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RESUMEN

Si se permite a una rata macho sexualmente experta copular ad libitum con una
hembra sexualmente receptiva, ésta eyaculard repetidamente hasta estar
sexualmente saciado. Este proceso induce la aparicion de una inhibicion sexual de
larga duracion (72 hrs). La cépula es una conducta recompensante que activa al
sistema mesolimbico dopaminérgico y aumenta la liberacion de dopamina (DA) en
el nacleo accumbens (NAcc). Durante la copula, la actividad de las neuronas
GABAérgicas del area tegmental ventral (ATV) se inhibe mientras que la de las
neuronas glutamatérgicas aumenta, lo que permite que haya una liberacion fasica
de DA en el NAcc. Se sabe que durante el desarrollo de la saciedad sexual los
niveles de DA permanecen elevados, pero no se sabe si los cambios en la
actividad de las neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas del ATV se mantienen.
En este trabajo se investigaron posibles cambios en la expresion del RNAm del
transportador vesicular de glutamato (VGIuT2) y del RNAm de la enzima glutamato
descarboxilasa (GAD 67), como indicadores de la actividad de neuronas
glutamatérgicas y GABAérgicas, respectivamente. La determinacion se hizo por
hibridacion in situ fluorescente (FISH) en el ATV de ratas macho sexualmente
expertas que eyacularon una vez o que copularon hasta la saciedad 24 hrs antes
del sacrificio y en machos sexualmente expertos que no tuvieron actividad sexual
previa al sacrificio. Se incluyé también un grupo de ratas sexualmente naive. La
expresion de los RNAmM se determind por la densidad 6ptica integrada (DOI), el
namero de particulas fluorescentes y el numero de células positivas para cada
RNAmM. También se investigd si la induccion farmacoldgica de un aumento en las
concentraciones de DA en el NAcc revierte la saciedad sexual. Para ello se
utilizaron ratas sexualmente saciadas, implantadas bilateralmente con canulas
dirigidas al ATV, por las que se administraron diferentes concentraciones de
orexina A (0.01-0.3 nM) directamente en el ATV a las 24 hrs post-saciedad. La
orexina es un neuropéptido que se ha reportado que induce la liberacion de DA en
el NAcc cuando se administra directamente en el ATV. Los resultados mostraron
un aumento significativo en la expresion del RNAm de VGIUT2 y una clara
tendencia a la disminucion del RNAm de GAD 67 en el ATV en los machos
sexualmente saciados. No hubo diferencias en la expresién de ninguno de los
RNAmM entre los machos sexualmente naive y los sexualmente expertos. Por otro
lado, la orexina A revirti6 la saciedad sexual a todas las concentraciones
probadas. Se concluye que la copula intensa que tiene lugar durante el desarrollo
de la saciedad sexual promueve un aumento en la transcripcién del gen que
codifica para el VGIUT2 y la disminucién en la transcripcién del gen que codifica
para la GAD 67 en las neuronas del ATV, lo que coincide con una activacion
constante de las neuronas glutamatérgicas y una inhibicibn constante de las
GABAérgicas. Asi mismo se concluye que un aumento en los niveles de DA en el
NAcc es suficiente para revertir la inhibicibn sexual en ratas sexualmente
saciadas.
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ABSTRACT

