopaminérgico (Mas et al., 1995; Rodriguez-Manzo, 1999) el sistema opioide
endégeno (Pfaus & Gorzalka, 1987; Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1995;
Gardufo-Gutiérrez et al., 2013), el sistema endocannabinoide (Canseco-Alba &
Rodriguez-Manzo, 2014) y el sistema GABAérgico (Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba,
2017).



1.2 Circuitos cerebrales dopaminérgicos involucrados en la regulacion de la conducta
sexual masculina

La dopamina (DA) tiene un papel importante en la expresion de la conducta sexual
masculina. La sintesis de DA tiene lugar en las terminales de las neuronas
dopaminérgicas a través de dos pasos biosintéticos. En primer lugar el aminoacido
tirosina, el cual se obtiene de la dieta, es transformado en L-DOPA por accion de la
enzima tirosina hidroxilasa (TH). El segundo paso convierte la L-DOPA en DA por accion
de la L-DOPA descarboxilasa (Freund et al, 1984). La DA actua a través de dos familias
de receptores: los receptores D1-like (que incluye a los subtipos D1 y D5) y los receptores
D2-like (que incluye a los subtipos D2, D3 y D4). Mientras que la familia D1-like esta
acoplada a proteinas Gs (activando a la adenilato-ciclasa, promoviendo la produccion de
AMPc), la familia D2-like esta acoplada a proteinas Gi (inhibiendo a la adenilato-ciclasa
y la su vez la produccién de AMPc) (Missale et. al, 1998).

Debido a la importancia de la dopamina en la conducta sexual masculina, se ha
propuesto el llamado modelo de control central (Hull, 1999) que plantea la participacion
de 3 circuitos dopaminérgicos para la integracién de la conducta sexual masculina: la via
incertohipotalamica, la via nigroestriatal y la via mesolimbica (Fig. 4)

La via incertohipotaldmica se origina en la zona incerta subtalamica A14, situada entre
el fasciculo talamico y el fasciculo lenticular, y envia sus axones a diversos ndcleos
hipotalamicos como el nucleo paraventricular (PVN), el nucleo supradptico (SON) y el
area preoptica media (APOm) (Fig. 4) (Hull et al, 1999). EIl APOm tiene el papel més
importante, pues es una region involucrada en la actividad endocrina y en la regulacion
de las respuestas genitales de ereccion y eyaculacion; ademas, tiene un papel esencial
en la regulacion de la expresion de la conducta sexual masculina de todas las especies
de vertebrados (Hull & Rodriguez-Manzo, 2017).

La via nigroestriatal consiste de neuronas dopaminérgicas que se originan en la zona
compacta de la sustancia nigra (SN) y que envian sus axones a los nucleos caudado y
putamen del estriado (Fig, 4). Esta via esta involucrada en el control de los aspectos
motores y sensoriales de la copula (Hull & Rodriguez— Manzo, 2017).

En este trabajo nos centraremos en la via mesolimbica, que llamaremos sistema

mesolimbico dopaminérgico (SMD). ElI SMD estd conformado por neuronas



dopaminérgicas cuyos cuerpos neuronales estan localizados en el area tegmental ventral
(ATV)y envian sus proyecciones al nacleo accumbens (NAcc), la corteza prefrontal (CPF)
y la amigdala (AMIG) principalmente (Fig. 4). El circuito formado por las neuronas DA del
ATV y las neuronas del NAcc con las que hacen sinapsis, llamadas neuronas espinosas
medias (MSN) que son de naturaleza GABAérgica, es de vital importancia para el
procesamiento de la motivacion que producen los estimulos recompensantes, es decir,
esta via se encarga del reconocimiento de estimulos recompensantes y de iniciar las

conductas que lleven a su obtencion (Russo & Nestler, 2013).
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1.2.1 Generalidades del Sistema Mesolimbico Dopaminérgico (SMD)

El SMD esta involucrado en el procesamiento de conductas recompensantes, que son
aquéllas cuya ejecucion tiene consecuencias positivas para el organismo, con una alta
probabilidad para repetirse y convirtiendose con ello en reforzadores positivos. La
conducta de ingesta de alimento y la conducta sexual forman parte del repertorio
conductual innato de los organismos y ambas son conductas recompensantes en si
mismas, con lo que se les considera recompensas naturales que han asegurado la
sobrevivencia de las especies (Domjan, 1999; Reeve, 1999; Kerry & Berridge, 2002;
Sokolowski & Corbin, 2012).



Por otro lado, el SMD también esté involucrado en las conductas relacionadas con el
consumo de drogas de abuso, sustancias que actdan en el mismo circuito de las
recompensas naturales y lo “secuestran” causandole neuroadaptaciones de largo plazo
gue pueden derivar en conductas adictivas (Berridge & Robinson, 1998; Reeve, 1999;
Berridge, 2004; Melis et al., 2012).

El ATV esta formado de neuronas DA que reciben influencia tanto GABAérgica como
glutamatérgica de otras estructuras cerebrales (Gardner, 2002). Las proyecciones
glutamatérgicas surgen principalmente de la corteza prefrontal y del nacleo del lecho de
la estria terminal (BNST), ademas de los nudcleos glutamatérgicos/colinérgicos del nicleo
pedunculopontino y el nacleo laterodorsal tegmental (Melis et al, 2012). EI ATV también
recibe entradas glutamatérgicas del nucleo tegmental dorsal lateral (LDTg), habénula
lateral (LHb) e hipotadlamo lateral (LH) (Russo & Nestler, 2013). Por su parte, las
proyecciones inhibitorias surgen de interneuronas GABAérgicas locales en el ATV, que
hacen sinapsis con las neuronas DA (Grace & Onn, 1989; Bayer & Pickel, 1991,
Omelchenko & Sesack, 2009) y del nucleo accumbens (Marinelli et al., 2006; Sesack &
Grace, 2010; Morikawa & Paladini, 2011) (Fig. 5). Ademas existe una aferencia inhibitoria
importante proveniente del nicleo tegmental rostromedial (RMTg), también llamado cola
del ATV, el cual esta formado por neuronas GABAérgicas que tienen la funcion de ejercer

un “freno maestro” sobre las neuronas DA (Jhou et al., 2009).
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Figura 5. Esquema del sistema
mesolimbico dopaminérgico
conformado por el drea tegmental
ventral (VTA) y el ndcleo
accumbens (NAcc) (Russo &
Nestler, 2013).

Diversos estudios tanto in vivo como in vitro que han investigado las propiedades
electrofisiolégicas de las neuronas DA del SNC, incluyendo las neuronas DA del ATV,

demostraron que estas células tiene una actividad intrinseca de marcapasos (Morikawa
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& Paladini, 2011). La actividad de las neuronas DA del ATV puede presentar diferentes
estados de activacion, que estan en funcion de las propiedades intrinsecas de las
neuronas, las influencias aferentes GABAérgica y glutamatérgica y de los mensajeros
retrogrados liberados por las propias neuronas DA (Melis et al., 2012). Se ha reportado
que las interneuronas GABAérgicas del ATV ejercen una inhibicion ténica sobre las
neuronas dopaminérgicas, que es la responsable de que estas Ultimas mantengan una
liberacion tonica de DA en el NAcc (Fig. 6a) (Lobb et al, 2011). Cuando se presenta un
estimulo recompensante, se interrumpe esta influencia inhibitoria por la accion de
opioides endogenos, lo que permite que las neuronas dopaminérgicas comiencen a
liberar DA de manera fasica en el NAcc (Johnson & North, 1992; Balfour et al., 2004).
Adicionalmente se ha observado que las terminales glutamatérgicas extrinsecas al ATV,
provenientes principalmente de la CPF, liberan glutamato ante la presencia de un
estimulo recompensante, y éste actla sobre las neuronas dopaminérgicas facilitando la
liberacién fasica de DA en el NAcc (Fig. 6b) (Balfour et al., 2006; Russo & Nestler, 2013).
Por lo tanto, los diferentes tipos de liberacion de DA de las neuronas DA son el resultado
del equilibrio entre los estimulos excitatorios e inhibitorios que interactian con las

corrientes intrinsecas, tipo marcapaso, de las neuronas DA (Melis et al., 2012).
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1.2.2 El Sistema Mesolimbico Dopaminérgico y la conducta sexual masculina

La conducta sexual masculina incrementa la actividad de las neuronas dopaminérgicas
del ATV, lo cual a su vez aumenta la liberacion de DA en el NAcc. Estudios de
microdialisis revelan que este incremento ocurre tanto en respuesta a la presencia de una
hembra sexualmente receptiva detras de una barrera, como durante la interaccion sexual
con ella (Pfaus et al, 1990). Por otro lado, estudios con la proteina Fos, un marcador de
actividad neuronal, también demuestran que las neuronas dopaminérgicas del SMD se
activan durante la copula o en respuesta a la exposicion a estimulos ambientales
sexuales (Balfour et al, 2004). Por otro lado, la DA facilita la expresioén de la conducta
sexual de la rata macho, pues la administracién sistémica de agonistas dopaminérgicos
facilita la cépula (Hull & Rodriguez-Manzo, 2017).

En pacientes con la enfermedad de Parkinson se ha observado que la administracion
del precursor de la dopamina, la L-DOPA, incrementa tanto la libido como la potencia
sexual, lo cual no tiene relacién con el mejoramiento de la funcion locomotora (Jenkins &
Groh, 1970; Mones, Elizan, & Siegel, 1970; Brown, et al. 1978).

Experimentalmente, la administracidon sistémica de agonistas de receptores
dopaminérgicos facilita la cépula tanto en ratas macho sexualmente expertas
(Dominguez & Hull, 2005) como en ratas copuladoras lentas (Tagliamonte et al, 1974),
ademas de restaurar parcialmente la copula en machos castrados (Scaletta & Hull, 1990).
Hablando especificamente de las familias de receptores dopaminérgicos, los agonistas
de receptores de la familia D2-Like facilitan la copula en ratas sexualmente expertas, al
disminuir el nimero de intromisiones y la latencia de eyaculacion, aunque esto no se ha
observado en ratas sexualmente inactivas (Ferrari & Giuliani, 1995). En cambio, los
agonistas de receptores de la familia D1-Like incrementan la motivacion sexual en
machos sexualmente expertos (Beck et al, 2002). Por otro lado, la administracion
sistémica de antagonistas dopaminérgicos deteriora la conducta sexual de animales
sexualmente expertos (Ahlenius & Larssson, 1990) e inhibe aspectos relacionados con
la motivacion sexual en ratas sexualmente naive (Lépez & Ettenberg, 2001).

Durante la coépula hasta la saciedad, el SMD es activado constantemente,
presentandose un incremento de los niveles de DA en NAcc durante la copula continua

(Fiorino et al, 1997) hasta llegar a la saciedad sexual, momento en que los niveles de DA
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regresan a niveles basales. A las 24 horas post-saciedad, los niveles de DA en el NAcc
estan por debajo de los niveles basales de ratas macho sexualmente expertas (Canseco-

Alba, en preparacion) (Fig. 7).

Registro de la conducta sexual Figura 7. Porcentaje de cambio en los
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Por otro lado, también se ha demostrado que la estimulacion continua del SMD genera
cambios plasticos en el cerebro que se reflejan en cambios conductuales en los machos
sexualmente exhaustos. Estos cambios consisten principalmente en la inhibicion de larga
duracion de la conducta sexual y la aparicion de una hipersensibilidad generalizada a
farmacos (Rodriguez-Manzo, 2011).