If a sexually experienced male rat is allowed to copulate ad libitum with a sexually
receptive female, it will ejaculate repeatedly until becoming sexually satiated. This
process induces the appearance of a long-lasting sexual behavior inhibition (72 h).
Copulation is a rewarding behavior that activates the mesolimbic dopaminergic
system, increasing dopamine (DA) release in the nucleus accumbens (NAcc).
During copulation, the activity of the GABAergic neurons of the ventral tegmental
area (VTA) is inhibited, while that of glutamatergic neurons is increased, allowing a
phasic release of DA in the NAcc. It is known that DA levels remain elevated during
sexual satiety development, but it is not known if the changes in the activity of
GABAergic and glutamatergic neurons in the VTA are maintained. In this study we
investigated possible changes in mRNA expression of the vesicular glutamate
transporter (VGIuT2) and the glutamate decarboxylase 67 (GAD 67) enzyme, as
indicators of glutamatergic and GABAergic neuronal activity, respectively. mRNA
determinations were made by fluorescent in situ hybridization (FISH) in the VTA of
sexually experienced male rats that ejaculated once or copulated to satiety 24 h
prior to sacrifice, and were compared with sexually experienced males that did not
execute sexual activity prior to sacrifice. A group of sexually naive male rats was
also included. mRNA expression was determined by the integrated optical density
(DOI), the number of fluorescent particles and the number of positive cells for each
MRNA. We also investigated if the pharmacological induction of an increase in DA
concentrations in the NAcc reversed sexual satiety. To this aim sexually exhausted
male rats, implanted with bilateral cannula directed to the VTA were infused with
different concentrations of orexin A (0.01-0.3 nM), 24 h after copulation to satiety.
Orexin is a neuropeptide reported to induce DA release in the NAcc when infused
into the VTA. Results showed a significant increase in the expression level of
VGIuT2 mRNA and a clear tendency towards a decrease in the expression level of
GAD 67 mRNA in the sexually exhausted males. No differences in the expression
level of either mMRNA were found between sexually naive and sexually experienced
males. Besides, orexin A reversed sexual satiety at all tested concentrations It is
concluded that intense copulation during sexual satiety development promotes an
increase in the transcription of the gene encoding for VGIuT2 and a decrease in
the transcription of the gene encoding for GAD 67 in the VTA, which coincide with
a constant activation of glutamatergic neurons and a constant inhibition of
GABAergic neurons. It is also concluded that an increase in NAcc DA levels is
sufficient to reverse the sexual inhibition of sexually satiated rats.
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INTRODUCCION

CONDUCTA SEXUAL MASCULINA

La conducta sexual de la rata es innata y altamente estereotipada, es decir, sigue
un mismo patron conductual en todos los individuos de la especie. Su principal
finalidad es mantener la supervivencia de las especies a través del paso de su
reservorio genético a la siguiente generacion. En la rata macho, la conducta
sexual comprende un complejo patron de respuestas genitales y somatomotoras
gue son causadas, dirigidas y mantenidas por sefiales tanto internas como
externas. Esta conducta estd formada por conductas pre-copulatorias y
copulatorias (Hull & Rodriguez-Manzo, 2017).

Conducta Precopulatoria

La conducta precopulatoria es aquella que, como su nombre lo indica, se presenta
antes de la copula. En el caso de los roedores macho, consiste de un periodo de
investigacion anogenital, ademas de la emision de vocalizaciones ultrasénicas de
alrededor de 50 KHz que son emitidas con la intencion de generar excitacion en la
pareja del sexo opuesto (Geyer & Barfield, 1978). En el preambulo de la copula, la
rata macho realiza el marcaje de su territorio con orina, lo cual posee un valor

incentivo para la rata hembra.

Conducta copulatoria

En la conducta copulatoria se pueden distinguir dos fases: una fase apetitiva y una
fase consumatoria. Esta ultima, esta constituida por tres respuestas motoras
particulares: la conducta de monta, la conducta de intromision y la conducta de

eyaculacion.



l. Conducta de Monta (M): durante esta conducta la rata macho monta a la
hembra desde atrds, posando sus patas delanteras sobre ella y
realizando movimientos pélvicos sin lograr la insercion peneana
intravaginal. Posteriormente, el macho desmonta a la hembra muy
lentamente.

I. Conducta de Intromisién (1): durante la conducta de intromision el macho
monta a la hembra dorsalmente y al igual que en la conducta de monta
realiza movimientos pélvicos, logrando la insercion intravaginal del pene,
gracias a que la hembra receptiva asume la postura de lordosis, que es
una curvatura de la columna vertebral de la hembra y va acompafiada
del movimiento de la cola hacia un lado. Después de una intromision, el
macho desmonta a la hembra de manera abrupta, en reversa y asea sus
genitales.

[I. Conducta de Eyaculacion (E): Esta conducta ocurre después de
multiples montas e intromisiones. En ella, el macho logra una intromision
y realiza movimientos pélvicos, uno de los cuales es mas prolongado y
profundo y coincide con la emision del liquido seminal. Una vez que el
macho ha eyaculado, desmonta a la hembra de manera lenta,
frecuentemente levantando las patas delanteras y, en ocasiones, cae de

lado para terminar aseando sus genitales.

Estas 3 respuestas conductuales integran lo que se ha denominado el patrén
copulatorio de la rata macho, que consiste en la ejecucion de varias montas e
intromisiones intercaladas que culminan con la eyaculacién. Después de ésta, el
macho entra en una etapa de inactividad sexual denominada intervalo post-
eyaculatorio (IPE), durante el cual no responde a la estimulacion sexual. Este
periodo tiene una duracion de 5-10 minutos después de una primera eyaculacion;

transcurrido este tiempo, el macho puede reiniciar la copula.



El caracter estereotipado de la conducta sexual de la rata macho ha permitido el
establecimiento de medidas tanto temporales como numéricas para evaluarla.

Estas medidas incluyen a:

= La latencia de monta (LM): es el tiempo que transcurre desde que la
hembra receptiva y el macho entran en contacto hasta que éste realiza la

primera monta o intromision.

» La latencia de intromision (LI): es el tiempo que transcurre desde que se
ponen en contacto el macho y la hembra receptiva hasta que éste realiza la

primera intromision de la serie.

= La latencia de eyaculacion (LE): es el tiempo que transcurre desde que el
macho realizé la primera intromision hasta que se presenta la conducta de

eyaculacion.

= El intervalo post-eyaculatorio (IPE): que consiste en el periodo que
transcurre desde la eyaculacion hasta que se presenta la primera

intromision de una nueva serie copulatoria.
= El namero de montas (M) que preceden a la eyaculacion.

= El nimero de intromisiones (I) que se presentan antes de que el animal

eyacule.

= El nimero de eyaculaciones (E) que presenta el macho en el periodo de

observacion.

A la serie de eventos que se presentan desde la intromision hasta la eyaculaciéon
se les denomina serie eyaculatoria y, si se incluye al IPE, entonces la serie recibe

el nombre de serie copulatoria.

Si bien la conducta sexual es una conducta innata, ésta mejora con la préctica,
lograndose la estabilizacion del patrén copulatorio en los animales con experiencia
sexual. En la figura 1 se representan los componentes del patrén copulatorio de la

rata macho.
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Figura 1: Representacion del patron copulatorio de la rata macho. Se muestra
esquematicamente la secuencia de montas (barras grises) e intromisiones
intercaladas (barras ocres) que preceden a la eyaculacion (barra azul). Los
periodos que corresponden a los parametros temporales de la copula (latencia de
monta LM, latencia de Intromision LI, latencia de eyaculacion LE y el intervalo
post-eyaculatorio IPE) se representan en corchetes violeta, azul, verde y rojo,
respectivamente.

SACIEDAD SEXUAL

Si a una rata macho se le permite copular ad libitum con una misma hembra
sexualmente receptiva, realizara entre 5 y 12 eyaculaciones consecutivas (7 en
promedio) antes de dejar de copular. Se considera entonces que el animal esta
sexualmente saciado. El criterio para considerar que una rata macho ha alcanzado
la saciedad sexual, es que haya transcurrido un periodo de 90 minutos desde que
el animal realizé la ultima eyaculacion, sin que presente otra eyaculacién. Una vez
gue ha dejado de copular, la rata macho permanece sexualmente inhibida por un
periodo de 72 horas y posteriormente va recuperando paulatinamente su
capacidad sexual, requiriendo de un periodo de hasta 15 dias de inactividad
sexual para recuperar su capacidad eyaculatoria inicial (Beach & Jordan, 1956;

Rodriguez-Manzo y cols., 2011).