Datos del laboratorio demostraron que en los animales sexualmente saciados, la
administracion sistémica del agonista dopaminérgico inespecifico apomorfina revierte la
saciedad sexual, al aumentar el porcentaje de animales que eyacula y reinicia la cépula
a las 24 horas post-saciedad. A través de la administracion de agonistas especificos para
ambas familias de receptores dopaminérgicos (D1-Like y D2-Like), la evidencia sugiere
gue este efecto estd mediado por receptores de la familia D1-Like (Guadarrama-Bazante
et al., 2014) (Fig. 8).
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Registro de la conducta sexual a las 24 horas post-saciedad
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Figura 8. Porcentaje de ratas macho, sexualmente saciadas, que monta e intromite, eyacula y reinicia
la copula a las 24 horas post-saciedad, después de la administracion de agonistas dopaminérgicos: A)
apomorfina, B) SKF38393 y C) quinpirole. Se observa que el agonista inespecifico apomorfina y de
receptores D1-like, SKF38393, revierten la saciedad sexual, mientras que el agonista de receptores D2-
like, quinpirole, no tiene efecto (Guadarrama-Bazante et al., 2014).

1.2.3. Glutamato, Conducta Sexual masculina y Sistema Mesolimbico Dopaminérgico.
El glutamato (Glu) es el neurotransmisor excitador por excelencia en el sistema nervioso
central (SNC) y es el responsable de la mayoria de los procesos de plasticidad sinaptica
en el cerebro (Kalivas et al., 2009). En el SNC el Glu se sintetiza por dos vias, la primera
a partir del ciclo de Krebs, a través de su precursor el acido a-cetoglutarato, por la accion
de la enzima glutamato deshidrogrenasa, y la segunda via es a partir de glutamina. Esta
es sintetizada por las células gliales y después captada por las neuronas, en donde la
enzima glutaminasa la convierte en Glu. Una vez sintetizado, el Glu se almacena en
vesiculas sindpticas y se libera por exocitosis a través de un proceso dependiente del
Ca?* (Rang et al., 2008).

El Glu actia a través de dos clases de receptores de membrana, receptores
ionotropicos y receptores metabotropicos. Los receptores glutamatérgicos ionotrépicos
son canales ionicos activados por ligando y estan formados por cuatro o cinco
subunidades protéicas. En el SNC existen 3 tipos de receptores glutamatérgicos
ionotropicos: tipo AMPA (amino-3-hidroxi-4-metil-4-isoxazolepropionato), tipo kainato y
tipo NMDA (N-metil-D-aspartato). Por su parte, los receptores metabotropicos estan
constituidos por una Unica cadena peptidica, que estd estructurada en 7 segmentos

transmembranales, con una region N-terminal extracelular y una region C-terminal
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intracelular. Los receptores metabotropicos estan acoplados a proteinas G, lo que les
permite ejercer acciones moduladoras en las células. A los receptores metabotropicos de
Glu se les conoce como mGIUR y se dividen en 3 grupos: el grupo | (subtipos mGlul y
mGlu5) acoplado a la proteina Gq, el grupo Il (subtipos mGlu2 y mGlu3) acoplado a la
proteina Gi y el grupo Il (subtipos mGlu4, mGlu6, mGlu7 y mGlu8), también acoplado a
la proteina Gi (Rang et al., 2008; Ferrada et al., 2016).

Como se menciond anteriormente, el glutamato en el SMD esta estrechamente
involucrado en los procesos motivacionales de las conductas recompensantes, pues las
terminales glutamatérgicas del ATV se activan en presencia de recompensas naturales
liberando sus neurotransmisores, lo que genera que las neuronas DA del ATV cambien
su patrén de descarga hacia una descarga en rafagas que produce la liberacion fasica
de dopamina (Balfour et al., 2006; Melis et al., 2012).

Por otro lado, la transmision glutamatérgica en el ATV se ha asociado con los cambios
neuroplasticos que tienen lugar en el SMD como resultado de su activacion por drogas
de abuso, las cuales “secuestran” al SMD provocando cambios en la actividad de las
neuronas del ATV, haciendo que ahora se encuentren en un estado de hiperexcitabilidad
(Melis et al, 2012). El desarrollo de comportamientos adictivos relacionados con el
consumo de drogas de abuso requiere de la activacion de receptores glutamatérgicos en
el ATV. Esta activacion genera diversos cambios neuroplasticos en las neuronas DA del
ATV, que estan relacionados con la modificacion de las subunidades de los receptores
AMPA y NMDA, generando cambios en los fendmenos de potenciacién a largo plazo
(LTP), lo que provoca a su vez modificaciones en la excitabilidad de las neuronas
dopaminérgicas (van Huijstee & Manvelder, 2015; Mameli et al., 2011). En lo que respecta
al receptor mGIuR5, se ha demostrado que su activacion regula directamente la actividad
de las neuronas DA, al través de modular positivamente al receptor NMDA y AMPA,
induciendo la liberacién de DA, ademas se ha postulado que es un receptor presinaptico
que tambipen puede modular positivamente las terminales glutamatérgicas para la
liberacién de sus neurotransmisores en el ATV (Ferrada et al, 2016).

El Glu esta involucrado en la regulacién de la conducta sexual. Sin embargo, la
mayoria de estos estudios se ha centrado en areas del cerebro que no incluyen al SMD,

especialmente en el APOm, una region cerebral importante para los aspectos apetitivos
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y consumatorios de la conducta sexual masculina. Se ha demostrado que en el APOm
los niveles de Glu aumentan durante la cépula, alcanzando un pico maximo durante la
eyaculacion, que va decayendo durante el IPE (Fig. 9) (Dominguez et al, 2006). Ademas,
la administracion de agonistas glutamatérgicos del receptor NMDA? directamente en el
APOm, facilita la conducta sexual de ratas macho sexualmente expertas, mientras que
los antagonistas de estos receptores glutamatérgicos la afectan negativamente (Will et
al., 2014). En lo que respecta al SMD, se ha reportado que las terminales glutamatérgicas

de la CPF liberan neurontransmisor en el ATV durante la copula (Balfour et al., 2006).

Registro de la conducta sexual
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En el laboratorio se investigd el papel que juega el glutamato en el fenbmeno de
saciedad sexual. Los datos obtenidos muestran que el bloqueo de receptores
glutamatérgicos tipo NMDA, AMPA y mGIuR5, con los antagonistas especificos ketamina,
CNQX y MPEP, respectivamente, revierte la saciedad sexual (Fig. 10) (Rodriguez-
Manzo, 2015).
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Figura 10. Porcentaje de ratas macho, sexualmente exhaustas, que son capaces de reiniciar la cépula
después de haber eyaculado a las 24 horas post-saciedad, en respuesta a la administracién de los
antagonistas glutamatérgicos ketamina (antagonista de receptores NMDA), CNQX (antagonista de
receptores AMPA) y MPEP (antagonista de receptores mGIuR5) (Rodriguez-Manzo, 2015).

15



1.3. Sistema Endocannabinoide (eCN).

Tras el descubrimiento de los componentes psicoactivos de la planta Cannabis sativa,
los cannabinoides, los investigadores comenzaron a estudiar como ejercian sus acciones
dentro del organismo. Debido a la naturaleza altamente liposoluble de los cannabinoides,
se penso inicialmente que sus efectos ocurrian a través de mecanismos no especificos
asociados a cambios en la fluidez de las membranas. Sin embargo, la alta especificidad
de las acciones de los cannabinoides sugirid la posibilidad de mecanismos mas
especificos, mediados por receptores. Las investigaciones que surgieron dieron paso al

descubrimiento del sistema endocannabinoide (Mechoulam, 1986; Ameri, 1999).

1.3.1. Generalidades del Sistema Endocannabinoide.

El sistema endocannabinoide esta constituido por los receptores a cannabinoides, los
endocannabinoides (eCN) y la maquinaria enzimatica para su biosintesis y degradacion
(Di Marzo et al., 1998). El papel fisiologico de este sistema aun esté siendo investigado,
pero se le ha implicado en una amplia variedad de funciones como el control emocional,
el desarrollo neuronal, funciones cognitivas, la regulacion de la motivacién, entre otras
(Mechoulam & Parker, 2013).

Receptores a cannabinoides.

A principios de la década de 1980 se descubrié el primer receptor a cannabinoides, el
receptor CB1 y en 1993 se descubri6 un segundo tipo, el receptor CB2. Ambos
receptores, CB1 y CB2, pertenecen a la super familia de receptores de siete dominios
transmembranales, acoplados a proteinas G (GPCR’s) (Di Marzo, 1998).

El receptor CB1 estd acoplado a una proteina Gi y su activacion produce una
disminucién de los niveles de AMPc, afectando la capacidad de fosforilacion de la
proteina cinasa A (PKA); del mismo modo, la proteina Gi inhibe los canales de calcio
dependientes de voltaje tipo N y P/Q y aumenta la conductancia de los canales de K*
(Howlett, 1998). También estimula la via de las MAP cinasas, una serina treonina cinasa
gue es capaz de traslocarse al nucleo para regular la transcripcion de genes. Esta via

esta involucrada en la plasticidad sinaptica (Fig. 11) (Wilson & Nicoll, 2002).
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Figura 11. Mecanismos de transduccién
del receptor CB1 en la neurona pre-
sinaptica (Ameri, 1999).
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El receptor CB1, a pesar de estar presente en numerosos 0rganos periféricos en
cantidades muy bajas (Howllett et al. 2002), es un receptor que se encuentra distribuido
principalmente en el SNC, con una mayor densidad en los ganglios basales (sustancia
nigra, globo palido, nucleo entopeduncular y caudado-putamen lateral), ciertas regiones
del hipocampo (regién CA3) y en el cerebelo. Por otro lado, se encuentra distribuido en
cantidades moderadas en las capas | y Il de la corteza y en areas limbicas, como el ATV,
el NAcc y la amigdala (Herkenham et al. 1990; Howllett et al. 2002).

El receptor CB2 también esta acoplado a una proteina Gi, por lo que su activacion
disminuye los niveles de AMPc y también activa la via de las MAPK (Bouaboula et al.,
1996), pero a diferencia del receptor CB1, no altera la actividad de canales i6nicos (Felder
et al, 1995). Originalmente se consideraba que los receptores CB2 estaban presentes
sélo en la periferia, en las células del sistema inmune, en donde alcanzan densidades
importantes (Roche & Finn. 2010; Parcher y Mechoulam, 2011); sin embargo, ahora
también se han identificado en la microglia de algunas regiones del SNC (van Sickle et
al. 2005; Ashton et al. 2006; Onaivi et al. 2008).

Los endocannabinoides (eCN)

Por su parte, los eCN son compuestos de naturaleza lipidica, derivados de los fosfolipidos
de la membrana, especificamente del acido araquidonico. A diferencia de los
neurotransmisores clasicos, los eCN no se almacenan en vesiculas, sino que son
sintetizados “a demanda”, por un proceso dependiente de Ca*? (Wilson & Nicoll, 2002).
Es decir, que estimulos especificos como la activacion repetida de una via y el aumento

en los niveles intracelulares de Ca*?, inician su sintesis y liberacion (Alger, 2002).
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Los dos eCN mejor caracterizados son la anandamida (N-araquidoniletanolamida,
AEA) y el 2- araquidonilglicerol (2-AG) (Fig. 12). Aunque son similares en estructura y
funcién, son muy diferentes en términos de etapas bioquimicas, afinidad a receptores y
vias de degradacion (Luchicchi & Pistis, 2012).

|c T )H C/’O ont
T T \N/\/( T T \0_<:
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Araquidonoiletanolamida o Anandamida (AEA) 2-araquidonil glicerol (2-AG)

Figura 12. Estructura quimica de los dos principales endocannabinoides: anandamida y 2-AG
(Mechoulam &Parker. 2012).

Anandamida (AEA).

La AEA fue el primer ligando enddgeno identificado para el receptor de CB1 (Devane et
al. 1992) y actua sobre él como agonista parcial (Mackie et al., 1993; Mechoulam & Fride,
1995). También se ha identificado efectos de la AEA sobre el receptor CB2, receptores
vanilloides (TRPV1) y receptores nucleares (por ejemplo, PPARS) (Luchicchi & Pistis,
2012). La entrada de Ca*? a la célula post-sinaptica es la sefial que inicia la sintesis de
AEA, lo cual puede ocurrir a través de distintas vias.

La primera de ellas resulta de la union directa de &cido araquiddnico y etanolamida.
Ambas moléculas pueden obtenerse a partir de la ruptura de fosfolipidos de membrana,
por accion de las fosfolipasas A2 y D, respectivamente (Vinod & Hungund, 2005).

Otra ruta de sintesis de AEA involucra a la enzima N-acil-transferasa (NAT), la cual
transfiere una molécula de acido araquidénico (AA) a una molécula de
fosfatidiletanolamina para formar N-araquidonilfosfatidiletanolamina (NAPE). A partir de
este punto se puede formar AEA por la accion de diferentes enzimas (Fig. 13), por
ejemplo: a) se sintetiza AEA a partir de la hidrélisis de la NAPE por accién de una
fosfolipasa D especifica (NAPE-PLD); b) a partir de una fosfolipasa C (PLC) la NAPE es
fosforilada para formar pAEA y ésta a su vez, por accion de la PTPN22 es convertida en
AEA,; c) a partir de la fosfolipasa A (PLA2) se sintetiza Lyso-NAPE, la cual es convertida
en AEA por la accion de una fosfolipasa D especifica (LysoPLD); d) ABHD4 hidroliza

NAPE a Lyso-NAPE y esta misma enzima ahora produce GP-AEA; por ultimo, e) la accion
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de una glicerolfosfodiesterasa (GDE1) produce AEA (Di Marzo et al., 1994; Lui et al.,
2006; Luchicchi & Pistis, 2012).

La AEA es removida rapidamente de la hendidura sinaptica por un transportador
especifico, de alta afinidad, denominado FLAT, que es una variante de la enzima FAAH1
(Fu et al., 2012). Tras ser introducida en la neurona post-sinéptica, la AEA se hidroliza
por accién de la enzima amidohidrolasa de &cidos grasos (FAAH), produciendo &cido
araquidonico y etanolamida (Fig. 13) (Mechoulam & Parker, 2013). En menor medida la
AEA también puede ser degradada por otras enzimas como NAAA, LOX, COX-2 y el
citocromo P450 (Luchicchi & Pistis, 2012).
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Fig 13. Esquematizacién de las diferentes vias de sintesis y catabolismo de AEA
(Luchicchi & Pistis, 2012).

2-Araquidonilglicerol (2-AG).

En 1995 Mechoulam y col. encontraron un segundo eCN en el intestino de perros
(Mechoulam et al, 1995), el 2-AG, y méas tarde Kodo y col. lo identificaron en el cerebro
de rata (Kodo et al, 1998). El 2-AG es una clase unica de monoacilglicerol que actua
como un agonista completo en ambos receptores a cannabinoides (CB1 y CB2) (Sugiura
et. al., 2006). El 2-AG se ha asociado a procesos de neuroplasticidad y se ha identificado

en el cerebro en mayores cantidades que otros eCN (Luchicchi & Pistis, 2012).
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La biosintesis de 2-AG, al igual que la AEA, inicia por una entrada masiva de Ca*? a
la célula post-sinaptica, la cual es la sefal de sintesis del eCN. El 2-AG se puede
sintetizar a través de dos vias. La primera involucra fosfolipidos de membrana como el
fosfatidilinositol (PI), que es hidrolizado por la fosfolipasa C (PLC) para formar
diacilglicerol, que a su vez es hidrolizado por la diacilglicerol lipasa (DAG-L) en su
isoforma a 6 B para formar 2-AG (Prescott & Majerus, 1983). La segunda via involucra la
hidrolisis de Pl a través de la fosfolipasa A1 (PLA1L), que forma lisofosfatidilinositol (Lyso
PI1), que es hidrolizado por una fosfolipasa C para formar 2-AG (Fig. 14) (Ueda et al.,
1993; Tsutsumi et al., 1994, Luchicchi & Pistis, 2012.).

El 2-AG es retirado de la hendidura sinaptica, aparentemente por el transportador
FLAT (Marsicano & Chaouloff, 2012) y dentro de la célula post-sinaptica es degradado
principalmente por la monoacilglicerol lipasa (MGL), produciendo acido araquidonico y
glicerol (Gaetani et al., 2009). Sin embargo, el 2-AG también puede ser degradado en
menor medida por otras enzimas como la FAAH, la ABHD12 y la ABHD56, los cuales

también forman acido araquidénico y glicerol (Fig. 14) (Luchicchi & Pistis, 2012).
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Fig 14. Esquematizacion de las diferentes vias de sintesis y catabolismo de 2-AG
(Luchicchi & Pistis, 2012).
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Los eCN son neurotransmisores retrogrados; este término se refiere a la liberacion de
un mensajero difusible (en este caso el eCN) de una célula post-singptica (que
usualmente recibe una sefal) para actuar sobre receptores (CB1l en este caso)
localizados en la célula pre-sinaptica (Alger, 2002). La principal consecuencia de la
sefializacion retrograda de los eCN es la inhibicibn de la liberacion de otros
neurotransmisores (Fig. 9) (Di Marzo et al., 1998).

Este tipo de sefializacién le permite al sistema eCN patrticipar en la regulacion de
multiples procesos fisiologicos, tanto en el SNC como en los sistemas inmune y
cardiovascular. En el SNC patrticipa en diversos procesos como la regulacion de la ingesta
de alimentos, en la actividad motora, el aprendizaje, la memoria, el control de la

temperatura corporal, entre otros (Fride, 2002).

1.3.2. El sistema endocannabinoide y la conducta sexual masculina.

El sistema eCN es importante para la modulacion de las respuestas derivadas de
recompensas naturales en el SMD (Ameri, 1999; van der Selt & Di-Marzo, 2003), como
la ingesta de alimentos, pues se activa transitoriamente ante la exposicion a alimentos
palatables (Di Marzo & Matias, 2005).

Los primeros estudios relacionados con la conducta sexual de la rata macho
establecieron que tanto los cannabinoides como los eCN tenian efectos inhibitorios sobre
la copula (Martinez-Gonzélez et al., 2004; Murphy et al., 1994; Gorzalka et al., 2008),
mientras que el antagonista del receptor CB1, el AM251, la facilitaba (Gorzalka et al.,
2008). Sin embargo, datos recientes de nuestro laboratorio demostraron que la AEA tiene
mas bien efectos bifasicos, dependientes de la dosis, sobre la conducta sexual de
machos sexualmente expertos y sexualmente saciados. En ratas sexualmente expertas,
la AEA, administrada por via sistémica, a dosis altas (3 mg/kg o mayores) inhibe la
conducta sexual como se habia reportado, pero dosis menores (0.03-1 mg/kg) la facilitan
(Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2014). En ratas sexualmente saciadas, a las que se
les administro AEA sistémicamente, se demostré que dosis bajas (0.1 - 0.3 mg/kg)

revierten la saciedad sexual (Fig.15) (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2014).
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Para demostrar que este efecto facilitador de la AEA ocurria en el ATV, estudios

posteriores en el laboratorio demostraron que la administracion directa de AEA sobre el

ATV también tiene efectos bifasicos similares en comparacion cuando a se administra

sistémicamente, por lo tanto dosis bajas de AEA administradas intra-ATV revierten la

saciedad sexual de machos exhaustos (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2016).
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Por otro lado, se demostrd que el blogqueo de receptores CB1 durante la copula hasta
la saciedad interfiere con el establecimiento de la inhibicion sexual a las 24 horas post-
saciedad, con lo que se demostré que los eCN participan en el establecimiento de este

fenédmeno inhibitorio (Fig. 17) (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2014).

a Establecimi de la saciedad b Saciedad ya blecida (Registro de conducta a las 24 hrs) Figura 17 Papel de |0$ eCN en el
1o, E hastalasaciedad . Ml § i establecimiento de la saciedad sexual. A
of . . . ratas sexualmente expertas se les

HE N\ . ™ administré el antagonista a receptores CB1
§ ® geo AM251 antes de la cépula hasta la saciedad,
’ 5 " lo que redujo el tiempo y el nimero de
eyaculaciones requeridas para alcanzar la
o D i saciedad (a) y a las 24 horas post saciedad
8™ 0 se observd que los animales no estaban
é | [ Vet sexualmente inhibidos (b) (Canseco-Alba &
= Am251 Rodriguez-Manzo, 2014).

Pre-tratamiento

En nuestro laboratorio también se ha investigado el papel del 2-AG en la saciedad
sexual. Datos recientes muestran que este eCN se comporta de manera similar a la AEA
en ratas saciadas, pues tiene efectos bifasicos, dependientes de la dosis, revirtiendo la
saciedad a dosis bajas (0.1 — 1mg/kg), efecto que se pierde a dosis mayores. (Fig. 18)

(Datos del laboratorio atin no publicados).
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1.4. El Sistema Endocannabinoide y el Sistema Mesolimbico Dopaminérgico.

Los receptores CB1 estan ampliamente distribuidos en el SNC. Estudios
neuroanatomicos han mostrado que en el circuito de la recompensa hay receptores CB1
y eCN, concretamente en el ATV, el NAcc y la amigdala (Herkeman et al, 1990). En el
ATV los receptores CB1 se expresan en las terminales axoOnicas de neuronas
GABAérgicas extrinsecas y de interneuronas GABAEérgicas, asi como en las terminales
de neuronas glutamatérgicas tanto intrinsecas como extrinsecas, que hacen sinapsis con
las neuronas dopaminérgicas (Fitzgerald et al., 2012; Freund, 2003). Los eCN son
sintetizados y liberados de los somas de las neuronas dopaminérgicas del ATV y actdan
de forma retrégrada en las terminales glutamatérgicas y GABAérgicas, inhibiendo la
liberacion de sus neurotransmisores y con ello, modulando la liberacién de DA en el NAcc
(Riegel & Lupica, 2004). Con ello se ha propuesto que los eCN que actiuan en el SMD
juegan un papel importante en la modulacién de los procesos motivacionales y
recompensantes de los individuos (Gardner, 2005).

En el NAcc los receptores CB1 se encuentran expresados en las terminales de
interneuronas GABAérgicas y de neuronas glutamatérgicas extrinsecas que hacen
sinapsis con las neuronas espinosas medias (MSN), que son de naturaleza GABAérgica.
Las propias MSN contienen receptores CB1 en sus terminales sinpticas, algunas de las
cuales proyectan de regreso hacia el ATV. Por ultimo, encontramos receptores CB1 en
las terminales dopaminérgicas que hacen sinapsis con las MSN del NAcc (Gardner,
2005). En el NAcc son las MSN las que sintetizan y liberan los eCN que regulan la via
GABAérgica que proyecta del NAcc al ATV vy las vias de salida del NAcc hacia otras
regiones cerebrales (Lupica et al., 2004).