La inhibicion sexual de las ratas sexualmente exhaustas se manifiesta de dos
maneras diferentes a las 24 hrs post saciedad: dos terceras partes de la poblacion
no responde a la presencia de una hembra sexualmente receptiva y la otra tercera
parte puede copular hasta la eyaculacion, pero no reinicia la copula después de
esa eyaculacion (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994).

Las ratas sexualmente saciadas presentan algunas alteraciones fisiologicas,
ademas de la inhibicion sexual de larga duracion, al compararlas con ratas no
saciadas. Entre ellas destacan una hipersensibilidad generalizada a farmacos, es
decir, que en los animales sexualmente saciados se requieren dosis menores de
farmaco para generar un efecto determinado con respecto a la dosis necesaria
para obtener el mismo efecto en ratas no saciadas (Rodriguez-Manzo y cols.,
2011). Asi mismo, en las ratas sexualmente saciadas se pierden los efectos
facilitadores sobre la copula producidos por la estimulacion eléctrica de areas
cerebrales involucradas en su expresion, tales como el area preoptica media
(APOm), el area tegmental ventral (ATV) y el ndcleo accumbens (NAcc)
(Rodriguez-Manzo y cols., 2000; Rodriguez-Manzo & Pellicer 2007; 2010).

DOPAMINA'Y SACIEDAD SEXUAL

La inhibicion sexual caracteristica de la saciedad es “reversible”, datos de nuestro
laboratorio han demostrado que en el mantenimiento de la inhibicion sexual
participan diferentes sistemas de neurotransmision, entre los que podemos
mencionar el sistema GABAérgico (Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2017),
sistema serotonérgico y noradrenérgico (Rodriguez-Manzo, 1999), opioide
(Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1995), entre otros. El parametro que nos
indica que un tratamiento farmacoldgico revierte la saciedad sexual es el reinicio
de la copula, es decir un aumento en el porcentaje de animales saciados que
tienen conducta sexual hasta presentar una eyaculacién y reiniciar una segunda
serie eyaculatoria después de eyacular (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti,
1994). La administracién sistémica de yohimbina (antagonista a, adrenérgico) y un
agonista de los receptores 5-HT1a serotonérgicos revirtio la inhibicion sexual en

machos saciados (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994), otro hallazgo
5



importante permiti6 determinar que la administracion intra-ATV de naltrexona
(antagonista opioide no especifico) indujo la copula en machos saciados
(Gardufio-Gutiérrez y cols., 2013), asi también, la administracion de bicuculina
permitié la cépula en machos sexualmente saciados, sin embargo este mismo
tratamiento no tuvo ningun efecto en la conducta sexual en machos expertos
(Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2017). Estos antecedentes permitieron
establecer la hipétesis de que la reversion de la saciedad sexual implica una

interaccion directa o indirecta con el sistema dopaminérgico.

SISTEMA MESOLIMBICO DOPAMINERGICO

El sistema mesolimbico dopaminérgico (MLD), también conocido como “el circuito
de la recompensa”, esta formado por neuronas dopaminérgicas cuyos somas se
localizan en el ATV y sus axones proyectan al NAcc y a la corteza prefrontal
(CPF), principalmente (lkemoto, 2010). En la figura 2 se esquematiza cOmo esta
constituido el MLD, asi como las principales poblaciones neuronales del ATV.
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Figura 2: Representacion esquematica del MLD en la que se presentan las tres
poblaciones principales de neuronas que conforman al ATV (neuronas
dopaminérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas), asi como las aferencias de
neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas que provienen de otras regiones
cerebrales y regulan la actividad de las neuronas dopaminérgicas en el ATV. El
circulo amarillo representa la proyeccion de la neurona dopaminérgica del ATV
hacia el ndcleo accumbens.