Por otro lado, se ha establecido que la AEA interactia con el sistema dopaminérgico
para revertir la saciedad sexual, pues dicha reversion puede ser blogueada por el
antagonista inespecifico de receptores dopaminérgicos haloperidol, mientras que dosis
sub-efectivas de AEA y del agonista inespecifico de receptores dopaminérgicos
apomorfina sinergizan sus efectos para revertir la saciedad sexual (Fig. 19) (Canseco-

Alba et al, en preparacién)
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Registro de la conducta sexual a las 24 horas post-saciedad
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Figura 19. Interaccién de la AEA con el sistema dopaminérgico a través de 2 protocolos:

a) El bloqueo de la reversion de la saciedad producida por AEA con el antagonista DA inespecifico
haloperidol

b) El sinergismo de dosis subefectivas de AEA y el agonista inespecifico DA apomorfina para revertir la
saciedad sexual (Canseco-Alba et al, en preparacion).

2. Planteamiento del problema

La conducta sexual es una conducta recompensante y en su modulacion participa el
SMD. Durante la cépula hasta la saciedad, el SMD es activado constantemente,
induciendo cambios plasticos que se expresan como una inhibicion sexual de larga
duracion, una hipersensibilidad generalizada a farmacos, asi como alteraciones en otras
respuestas fisioldgicas. El sistema eCN regula la actividad del SMD a través de modular
la liberacion de GABA y glutamato en el ATV y el NAcc.

Se ha demostrado que dosis bajas de los eCN AEA y 2-AG revierten la inhibicion
sexual caracteristica de ratas sexualmente exhaustas y que la AEA interactia con la DA
para producir este efecto, sin embargo no se sabe si el 2-AG también interactia con el
sistema DA para revertir la saciedad sexual. Por otro lado, la administracion intra-ATV de
AEA también revierte la saciedad sexual (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2016). Si
bien se sabe que las terminales glutamatérgicas del ATV contienen receptores CB1, aun
no se conoce si los eCN interactian con la transmision glutamatérgica en esta area

cerebral para revertir la saciedad sexual.
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3. Hipotesis

1. El 2-AG interactuara con la transmision dopaminérgica para revertir la saciedad
sexual.

2. La transmision glutamatérgica participara en la reversion de la saciedad sexual
producida por los eCNs 2-AG y AEA.

3. La activaciéon de receptores glutamatérgicos mGIuR5 del ATV en machos
sexualmente exhaustos, bloqueara la reversion de la saciedad sexual inducida por el

endocannabinoide 2-AG.

4. Objetivos

Objetivos generales
1. Determinar si el 2-AG interactla con la dopamina para revertir la saciedad sexual.
2. Establecer si el sistema glutamatérgico participa en los efectos del 2-AG y la AEA

para revertir la saciedad sexual y si esa interaccion ocurre en el ATV.

Obijetivos especificos

1. Determinar si la administracion de dosis sub-efectivas de 2-AG y apomorfina
sinergizan para revertir la saciedad sexual.

2. Determinar si la reversion de la saciedad producida por 2-AG es blogueada por el
antagonista dopaminérgico inespecifico haloperidol.

3. Establecer si dosis sub-efectivas de 2-AG 6 AEA actian en conjunto con dosis sub-
efectivas de ketamina, un antagonista de receptores NMDA, para revertir la
saciedad sexual.

4. Establecer si dosis sub-efectivas de 2-AG 0 AEA interactian con dosis sub-
efectivas del antagonista de receptores mGIuR5 MPEP para revertir la saciedad
sexual de ratas macho.

5. Establecer si la administracion sistémica de dosis sub-efectivas de 2-AG 6 AEA
interactian con dosis sub-efectivas del antagonista de receptores AMPA CNQX

para revertir la saciedad sexual
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6. Estudiar sila reversion de la saciedad sexual producida por 2-AG puede bloquearse
con la administracién intra-ATV del agonista de los receptores glutamatérgicos
MGIuUR5, el CHPG.

5. Materiales y métodos

5.1. Animales.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 250 - 300 g, como sujetos
de experimentacion. Las ratas fueron alojadas en grupos de 8, en cajas de acrilico y en
una habitacion con temperatura (23-25°C) y humedad (50-60%) controladas, con un ciclo
luz/oscuridad invertido (12 h/12 h, la luz se enciende a las 10 AM). Los animales tuvieron
libre acceso a agua y alimento.

Se usaron ratas hembras sexualmente receptivas, las cuales sirvieron como estimulo
para las pruebas conductuales. La receptividad sexual se les indujo por la administracion
secuencial, por via subcutanea, de benzoato de estradiol (14 pg/rata) seguida 19 horas
mas tarde de la administracién de progesterona (6 mg/rata). Las hembras estuvieron

sexualmente receptivas 4 horas después de la administracion de progesterona.

5.2. Registro de la conducta sexual.

Las pruebas de conducta sexual se realizaron durante la fase oscura del ciclo, en un
cuarto iluminado con luz roja. Las ratas macho se introdujeron en un cilindro de acrilico,
y se les permitié un periodo de adaptacion de 5 minutos antes de introducir a la hembra
receptiva y registrar la conducta sexual.

Los machos fueron sometidos a 5 pruebas independientes de conducta sexual antes
de los experimentos y se seleccionaron aquéllos que presentaron latencias de
eyaculacion menores a 15 minutos en al menos 3 de las pruebas, que es el criterio
utilizado para considerarlos sexualmente expertos.

En las pruebas de conducta sexual se determiné el porcentaje de ratas sexualmente
exhaustas que presenté las conductas de monta (M), de intromision (I), de eyaculacion
(E), y que reinicio la copula después de la eyaculacion (RC). En aquellos animales que

eyacularon se determinaron los siguientes parametros especificos de la cépula: latencia
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de intromision (LI), latencia de eyaculacion (LE), nimero de montas (M) y namero de
intromisiones (1) que preceden a la eyaculacion, duracién del intervalo post-eyaculatorio

(IPE) y el nimero de eyaculaciones presentadas en el tiempo de observacion.

5.3. Paradigma de Saciedad sexual.

A ratas macho sexualmente expertas se les permitié copular ad libitum con una misma
hembra receptiva durante 4 horas, periodo que es suficiente para que todos los sujetos
alcancen el criterio de saciedad sexual. Este criterio establece que un animal esta
sexualmente saciado cuando transcurren 90 minutos desde su ultima eyaculacion sin que
vuelva a eyacular (Rodriguez-Manzo & Ferndndez-Guasti, 1994). Los tratamientos
farmacoldgicos se administraron a las 24 horas post-saciedad y posteriormente se
registrd la conducta sexual. El registro se dio por terminado cuando los animales
realizaron 2 series copulatorias o transcurrieron 30 minutos a) sin que el animal
presentara conducta sexual, b) desde la intromisién sin que el macho eyaculara 6 c)

después de una eyaculacion sin que reiniciara la cépula.

5.4. Prueba de conducta ambulatoria espontanea.

Se registré la conducta ambulatoria espontanea de ratas macho después de las pruebas
de conducta sexual, con el objeto de descartar la presencia de alteraciones motrices
provocadas por los distintos tratamientos farmacol6gicos que pudieran haber interferido
con la ejecucion de la conducta sexual. En esta prueba, los animales se colocaron
individualmente en una caja de acrilico, cuya base esta dividida en 12 cuadrantes. Se
contabilizé el nimero de veces que los animales pasaron de un cuadrante a otro durante
5 minutos, entre cada prueba la caja se limpié con una solucién para eliminar los rastros

de olor de la prueba anterior.
5.5. Farmacos

La siguiente tabla detalla los farmacos que se utilizaron para este trabajo, los vehiculos

en los que se disolvieron y la via de administracion.
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Farmaco Vehiculo Via de administracion
Benzoato de estradiol Aceite de maiz subcutédnea
Progesterona Aceite de maiz subcutanea
2-Araquidonoilglicerol Mezcla de agua destilada, alcohol y | intra-peritoneal
(2-AG) Tween 80

Anandamida Mezcla de agua destilada, alcohol y | intra-peritoneal
(AEA) Tween 80

Apomorfina Agua destilada intra-peritoneal
Haloperidol Acido ascérbico al 1% y agua destilada intra-peritoneal
Ketamina Agua destilada intra-peritoneal
MPEP Solucién salina intra-peritoneal
CNQX Solucién salina intra-peritoneal
CHPG Solucién salina intra-ATV

5.6. Cirugia estereotaxica y administracion intra-ATV

Para la administracion intracerebral de tratamientos se implanté bilateralmente a ratas
sexualmente expertas con canulas guia, dirigidas al ATV. Para ello, las ratas se
anestesiaron con una mezcla de ketamina (90 mg/kg, i.p.) y xilazina (10 mg/kg, i.p.). El
animal anestesiado se mont6 en un aparato estereotaxico (Marca Stoelting), se realizd
una incision en la piel de la cabeza para exponer el craneo y, con ayuda de una atlas del
cerebro de la rata (Paxinos & Watson, 2009), se identificaron las coordenadas
correspondientes a la ubicacion del ATV (AP: -5.2 mm desde bregma, L: £ 1.0 mm).
Posteriormente se realizaron dos trépanos, de manera bilateral, para implantar las
canulas guia (1 cm de longitud). Después de la cirugia los animales tuvieron un periodo
de recuperacion de una semana.

Las ratas macho sexualmente expertas ya implantadas se sometieron a una sesién
de coOpula hasta la saciedad y 24 horas después se les administré el tratamiento intra-
ATV, por medio de canulas de inyeccidn, conectadas a través de un catéter a jeringas
Hamilton. Con la ayuda de una bomba de infusion (Marca Braintree Scientific Inc.) se
infundieron los farmacos en un volumen de 0.5 pl/canula/3min. Al finalizar la
administracion se dej6 la canula de inyeccion un minuto mas para permitir la difusion total

del farmaco. Inmediatamente después se registrd la conducta sexual.
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5.7. Verificacion del sitio de implantacién

Después de finalizados los registros de conducta sexual y actividad ambulatoria se
anestesio profundamente a los animales con pentobarbital soédico (40 mg/kg, i.p.), se
realizd una perfusion intracardiaca con 250 ml de una solucién de cloruro de sodio (NaCl)
al 0.9%, seguido de 250 ml de formaldehido al 10%. A continuacidén se extrajeron los
cerebros de los animales, se colocaron en una solucion de formaldehido y se
almacenaron a temperatura ambiente para su uso posterior.

Cada cerebro se mont6 en un criostato para realizar cortes coronales de 60 um de
grosor y asi localizar las rebanadas que contenian al ATV, mismas que se montaron en
un portaobjetos y, con ayuda de un escaner, se obtuvieron imagenes de los cortes en
donde se verifico la ubicacion correcta de las canulas en el sitio de interés, en este caso
en el ATV.

5.8. Disefio Experimental.

Se utilizaron grupos independientes de ratas macho sexualmente expertas que fueron
sometidas al paradigma de saciedad y a las 24 horas post-saciedad se evaluo el efecto
de los distintos tratamientos farmacoldgicos sobre la conducta sexual. A continuacion se
detallara el disefio experimental utilizado para el cumplimiento de los distintos objetivos

especificos.

Objetivos especificos 1y 2. Determinar si la administracion de dosis sub-efectivas de
2-AG y apomorfina sinergizan para revertir la saciedad sexual y si la reversion de la
saciedad producida por 2-AG es bloqueada por el antagonista dopaminérgico

inespecifico haloperidol.

Se utilizaron grupos independientes de ratas macho sexualmente saciadas (n=8-12),
a las cuales se les administraron, a las 24 horas post-saciedad: a) una dosis sub-efectiva
del eCN 2-AG (0.03 mg/kg) junto con una dosis sub-efectiva de apomorfina (10 pg/kg),
b) la combinacién de vehiculos o c) una dosis de 2-AG que revierte la saciedad sexual
(0.3 mg/kg) junto con una dosis de haloperidol que no tiene efecto sobre la copula (125
Hg/kg) y d) la combinacion de vehiculos (ver diagramas 1y 2).
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Diagrama 1

Ratas macho sexualmente saciadas
(n=28)

2-AG (0.03 mg/kg) + 2-AG veh. +
apomorfina (10 pg/kg)
i. p. i. p.

Diagrama 2

Ratas macho sexualmente saciadas
(n=8-12)

apomorfina veh.

2-AG (0.3 mg/kg) + 2-AG veh. +
haloperidol (125 pg/kg) haloperidol veh.
i. p. i. p.

Registro de la conducta sexual (una
serie copulatoria 0 30 min sin
actividad sexual)

Registro de la actividad ambulatoria
espontanea

Objetivos especificos 3 - 5. Establecer si dosis sub-efectivas de 2-AG 6 AEA actlan en
conjunto con dosis sub-efectivas de ketamina, un antagonista de receptores NMDA del

antagonista de receptores mGIuR5, MPEP, o del antagonista de receptores AMPA CNQX

para revertir la saciedad sexual.

Registro de la conducta sexual (una
serie copulatoria 0 30 min sin
actividad sexual)

Registro de la actividad ambulatoria
espontanea

Previo a la realizacion de estos experimentos y tomando como base el articulo de

Rodriguez-Manzo (2015), se realizaron curvas dosis respuesta de los antagonistas

glutamatérgicos ketamina y CNQX (Ver figura 10) para identificar aquellas dosis que por

si solas no revirtieran la saciedad sexual (dosis sub-efectivas), pues en ese trabajo aun

no se identificaban tales dosis. Para ello se ocuparon machos sexualmente saciados y a

las 24 horas post-saciedad se les administraron diferentes dosis de cada farmaco y

posteriormente se evalu6 su conducta sexual (ver diagrama 3).
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Diagrama 3

Ratas macho sexualmente saciadas
(n=28)

ketamina
(0.1- 3.0 pg/kg)
i. p.

CNQX

(0.01 — 0.3 pg/kg)

i. p.

- |

Registro de la conducta sexual (una
serie copulatoria 0 30 min sin
actividad sexual)

Registro de la actividad ambulatoria
espontanea

Se utilizaron grupos independientes de ratas macho sexualmente saciadas (n= 8), a

los cuales se les co-administrd, a las 24 horas post-saciedad, una dosis sub-efectiva de
los eCN 2-AG (0.03 mg/kg) o de AEA (0.03 mg/kg), junto con una dosis sub-efectiva del

antagonista glutamatérgico NMDA ketamina (0.1 pg/kg) o del antagonista glutamatérgico
mGIuR5 MPEP (0.01 mg/kg) (ver diagramas 4 y 5).

Diagrama 4

Ratas macho sexualmente saciadas
(n=28)

2-AG (0.03 mg/kg)
ketamina (0.1 pg/kg)
i. p.

AEA (0.03 mg/kg)
ketamina (0.1 pg/kg)
i. p.

Registro de la conducta sexual (una
serie copulatoria 0 30 min sin
actividad sexual)

Registro de la actividad ambulatoria
espontanea

Diagrama 5

Ratas macho sexualmente saciadas
(n=28)

2-AG (0.03 mg/kg)
MPEP (0.01 mg/kg)
i. p.

AEA (0.03 mg/kg)
MPEP (0.01 mg/kg)
i. p.

Registro de la conducta sexual (una
serie copulatoria o 30 min sin
actividad sexual)

Registro de la actividad ambulatoria
espontanea
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Objetivo especifico 6. Establecer si la reversion de la saciedad sexual producida por 2-
AG puede bloquearse con la administracion intra-ATV del agonista de los receptores

glutamatérgicos mGIuRb5, el CHPG

Primeramente se realiz6 una curva dosis-respuesta de los efectos del agonista
glutamatérgico CHPG administrado por via intra-ATV para identificar una dosis que no
tuviera efecto sobre la copula de animales sexualmente saciados. Para ello se ocuparon
grupos independientes de machos sexualmente expertos, implantados con canulas
bilaterales en el ATV que se sometieron al paradigma de saciedad sexual. A las 24 horas
post-saciedad se les administraron diferentes concentraciones de CHPG (30-3000 nM) e

inmediatamente después se evalué su conducta sexual (ver diagrama 6).

Diagrama 6

Ratas macho sexualmente saciadas con
canulas bilaterales dirigidas al ATV
(n=8)

CHPG
(30 — 3000 nM)
intra-ATV

Registro de la conducta sexual (una
serie copulatoria 0 30 min sin
actividad sexual)
|

Registro de la actividad ambulatoria espontanea
Obtencion de cerebros y verificacion del sitio de implantacién

Ademas, a un grupo de ratas macho sexualmente saciadas, implantadas
bilateralmente con canulas dirigidas al ATV (n= 8) se le administrd a las 24 horas post-
saciedad por via intra-peritoneal una dosis efectiva de 2-AG (0.3 mg/kg) inmediatamente
antes de la infusion intra-ATV de un concentracion de 30 nM de CHPG (ver diagrama 7).
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Diagrama 7

Ratas macho sexualmente saciadas con
canulas bilaterales dirigidasal ATV
(n=8)

2-AG (0.3 mg/kg) i.p. +
CHPG (30 nM) intra-ATV

Registro de la conducta sexual (una
serie copulatoria 0 30 min sin
actividad sexual)

Registro de la actividad ambulatoria espontanea
Obtencién de cerebros y verificacion del sitio de implantacién

5.9. Analisis estadistico.

Se utilizé la prueba estadistica F de Fisher para analizar las diferencias en los porcentajes
de animales que presentaron las diferentes respuestas sexuales. Las comparaciones de
los parametros especificos de la cépula se realizaron por medio de un ANOVA de
Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s o por medio de la U de Mann-Whitney cuando las
comparaciones eran pareadas. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas con una p<0.05.
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6. Resultados.

6.1. Interaccion de 2-AG con el sistema dopaminérgico.

En la figura 20 se muestra el efecto de la co-administracion de apomorfina (10 pg/kg) y
de 2-AG (0.03 mg/kg) sobre los porcentajes de ratas sexualmente exhaustas que
muestran las conductas de monta, de intromision, de eyaculacion y que reinicia la cpula
después de la eyaculacion a las 24 horas post-saciedad. Como se puede observar, cada
uno de los farmacos administrados por separado, no modificaron significativamente el
porcentaje de ratas sexualmente exhaustas que presentd cada una de las respuestas al
compararlos con el grupo control. Sin embargo, la administracion conjunta de estos
tratamientos aumentd significativamente el porcentaje de ratas sexualmente exhaustas
que intromitié (p<0.05), eyaculd (p<0.001) y reinicio la copula (p< 0.001) a las 24 horas
post-saciedad al compararlos con el grupo control. Este aumento también fue significativo
en comparacion con el grupo tratado so6lo con 2-AG en la proporcion de machos saciados
gque monté e intromitié (p<0.05), eyaculdé (p<0.01) y reinicié la copula (p<0.001).
Finalmente la comparacion con el grupo tratado sélo con apomorfina, mostré que el
aumento fue significativo en el porcentaje de animales que eyacul6 (p<0.05) y reinicio la
copula (p<0.01). ElI aumento significativo en la proporcién de animales saciados que
reinicia la copula después de la eyaculacion se interpreta como indicativo de la reversion

de la saciedad sexual.
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Figura 20. Porcentaje de ratas macho sexualmente saciadas que presenta las conductas de
monta (M), intromision (l), de eyaculacion (E) y que reinici6 de copula después de la
eyaculacion (RC) a las 24 horas post-saciedad en respuesta al tratamiento con vehiculo (n=8),
10 pg/kg de apomorfina (Apom; n=9), 0.03 mg/kg 2-AG (n=8) o la combinacion de apomorfina
y 2-AG (n=8). F de Fisher *p < 0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

En la figura 21 se muestra el efecto de la administracion de 2-AG a una dosis efectiva
(0.3 mg/kg), de haloperidol (125 pg/kg) y de la combinacién de ambos tratamientos sobre
la conducta sexual de machos sexualmente exhaustos. Como se puede observar el 2-
AG aumentd significativamente el porcentaje de ratas sexualmente exhaustas que monté
e intromitid, eyaculo y que reinicio la copula después de la eyaculacion (p<0.01) a las 24
horas post-saciedad. El haloperidol carecio de efecto por si mismo, pero cancelo el efecto

facilitador del 2-AG cuando se co-administraron ambos tratamientos.
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Figura 21. Porcentaje de ratas sexualmente saciadas que presenta las conductas de monta
(M), intromision (1), de eyaculacion (EC) y que reinicia la copula después de la eyaculacién
(RC) alas 24 horas post-saciedad en respuesta al tratamiento con vehiculo (n=10), 125 ug/kg
de haloperidol (HAL, n=8), 0.3 mg/kg de 2-AG (n=8) o la combinacion de haloperidol y 2-AG
(n=12). F de Fisher **p< 0.01; ***p<0.001

6.2. Interaccion de los eCN AEA y 2-AG con el sistema glutamatérgico

Se realizé una curva dosis-respuesta de los efectos de ketamina (0.1 a 3.0 ug/kg) sobre
la conducta sexual de ratas sexualmente exhaustas para identificar una dosis sub-
efectiva de este farmaco. Esta curva es una continuacion de la publicada en el trabajo de
Rodriguez-Manzo (2015), pero probando dosis menores (ver figura 10). En la figura 22
se puede observar que la dosis de 0.1 pg/kg de ketamina carecio de efectos significativos
sobre la copula de ratas saciadas, mientras que las dosis mayores probadas aumentaron
significativamente el porcentaje de animales sexualmente saciados que eyaculd y reinicio

la copula después de la eyaculacion.
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Figura 22. Efecto de diferentes dosis de ketamina (0.1-3 pg/kg; n=8), sobre el porcentaje de
ratas sexualmente saciadas que presenta las conductas de monta e intromision (M & 1), de
eyaculacion (EC) y que reinicia la copula después de la eyaculacion (RC) a las 24 horas post-
saciedad. F de Fisher: * p<0.05; ** p<0.01

El efecto de la co-administracién de dosis sub-efectivas del antagonista de receptores
NMDA ketamina (0.1 pg/kg) y del endocannabinoide 2-AG (0.03 mg/kg) sobre el
porcentaje de ratas sexualmente exhaustas que muestran las conductas de monta,
intromision, de eyaculacion y que reinicia la copula después de la eyaculacion a las 24
horas post-saciedad, se muestra en la figura 23. Se puede observar que por si solos cada
uno de los farmacos no modificd significativamente estos porcentajes. Por otro lado, la
co-administracion de ambos farmacos produjo una tendencia al aumento en los
porcentajes de animales saciados que montaron, intromitieron y eyacularon, pero que no
fue significativo. Sin embargo, todos los animales que eyacularon reiniciaron la copula
después de la eyaculacién y el aumento en este porcentaje fue estadisticamente
significativo al compararlo tanto con el grupo control como con los grupos que recibieron
cada uno de los tratamientos por separado (p<0.05), lo que indica una reversion de la

saciedad sexual.
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Figura 23. Porcentaje de ratas macho sexualmente saciadas que presenta las conductas de
monta e intromision (M & [), de eyaculacion (E) y que reinicia la cOpula después de la
eyaculacion (RC) a las 24 horas post-saciedad en respuesta al tratamiento con vehiculo (n=8),
0.1 pg /kg de ketamina (n=8), 0.03 mg/kg de 2-AG (n=8) o la combinacién de ketamina y 2-AG
(n=8). F de Fisher *p < 0.05.