La actividad de las neuronas dopaminérgicas del ATV es modulada por neuronas
glutamatérgicas y GABAérgicas. En condiciones basales, las neuronas
GABAérgicas del ATV mantienen un tono inhibitorio sobre las neuronas
dopaminérgicas, lo que provoca que éstas mantengan una liberacién ténica de DA
en el NAcc (Lobb y cols., 2011). La exposicion y/o experimentacion de estimulos
recompensantes provoca un cambio en la tasa de disparo de las neuronas que se
acompafia de una liberacion fasica de DA en el NAcc. Ese cambio esta mediado
por la remocién del control inhibitorio que ejercen las interneuronas GABAérgicas
(Jonhson & North, 1992) y por la liberacion de glutamato que estimula a las

neuronas dopaminérgicas (Bariselli y cols, 2016).

El sistema MLD desempefia un papel importante en la regulacion de las conductas
motivadas, como son la ingesta de alimento y la conducta sexual (Berridge, 2007).
En la rata macho, se ha demostrado que la conducta sexual activa al MLD. Asi, en
estudios de microdialisis se determind que cuando a la rata macho se le presenta
una hembra sexualmente receptiva se produce un incremento de la liberacién de
DA en el NAcc (Pfaus y cols., 1990; Pfaus & Phillips, 1991; Damsma y cols.,
1992). Este aumento es aun mayor durante la cOpula y se mantiene durante las
eyaculaciones sucesivas que se presentan durante la cépula hasta la saciedad, lo
gue demuestra que el sistema MLD se activa constantemente durante el desarrollo
de la saciedad sexual (Fiorino y cols.,, 1997; Canseco-Alba, en preparacion).
Ademas, estudios de electrofisiologia muestran que la actividad de las neuronas
del NAcc de la rata macho cambia durante la ejecucion de las diferentes
respuestas conductuales que integran la cOpula; esto se observa como cambios

en la frecuencia de disparo neuronal (Matsumoto y cols., 2012).



Area tegmental ventral (ATV)

El ATV es la estructura en la que, se origina el sistema MLD. Se localiza en el
mesencéfalo o cerebro medio y fue descrita por primera vez por Tsai en 1925
(Tsai, 1925; Nauta, 1958). La definicion del ATV ha ido cambiando; inicialmente se
consideraba que estaba formada por cinco ndcleos y por neuronas
dopaminérgicas solamente. En la actualidad se considera que esta estructura esta
conformada por el ATV rostral (ATVr), el nlcleo pigmental parabranquial (PBP), el
nacleo parainterfascicular (PIF), el nucleo paranigral (PN), el nucleo interfascicular
(IF), el nudcleo linear caudal y rostral (cNLi y rNLi) y el nucleo tegmental
rostromedial (RMTg por sus siglas en inglés), que también recibe el nombre de
“cola del ATV” (Sanchez-Catalan y cols., 2014).

En la figura 3 se representa la distribucion rostral-caudal del ATV segun el atlas de

Paxinos (Paxinos & Watson., 2009), asi como los nucleos que la conforman.

m PFR, parafasciculus retroflexus area

@ PBP, parabrachial pigmented area

w PIF, parainterfascicular nucleus
PN, paranigral nucleus

® VTT, ventral tegmental tail
midline nuclei; IF, interfascicular nucleus,
RLi, rostral linear nucleus, CLi, caudal linear

nucleus

Figura 3: Representacién de la distribucion rostral-caudal del area tegmental
ventral (ATV). Las coordenadas indican la anterioridad respecto a bregma (tomada
de Holly & Miczek, 2016).