En la figura 24 se muestra el efecto de la co-administracion de dosis sub-efectivas del
antagonista de receptores NMDA ketamina (0.1 pug/kg) y del endocannabinoide AEA (0.03
mg/kg) sobre el porcentaje de animales que presenta las distintas respuestas sexuales a
las 24 horas post-saciedad. Se puede observar que la administracién de cada farmaco
por separado no afectd al porcentaje de animales sexualmente saciados que presenté
las diferentes conductas. Por otro lado, cuando se administraron los tratamientos
conjuntamente hubo una tendencia al aumento en los porcentajes de ratas saciadas que
montaron, intromitieron y eyacularon que no alcanzd significancia estadistica. Sin
embargo, el aumento en el porcentaje de machos saciados que pudo reiniciar la copula
después de la eyaculacién fue estadisticamente significativo. Por lo tanto, este

tratamiento revirtié la saciedad sexual.
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Figura 24. Porcentaje de ratas macho sexualmente saciadas que presenta las conductas de
monta e intromision (M & 1), de eyaculacién (E) y que reinicia que reinicia la copula después
de la eyaculacion (RC) a las 24 horas post-saciedad, como respuesta al tratamiento con
vehiculo (n=10), 0.1 pg/kg de ketamina (n=8), 0.03 mg/kg de AEA (n=8) y la combinacion de
ketamina y AEA (=8). F de Fisher * P < 0.05

En la figura 25 se muestra el efecto de la co-administracion de dosis sub-efectivas de 2-
AG (0.03 mg/kg) y del antagonista de receptores mGluR5 MPEP (0.01 mg/kg) sobre el
porcentaje de ratas sexualmente exhaustas que presenta montas e intromisiones, que
eyacula y que reinicia la cépula después de eyacular a las 24 horas post-saciedad. La
dosis sub-efectiva de MPEP se escogi6 de una curva dosis respuesta realizada
previamente en el laboratorio. Se observa que mientras ninguno de los farmacos tuvo
efectos significativos por si solos, la combinacion de estos tratamientos incrementé
significativamente el porcentaje de ratas sexualmente exhaustas que monté e intromitio
(p<0.001), eyacul6 (p<0.01) y que reinicio la copula después de eyacular (p<0.01) al
compararlos con el grupo control. El incremento en estos porcentajes también fue
estadisticamente significativo al compararlos con la sola administracion de 2-AG
(p<0.01).
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Figura 25. Porcentaje de ratas macho sexualmente saciadas que presenta las conductas de
monta e intromisiéon (M&l), de eyaculacion (E) y que reinicia la cépula después de la
eyaculacion (RC) a las 24 horas post-saciedad en respuesta al tratamiento con vehiculo (n=8),
0.01 mg/kg de MPEP (n=8), 0.03 mg/kg de 2-AG (n=8) o la combinacién de MPEP y 2-AG
(n=8). F de Fisher **p<0.01; **p< 0.001

En la figura 26 se muestra el efecto de la co-administracion de dosis sub-efectivas del
eCN AEA (0.03 mg/kg) y del antagonista de receptores mGIuR5 MPEP (0.01 mg/kg)
sobre el porcentaje de ratas sexualmente exhaustas que presenta montas e
intromisiones, que eyacula y que reinicia la cépula después de eyacular a las 24 horas
post-saciedad. Se observa que mientras por separado estos farmacos no modificaron
significativamente el porcentaje de animales que realiz6 las diferentes conductas, cuando
se administraron en conjunto, el porcentaje de machos que pudo reiniciar la copula
después de la eyaculacion aumento significativamente en comparacién al grupo control
(p<0.05).
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Figura 26. Porcentaje de ratas macho sexualmente saciadas que presenta las conductas de
monta e intromision (M & 1), de eyaculacion (E) y que reinicia la cOpula después de la
eyaculacion (RC) a las 24 horas post-saciedad, como respuesta al tratamiento con vehiculo
(n=10), 0.01 mg/kg de MPEP (n=8), 0.03 mg/kg de AEA (n=8) y la combinacién de MPEP y
AEA (n=8). F de Fisher * p < 0.05

Se realiz6 una curva dosis-respuesta de los efectos del antagonista de receptores AMPA
CNQX (0.01 a 0.3 ug/kg) sobre la conducta sexual de ratas sexualmente exhaustas, para
identificar una dosis sub-efectiva de este farmaco. Al igual que con la curva dosis-
respuesta de ketamina, esta curva complementa la publicada en el trabajo de Rodriguez-
Manzo (2015) e incluye dosis menores a las reportadas anteriormente (ver figura 10). En
la figura 27 se puede observar que aun con dosis de hasta 0.01 ug/kg, este farmaco
continu6 aumentando significativamente el porcentaje de animales que presentd las

diferentes respuestas sexuales a las 24 horas post-saciedad.
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Figura 27. Efecto de diferentes dosis de CNQX (0.01- 0.3 pug/kg; n=8), sobre el porcentaje de
ratas sexualmente saciadas que presenta las conductas de monta e intromisiéon (M & I), de
eyaculacion (EC) y gue reinicia la cépula después de la eyaculacién (RC) a las 24 horas post-
saciedad. F de Fisher: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

6.3. Interaccién entre el 2-AG y el sistema glutamatérgico del ATV

Se realiz6 una curva dosis-respuesta de los efectos de la administracion bilateral, intra-
ATV, del agonista de receptores glutamatérgicos mGluR5 CHPG (30-3000 nM) sobre la
copula de ratas macho sexualmente saciadas, con el objetivo de identificar una
concentracion que no tuviera efecto sobre la conducta sexual de los animales
sexualmente exhaustos. Como se puede observar en la figura 28 las tres concentraciones
probadas (30, 300 y 3000 nM) carecieron de efecto significativo sobre los porcentajes de
animales saciados que presentaron las distintas respuestas sexuales a las 24 horas post-
saciedad. Decidimos utilizar la concentracion mas pequefia, de 30 nM, para el

experimento de interaccion
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Figura 28. Efecto de diferentes concentraciones de CHPG (30 nM, n=7; 300 nM, n =9 y 3000
nM, n=7), sobre el porcentaje de ratas sexualmente saciadas que presenta las conductas de
monta e intromision (M & 1), de eyaculacién (EC) y que reinicia la cépula después de la
eyaculacion (RC) a las 24 horas post-saciedad.

Por dltimo, a un grupo animales sexualmente exhaustos, implantados, con canulas
dirigidas al ATV se le administr6 a las 24 horas post-saciedad una dosis de 0.3 mg/kg de
2-AG por via i.p., seguida de la infusion de una concentracion de 30nM de CHPG. En la
figura 29 se muestra que la infusion intra-ATV de CHPG, que carecié de efecto por si
misma, pero canceld la reversion de la saciedad sexual producida por la administracion
sistémica de una dosis efectiva de 2-AG, cuando ambos tratamientos se co-

administraron.
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Figura 29. Porcentaje de ratas macho sexualmente saciadas que presenta las conductas de
monta (M), intromisién (1), de eyaculacién (E) y que reinicia de cépula después de la
eyaculacion (RC) a las 24 horas post-saciedad en respuesta al tratamiento con vehiculo (n=8),
CHPG (30 nM intra-ATV; n=7), 2-AG (0.3 mg/kg i.p.; n=8) o la combinacién de CHPG y 2-AG
(n=9). F de Fisher **p<0.01; *** p<0.001
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7. Discusion

En este trabajo nos planteamos dos objetivos generales, por un lado, establecer si el 2-
AG interactia con el sistema dopaminérgico para revertir la saciedad sexual y, por otro
lado, establecer si tanto el 2-AG como la AEA interactian con el sistema glutamatérgico
para producir este efecto.

7.1. Interaccion del 2-AG con el sistema dopaminérgico para la reversiéon de la

saciedad sexual.

Como se mencioné anteriormente, el SMD juega un papel importante en el control de los
aspectos motivacionales y recompensantes de la cépula, mientras que el sistema eCN
participa en la regulacion de estos procesos al modular la actividad de las neuronas
dopaminérgicas del SMD (Lupica et al., 2004; Gardner, 2005). En el ATV, los eCN se
sintetizan en los somas de las neuronas dopaminérgicas y actian como mensajeros
retrogrados, activando receptores CB1 que se encuentran en las terminales GABAérgicas
y glutamatérgicas en esa region cerebral, con lo cual inhiben la liberacion de estos
neurotransmisores, modulando asi la actividad de las neuronas dopaminérgicas (Lupica
et al., 2004; Gardner, 2005).

Diversos investigadores han demostrado la importancia de la DA en la expresion de
la conducta sexual masculina (revisado en Hull & Rodriguez-Manzo, 2017). Se ha
comprobado que al igual que con otros estimulos recompensantes, los niveles de DA en
el NAcc aumentan en presencia de una hembra sexualmente receptiva, que representa
un estimulo sexual. Los niveles de DA se elevan mas durante la cépula, alcanzando un
pico en una primera eyaculacion, pero se mantienen elevados durante la cOpula repetida
(Fiorino et al, 1997). Durante una sesion de copula hasta la saciedad, una vez que el
animal cesa de presentar conducta sexual los niveles de DA tienden a regresar a niveles
basales. A las 24 hrs post-saciedad, cuando la inhibicion sexual esta bien establecida,
los niveles basales de DA estan por debajo de los valores basales registrados antes de

la copula (Canseco-Alba, en preparacion, ver figura 7).
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Se ha establecido que la administracion sistémica de agonistas de receptores
dopaminérgicos facilita la cdpula de animales expertos, mientras que antagonistas de
receptores dopaminérgicos la deterioran (Hull & Rodriguez-Manzo, 2017). Por otro lado,
en el laboratorio se ha investigado el papel de la DA en el fenbmeno de saciedad sexual,
encontrando que la administracion sistémica del agonista de receptores dopaminérgicos
apomorfina revierte la inhibicidn sexual caracteristica de la saciedad (Rodriguez-Manzo,
1999). Posteriormente se demostro que esta reversion ocurre a través de la estimulacion
de los receptores dopaminérgicos de la familia D1-Like y no de la familia D2-Like
(Guadarrama-Bazante et al., 2014).

En el NAcc la DA actla a través de receptores dopaminérgicos tanto de la familia D1-
like, como de la familia D2-like que se encuentran expresados en las neuronas espinosas
medias (MSN), que son de naturaleza GABAérgica y que conforman gran parte de los
cuerpos neuronales del NAcc (Robison & Nestler, 2011). Se ha propuesto que los
receptores de la familia D2-Like (acoplados a proteinas Gi) son mas afines a la DA que
los receptores de la familia D1-Like (acoplados a proteinas Gs) (Beaulieu & Gainetdinov,
2011) y, por lo tanto, los primeros se activan a concentraciones bajas de DA, como las
generadas por la liberacién tonica de DA en el NAcc. En cambio, los receptores
dopaminérgicos D1-Like, requieren de una concentracion mayor de DA para ser
activados, como la generada por la liberacion fasica de DA (Grace et al., 2007). Ahora
bien, esta liberacién fasica ocurre en presencia de un estimulo recompensante e
interviene en la modulacién de las conductas dirigidas a conseguir la recompensa
(Berridge & Robinson, 1998; Grace et al., 2007).

Como se menciond anteriormente, en los machos sexualmente saciados se ha
encontrado que a las 24 horas post-saciedad, durante la etapa de inhibicién de la
conducta sexual, los niveles de DA en NAcc decaen por debajo de los niveles basales
(Canseco-Alba et al., en preparacion). Esto sugiere que la disminucion en los niveles de
DA en el NAcc pudiera jugar un papel en la incapacidad que tienen los animales
sexualmente saciados de responder a la presencia de una hembra sexualmente
receptiva. Los agonistas dopaminérgicos que actuarian en el NAcc en conjunto con los

niveles bajos de DA de ratas saciadas permitirian alcanzar una activacion de receptores
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dopaminérgicos necesaria para la expresion de la copula a las 24 horas post-saciedad,
explicando asi su capacidad para revertir la inhibicion sexual.

En lo que respecta al sistema endocannabinoide, estudios previos han mostrado la
importancia de estos neurotransmisores en los procesos de plasticidad sinaptica en el
SMD, como consecuencia de su activacion por estimulos recompensantes (Luchicchi &
Pistis, 2012). Los eCN que son sintetizados a demanda por las neuronas DA,
proporcionan una modulacion critica en la actividad de las neuronas DA en el ATV
mediante la regulacion de diferentes formas de plasticidad sinaptica, como son: a) la
supresion de la inhibicién inducida por despolarizacion (DSI), que causa una reduccion
en la amplitud de los potenciales post-sinapticos inhibitorios (IPSCs); b) la supresién de
la excitacién inducida por despolarizacion (DSE), que reduce drasticamente los
potenciales post-sinapticos excitatorios (EPSCs), y ¢) la LTD dependiente de eCN, la cual
disminuye la liberacién de neurotransmisores (Alger, 2002; Wilson & Nicoll, 2002).

Datos del laboratorio han demostraron que dosis bajas del endocannabinoide AEA,
administradas por via sistémica, revierten la saciedad sexual (Canseco-Alba, 2011);
ademas se comprobd que la administracion de AEA directamente en el ATV también
revierte la inhibicion sexual de machos sexualmente saciados (Canseco-Alba &
Rodriguez-Manzo, 2016). A pesar de estos importantes hallazgos, la literatura apunta a
un papel critico del eCN 2-AG en la modulacién de la actividad de las neuronas DA en el
ATV (Melis et al, 2011; Luchicchi & Pistis, 2012). Por esta razoén, en el laboratorio se ha
comenzado a investigar el papel del 2-AG en el fendbmeno de saciedad sexual. Los
primeros datos mostraron que dosis bajas de 2-AG también revierten la saciedad sexual
(datos aun no publicados). Por dltimo, un antecedente directo de este trabajo es el
hallazgo de que en la reversién de la saciedad sexual por AEA esta involucrado el sistema
dopaminérgico, ya que el bloqueo de receptores dopaminérgicos con haloperidol cancela
su efecto facilitador. Ademas, dosis sub-efectivas de AEA y apomorfina, tienen un efecto
sinérgico cuando se administran en conjunto revirtiendo la inhibicion sexual de los
machos exhaustos.Canseco-Alba, 2016).

Con esto en mente, en esta investigacion se encontrd que dosis sub-efectivas del eCN
2-AG sinergizan con dosis sub-efectivas del agonista de receptores dopaminérgicos

apomorfina para revertir la saciedad sexual y que la reversion de la saciedad sexual
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producida por una dosis efectiva de 2-AG es bloqueada con un antagonista de receptores
dopaminérgicos. Una posible interpretacion de estos resultados estaria basada en la idea
de que los eCNs administrados por via sistémica actien en el SMD, especificamente en
el ATV, para revertir la saciedad sexual. Esta es una posibilidad real, dado que como ya
mencionamos la infusion del eNC AEA directamente en el ATV de ratas sexualmente
saciadas revierte la inhibicion sexual (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2016).
Ademas, datoa de la literatura indican que el 2-AG es un eCN que se sintetiza y actGa en
el ATV para la regulacion de la actividad de las neuronas DA (Melis et al, 2011).

La literatura nos muestra que después de una hiper-estimulacion del SMD, la actividad
de las terminales tanto GABAérgicas como glutamatérgicas del SMD se encuentra
alterada, (van Huijstee & Mansvelder, 2015). Tenemos evidencia indirecta, dada por el
mantenimiento de niveles elevados de DA extracelular durante el desarrollo de la
saciedad sexual, de que la cOpula hasta la saciedad podria producir también una hiper-
estimulacion del SMD. Adicionalmente, datos farmacoldgicos de nuestro laboratorio
apuntan a que en las ratas sexualmente saciadas existen niveles altos de GABA y
glutamato en el ATV (Rodriguez-Manzo, 2015; Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2017).
Sobre esta base, podria pensarse que dosis de 2-AG, sub-efectivas para revertir la
saciedad, activen algunos receptores CB1 de las terminales glutamatérgicas y/o
GABAérgicas del ATV de animales sexualmente saciados, lo que daria como resultado
una inhibicion parcial de la liberacion de GABA y/o de glutamato, suficiente para provocar
un aumento ligero en la liberacion de DA en NAcc, que se sume a la activacion directa
de los receptores dopaminérgicos del NAcc por la apomorfina. En conjunto, estos
procesos producirian una activacion de receptores DA del NAcc, suficiente para que las
ratas saciadas presenten la conducta sexual frente a una hembra receptiva, que en los
machos sexualmente saciados no pareciera representar un estimulo recompensante (Fig.
30). Por otro lado, la cancelacion del efecto facilitador de dosis efectivas de 2-AG con el
haloperidol se explicaria por el bloqueo de las acciones de la DA sobre sus receptores
en el NAcc a pesar de haberse liberado en niveles adecuados como resultado de la
inhibicion de la liberacion de GABA y/o glutamato en el ATV resultante de la activacion
de los receptores CB1 de las terminales GABAérgicas y glutamatérgicas de esta region
cerebral (Fig. 31).
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(Modificado de Canseco-Alba, 2016)
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Figura 30. Esquema que ejemplifica lo que proponemos que ocurre en el SMD de ratas macho
sexualmente saciadas, después de la co-administracion de 2-AG y apomorfina. El 2-AG
produce la inhibicién parcial de la liberacién de GABA y glutamato en el ATV, lo que activa a
las neuronas DA que liberan una cierta cantidad de DA en el NAcc que activa receptores DA
de las MSN. La apomorfina activa directamente a estos mismos receptores DA en el NAcc. En
conjunto ambas sefales producen la estimulacién suficiente para que las ratas saciadas
presenten la conducta sexual frente a una hembra receptiva.
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Figura 31. Esquema que muestra lo que se propone que ocurre en el SMD de ratas macho
sexualmente saciadas después de la co-administracion de una dosis efectiva de 2-AG con una
dosis de haloperidol que no afecta a la cépula. El 2-AG inhibe la liberacion tanto de GABA
como de gluitamato en el ATV lo que permite que la neurona libere DA en el NAcc. Sin emargo,
| haloperidol bloquea a los receptores DA de las MSN por lo que la DA liberada no tiene dionde
actuar con lo que el efecto facilitador del 2-AG bloquea, y la inhibicion sexual en las ratas
saciadas se mantiene.
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Ambos resultados respaldan la idea postulada por nuestro laboratorio de que
farmacos que actuan en diferentes sistemas de neurotransmision para revertir la
saciedad sexual tienen como via final coman la activacion del sistema dopaminérgico
(Rodriguez-Manzo, 1999). Ademas, podemos concluir que el 2-AG tiene un efecto
facilitador sobre la copula de animales sexualmente saciados, y que la DA participa en
este efecto de manera similar a como lo hace con la AEA (Canseco-Alba et al., en

preparacion).

7.2. Interaccion de los endocannabinoides con el sistema glutamatérgico para la

reversion de la saciedad sexual.

En el laboratorio se ha investigado el papel que juegan distintos sistemas de
neurotransmision en el fendbmeno de saciedad sexual a través de uso de diversos
agonistas y antagonistas. Con esto se ha establecido que los sistemas noradrenérgico y
serotoninérgico participan en la reversion de la saciedad sexual, pues el antagonista de
receptores a2-adrenérgicos, yohimbina, y el agonista de receptores 5-HT1A, la 8-OH-
DPAT, inducen la expresion de conducta sexual en machos sexualmente saciados
(Rodriguez-Manzo & Fernadndez-Guasti, 1994). Por otro lado, los antagonistas de
receptores a opiodes tipo u y & (naloxona y naltrexona) revierten la inhibicién sexual de
ratas saciadas a dosis bajas (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994, Gardufio-
Gutiérrez et al.,, 2013). También se estableci6 que el sistema GABAérgico esta
involucrado en el proceso de saciedad sexual, pues dosis bajas del antagonista del
receptor GABA-A, bicuculina, revierten la saciedad sexual (Rodriguez-Manzo & Canseco-
Alba, 2017). Por ultimo, recientemente se comprobd que el sistema glutamatérgico
también esta involucrado en el fendbmeno de saciedad sexual, pues antagonistas
especificos de receptores glutamatérgicos tipo NMDA, AMPA y mGIuR5 revierten la
saciedad sexual (Rodriguez-Manzo, 2015).

Hay que recordar que el glutamato es el neurotransmisor excitatorio por excelencia
en el cerebro y es un mediador importante de la plasticidad sinaptica que se requiere para
gue los organismos se adapten en un entorno cambiante (Parsons et al., 2005). En el

SMD, las neuronas DA reciben influencia glutamatérgica de varias regiones del SNC
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(especialmente de la CPF) y, a su vez, estan provistas de receptores glutamatérgicos
tanto ionotrépicos como metabotropicos. El sistema glutamatérgico en el SMD esta
involucrado en el procesamiento de recompensas naturales. En presencia de un estimulo
recompensante, las terminales glutamatérgicas del ATV liberan glutamato que actia
sobre sus receptores localizados en las neuronas DA, lo cual a su vez provoca un cambio
en el tipo de la liberacién de DA en el NAcc, de tdnica a fasica (Grace et al, 2007; Kalivas
et al., 2009; van Huijstee & Manvelder, 2015).

El glutamato juega este papel regulatorio en el funcionamiento normal del SMD, que
es modificado por el consumo de drogas de abuso que sobre-activan al sistema causando
cambios plasticos en las sinapsis del ATV (Kalivas et al., 2009; van Huijstee & Manvelder,
2015), mediados por los receptores a glutamato tipo AMPA, NMDA y mGIuR5 (van
Huijstee & Manvelder, 2015; Ferrada et al., 2017). Una sobre-activacion del SMD también
se presentaria durante el desarrollo de la cOpula hasta la saciedad, por lo que es posible
que se produzcan cambios plasticos mediados por receptores glutamatérgicos similares
a los descritos para las drogas de abuso. De manera general, estos cambios incluyen
modificaciones en la composicion de las subunidades de los receptores NMDA y AMPA,
asi como cambios en los fendmenos de potenciacion de largo plazo mediados por estos
mismos receptores en el ATV que, en conjunto, dan por resultado modificaciones en la
excitabilidad de las neuronas dopaminérgicas (van Huijstee & Manvelder, 2015; Mameli
et al., 2011).