Hasta hace poco se consideraba que el ATV estaba formado por neuronas
dopaminérgicas y neuronas no dopaminérgicas. En la actualidad se sabe que
éstas Ultimas son de naturaleza GABAérgica y glutamatérgica. La proporcion de
estos tres tipos de neuronas es diferente, ya que las neuronas dopaminérgicas
conforman entre el 55-56%, mientras que aproximadamente 22% de las neuronas
son GABAérgicas (Johnson & North, 1992; Margolis y cols., 2012) y 2-3% son
glutamatérgicas (Bariselli y cols., 2016). Con base en la diversidad de la poblacion
neuronal del ATV, en 2007 Yamaguchi clasificé al ATV en region anterior, region
media y region posterior; cada una formada por diferentes ndcleos. En el 2014,
Sanchez y colaboradores hicieron una distincion entre ATV anterior y ATV
posterior (Sanchez-Catalan y cols.,, 2014). Los criterios para hacer estas
distinciones incluyeron diferencias en conectividad, en la proporcion de los
distintos  tipos celulares  (neuronas  dopaminérgicas, GABAérgicas,
glutamatérgicas, etc.) y en la expresion diferencial de receptores como los GABAa

y los D2 (Sanchez-Catalan y cols., 2014).

Conectividad del ATV

El mapeo de las proyecciones que recibe o envia el ATV a otras estructuras
cerebrales ha permitido establecer la existencia de un patron complejo de redes
neuronales. Las neuronas dopaminérgicas del ATV reciben aferencias
glutamatérgicas provenientes de la corteza prefrontal medial (mPFC), del
tegmento pedunculo pontino (PPTg), del nucleo tegmental latero dorsal (LDTg), de
la habénula lateral (LHb), de la sustancia gris periacueductal (PAG), del nucleo del
lecho de la estria terminal (BNST) y del nucleo del rafé dorsal (DRN). A su vez,
reciben aferencias GABAérgicas del RMTg también conocido como cola del ATV,
de la PAG, el DRN, el hipotalamo lateral (LH) y el palido ventral (VP). Por otro
lado, las neuronas GABAérgicas del ATV reciben aferencias glutamatérgicas
provenientes de la LHb y la mPFC y aferencias GABAérgicas del NAcc. También
reciben inervaciones GABAérgicas y glutamatérgicas del PAG, DRN, LH y el

BNST. La inervacion glutamatérgica proveniente del ndcleo preoptico antero



ventral, predptico medial y predptico mediano, es varias veces mayor a la
inervacion GABAérgica proveniente de los mismos nucleos (Kall6 y cols., 2015).

Respecto a las proyecciones que surgen del ATV, las neuronas GABAérgicas
establecen sinapsis con interneuronas colinérgicas del NAcc y con neuronas
glutamatérgicas de la LHb; las neuronas glutamatérgicas establecen sinapsis con
neuronas de la LHb y del NAcc que expresan parvalbumina, mientras que las
neuronas del ATV que co-liberan glutamato y GABA establecen sinapsis con
neuronas de la LHb. Las neuronas dopaminérgicas del ATV establecen sinapsis
con las neuronas espinosas medias (MSN por sus siglas en inglés) del NAcc. Las
neuronas que co-liberan dopamina y glutamato también hacen sinapsis con las
MSN del NAcc, ademas de hacerlo con interneuronas colinérgicas del NAcc e
interneuronas GABAérgicas de la mPFC que expresan parvalbumina. Por ultimo,
las neuronas que coliberan dopamina y GABA establecen sinapsis con las MSNs
del NAcc (Morales & Margolis, 2017). Todas estas conexiones se representan en

la figura 4.
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Figura 4: Aferencias y eferencias de las neuronas del ATV. En el panel a del
esquema se resumen las aferencias que reciben las neuronas DA del ATV, en el
panel b las aferencias que reciben las neuronas GABAérgicas del ATV, c resume
las eferencias de neuronas GABAérgicas del ATV al NAcc y el LHb, y el panel d
las eferencias de neuronas glutamatérgicas del ATV y neuronas mixtas que
coliberan glutamato y GABA. En el panel e se muestran las eferencias de
neuronas dopaminérgicas y neuronas mixtas que coliberan DA y glutamato o DAy
GABA en el ATV al NAcc (mPFC: corteza prefrontal medial, PPTg: nucleo
tegmental pedunculo pontino, LDTg: ndcleo tegmental latero dorsal, LHb:
habénula lateral, PAG: sustancia gris periacueductal, BNST: nucleo del lecho de la
estria terminal, DRN: nudcleo del dorsal rafé, RMTg: ndcleo tegmental mesopontino
rostro medial, LHT: hipotdlamo lateral, VP: palido ventral, MSNs : neuronas
espinosas medias del NAcc, PV: parvalbimina) (modificada de Morales &
Margolis, 2017).
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Interaccién de las poblaciones neuronales en el ATV