Por su parte, la activacion del receptor mGIuR5 regula directamente la actividad de
las neuronas DA del ATV induciendo la liberacién de DA. Esto lo hace a través de modular
positivamente a los receptores NMDA y AMPA. Ademas, aunque no esta totalmente
demostrado, se ha postulado que el receptor mGIuR5 también se encuentra localizado
en las terminales glutamatérgicas, donde su activacién produciria un aumento de la
liberacion de glutamato en el ATV, lo que propiciaria una mayor excitacion de las
neuronas DA (Ferrada et al, 2016).

En nuestro laboratorio se demostré que los receptores glutamatérgicos tipo AMPA,
NMDA y mGIuR5 estan involucrados en el mantenimiento de la saciedad sexual, puesto
que su bloqueo induce la expresion de la conducta copulatoria en los machos saciados.

Pareciera que las ratas sexualmente exhaustas tienen un tono glutamatérgico aumentado
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que contribuye a mantener la inhibicion sexual caracteristica de la saciedad (Rodriguez-
Manzo, 2015).

En lo que respecta al sistema endocannabinoide, hay que recordar que en el ATV, los
receptores CB1l se encuentran presentes tanto en las terminales de neuronas
GABAEérgicas como glutamatérgicas que hacen sinapsis con las neuronas DA, y que los
eCN actuan sobre ellos inhibiendo la liberacion de estos dos neurotransmisores (Lupica
et al., 2004; Gardner, 2005). Se sabe que los eCN tienen efectos bifasicos en las ratas
sexualmente saciadas, en las que dosis bajas tanto de AEA como de 2-AG, administradas
por via sistémica, revierten la saciedad sexual (Canseco-Alba y Rodriguez-Manzo, 2014).
Sin embargo, no se conoce si los eCN interactian con el sistema glutamatérgico para
revertir este fendmeno de inhibicién sexual, por lo que averiguarlo fue uno de los objetivos
de este trabajo.

Los resultados obtenidos demuestran que dosis sub-efectivas de los dos
endocannabinoides (2-AG y AEA) sinergizan con dosis sub-efectivas del antagonista de
receptores glutamatérgicos tipo NMDA, ketamina, o del antagonista de receptores tipo
mGIuR5, MPEP, para revertir la saciedad sexual. Este hecho nos lleva a proponer que la
activacion de los receptores CB1 de las terminales por ambos eCNs interfiere
parcialmente con la transmision glutamatérgica del ATV. Esto, a la par del bloqueo parcial
de los receptores NMDA o mGIuRS5 localizados en las neuronas dopaminérgicas por la
accion de los antagonistas, llevaria a lograr una interrupcién de los efectos del glutamato

suficiente para revertir la inhibicion sexual caracteristica de la saciedad (Fig. 32).

53



A)

ModTcoto de Conseco-Ala, 2015)

; NAcc

Terminales de Neuronas
g Oz-ike M Ampa D:g' Chiaboakcas Bt
GABA
Moi-tke M NvDa &= o0a A

eCN / Bloqueo parcial
B GABA A .mc-ues ® Gut ®-c

B) (Modificode de Comseco-Alba, 2016)
NAcc ATV
Neuronas Espinosas S

Dopaminérgicas

e o I:] o Terminales de Neuronas
| D7tke ANFA c8 [ — Glutamatérgicas Extrinsecas
D1 <Lk
o e K v e o ®-cu Bloqueo parcial

B GABA A . mGIuRS ® Glut

Figura 32. Esquema que ejemplifica la propuesta del mecanismo a través del cual la co-
administracion de eCNs (AEA 0 2-AG) con A) antagonistas de receptores glutamatérgicos
NMDA Ketamina, y B) el antagonista de receptores glutamtergicos mGIuR5 MPEP, actta en
el SMD de ratas macho sexualmente exhaustas para revertir la saciedad. Por un lado el 2-AG
0 la AEA produce una inhibicién parcial en la liberacion de glutamato y GABA en el ATV,
mientras que el bloqueo parcial de de receptores NMDA o mGIuR5 provoca una interrupciéon
de los efectos del glutamato en las neuronas DA del ATV. La suma de las acciones del eCN
y el antagonista glutamatérgico produce un aumento de DA en Nacc suficiente para que las
ratas presenten la conducta sexual frente a una hembra receptiva.
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Los datos obtenidos también nos permitieron establecer que el eCN 2-AG tiene un
mejor efecto en la reversion de la saciedad sexual que la AEA cuando estos eCN se co-
administran con antagonistas de receptores glutamatérgicos, pues la proporcion de
animales sexualmente saciados que reinicia la copula después de la eyaculacion es
mayor en las combinaciones con 2-AG, que en aquellas con AEA. Estos datos son
consistentes con la literatura, que reporta que en el ATV el 2-AG es un modulador de la
transmision sinaptica excitatoria mucho mas fino que la AEA, excitacion que modulael
patréon de disparo de las neuronas DA (Melis et al, 2004).

Los resultados obtenidos en los animales sexualmente saciados sugieren que la
activacion de los receptores AMPA tiene un papel importante en los cambios plasticos
inducidos por una sobre-estimulacion glutamatérgica (van Huijstee & Mansvelder, 2015),
puesto que dosis muy pequefas (del orden de 0.01 pg/kg) del antagonista de receptores
AMPA, el CNQX son todavia capaces de revertir la inhibicion sexual de ratas sexualmente
exhaustas (ver figura 27), lo que muestra una sensibilidad extrema de las respuestas
mediadas por receptores AMPA. Este fendmeno pudiera ser explicado por el aumento en
la proporcion de receptores AMPA / NMDA y el fendmeno de LTP mediado por receptores
AMPA que se ha documentado que ocurren como resultado de la hiper-estimulacién
glutamatérgica en el ATV (van Huijstee & Mansvelder, 2015).

Por otro lado, a pesar de haber encontrado aumentos estadisticamente significativos
en la proporcion de animales sexualmente exhaustos en los que se revirtié la saciedad
con la co-administracién de los antagonistas de receptores NMDA o mGIuR5 con ambos
eCNs, el porcentaje de animales que reinicié la cépula después de eyacular fue mayor
con las combinaciones de cada uno de los eCN con el antagonista de receptores mGIuR5,
gue con el antagonista de receptores NMDA. Se ha demostrado que los receptores
MGIuUR5 tienen un papel importante en la regulacion de la actividad neural en el ATV al
modular positivamente tanto la activacion de receptores NMDA y AMPA en la neurona
post-sinaptica, asi como la liberacion de glutamato de las terminales pre-sinapticas, con
lo cual el receptor mGIuR5 también podria estar participando en los cambios plasticos
mediados por receptores NDMA y AMPA que ocurren en las neuronas DA como resultado
de una estimulacion glutamatérgica incrementada (Ferrada et al, 2017). Sin embargo,
habra que hacer estudios especificos dirigidos a comprobarlo.
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7.3. Interaccion entre el 2-AG y el sistema glutamatérgico en el ATV

Por dltimo, para establecer si la interaccion entre el sistema glutamatérgico y el
sistema endocannabinode documentada en este trabajo puede ocurrir en el ATV, se
realiz6 un experimento dirigido a tratar de cancelar la reversion de la saciedad sexual
producida por la administracion sistémica de dosis efectivas de 2-AG, activando
receptores glutamatérgicos mGIuR5 directamente en el ATV. Los resultados del
experimento demostraron que la activacion de receptores mGIuR5 en el ATV cancela la
reversion de la saciedad producida por el 2-AG, lo que sugiere que dicha reversién se
debe a que el 2-AG bloquea la liberacion de glutamato en el ATV. EI CHPG al activar a
los receptores mGIuRS5 localizados en las neuronas DA restituiria el efecto estimulante
del glutamato, que aparentemente contribuye a mantener la inhibicién sexual de las ratas
saciadas. Estos datos apoyan la propuesta de que la interaccién entre los eCN vy el
glutamato para la reversion de la saciedad sexual tiene lugar en el ATV (Fig. 33).
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Figura 33. Esquema que muestra lo que se propone que ocurre en el SMD de ratas macho
sexualmente saciadas después de la administracion i.p. de 2-AG junto con el agonista mGIuR5
CHPG por via intra-ATV. Si bien el 2-AG bloquearia la liberacion de glutamato y de GABA en
el ATV, el CHPG al activar a los receptores mGIuR5 localizados en las neuronas DA
mantendria parte del efecto estimulante del glutamato que aparentemente contribuye a
mantener la inhibicion sexual de las ratas saciadas.
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En conjunto, los datos obtenidos en este trabajo nos permiten proponer que durante
el periodo de inhibicion de la conducta sexual que presentan los animales sexualmente
saciados, la transmision glutamatérgica del ATV se encuentra alterada. Por un lado,
tenemos evidencia de la existencia de un tono glutamatérgico elevado, que podria
sumarse a una posible modificacion en la sefalizacion glutamatérgica, dada por la
hiperactivacion de las neuronas DA durante la cépula hasta la saciedad, que provocaria
gue éstas no liberen DA de manera fasica en presencia de un estimulo recompensante.
Ademas, podemos afirmar que existe una interaccion entre el sistema eCN y el sistema
glutamatérgico para la reversion de la saciedad sexual, en donde probablemente los eCN
inhiban la transmision glutamatérgica de manera tal que permita a los receptores
glutamatérgicos, cuyo funcionamiento estaria alterado, alcanzar el umbral de activacion
necesario para que las neuronas DA liberen su neurotransmisor de manera fasica en el
NAcc en presencia de la hembra sexualmente receptiva, o que se traduciria en la

reversion de la saciedad sexual.

8. Conclusiones

Los resultados de este trabajo de investigacion nos permiten concluir que:

1. El eCN 2-AG interactia con el sistema dopaminérgico para revertir la saciedad
sexual

2. Los eCN AEA y 2-AG interactian con el sistema glutamatérgico, a travées de los
receptores NMDA y mGIuRb5, para revertir la inhibicion sexual de ratas
sexualmente saciadas.

3. El bloqueo parcial de receptores glutamatérgicos tiene mejor efecto para revertir
la saciedad sexual cuando actlia en conjunto con el 2-AG que cuando lo hace con
la AEA.

4. En los animales sexualmente exhaustos los receptores AMPA presentan una
sensibilidad incrementada que permite su activacion con dosis muy pequefas de
sus antagonistas, lo que sugiere que su composicion puede haber cambiado.
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9. Perspectivas.

Con base en los resultados de esta investigacion, el comportamiento de los diferentes
sistemas de neurotransmision en el SMD durante el fenomeno de saciedad sexual puede
seguir investigandose a partir de las siguientes aproximaciones:

e Para profundizar en la relacion que existe entre el 2-AG y el sistema
dopaminérgico, investigar a través de qué familia de receptores dopaminérgicos
participa la DA en los efectos facilitadores que produce el 2-AG sobre la copula.

e Continuar con la curva dosis respuesta del antagonista glutamatérgico AMPA
CNQX para encontrar la dosis sub-efectiva y asi poder determinar cual es la
relacion entre este tipo de receptores glutamatérgicos y el sistema eCN.

e Medir las concentraciones de glutamato en el ATV de animales saciados a las 24
horas post-saciedad, lo que nos permitiria confirmar la existencia de un tono
glutamatérgico elevado en estos animales

e Estudiar por técnicas electrofisiolégicas cambios en la actividad de las neuronas
DA en respuesta al bloqueo de receptores glutamatérgcos AMPA, NMDA vy
MGIuRS5
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