La liberacion de DA en el ATV es compleja e involucra mecanismos de regulacion
mediados por el glutamato, a través de receptores NMDA constitutivamente
activos y de GABA a través de receptores GABAa (Lobb y cols., 2011).

En condiciones basales, las neuronas dopaminérgicas del ATV liberan dopamina
de manera ténica, mientras que las células GABAérgicas estan ejerciendo un
freno sobre las neuronas dopaminérgicas y regulando la liberacién tdénica de DA
(Lobb y cols., 2011). La actividad de las neuronas dopaminérgicas que surgen en
el ATV es regulada por neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas de esa region

cerebral. Por ello, se incluyen las generalidades de esos neurotransmisores.

GABA

El acido y-aminobutirico (GABA, por sus siglas en inglés) es el neurotransmisor
inhibidor por excelencia en el cerebro adulto, tanto de vertebrados como de
invertebrados. En el sistema nervioso central (SNC) de vertebrados,
aproximadamente el 30% de todas las sinapsis expresan GABA (Bohlen &
Dermietzel, 2002).

La sintesis de GABA se lleva a cabo casi exclusivamente a partir de glutamato,
aunque también pueden servir de precursores el piruvato y la glutamina (Purves y
cols., 2012; Bohlen & Dermietzel, 2002). El paso limitante en la biosintesis de
GABA es la descarboxilacion del acido L-glutamico, que es catalizada por la
enzima glutamato descarboxilasa (GAD, por sus siglas en inglés) (Martin &
Rimvall, 1993). La GAD se encarga de convertir el glutamato en GABA (Bohlen &

Dermietzel, 2002). Esta reaccion requiere de fosfato de piridoxal como cofactor.
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Se han identificado dos isoformas de la GAD, la GAD65 y la GAD67 (Peng y cols.,
1993; Purves y cols., 2012) que son codificadas por dos genes distintos (Erlander
y cols., 1991) y se transcriben Unicamente en células positivas a GABA. Algunas
neuronas GABAérgicas expresan una sola de las isoformas, mientras que otras
expresan una mezcla de GAD 65 y GAD 67 (Esclapez y cols., 1993). Cada
isoforma difiere en afinidad por el cofactor fosfato de piridoxal asi como en su
localizacion subcelular. GAD 65 se encuentra mayormente como apoenzima, es
decir, disociada de su cofactor, mientras que GAD 67 se encuentra asociada a su
cofactor, por lo que se considera como la forma activa de la enzima (Martin &
Rimvall, 1993). Si bien ambas isoformas se localizan en cuerpos neuronales,
dendritas y axones, GAD 65 se observa mayormente en terminales nerviosas y
GAD 67 en cuerpos neuronales y dendritas (Kaufman y cols., 1991; Esclapez y
cols., 1994).

En cuanto al control transcripcional de GAD 67, se ha reportado que la region
promotora del gen que codifica para esta enzima, presenta varios sitios de union
para factores de transcripcion, entre los que se encuentran AP1, AP2, Hox, E-box,
egr-1, NF-kB y CREB (Bowers y cols., 1998; Szabo y cols., 1996; Yin y cols.,
2010), de manera que la activacion de estos factores de transcripcion, inducira
cambios a la alza o a la baja, en el contenido del RNAmM que codifica para la GAD

67 (Bowers y cols., 1998; Szabd y cols., 1996; Hanno-lijima y cols., 2015).

Existen antecedentes que muestran que el RNAm de la GAD 67 es susceptible a
sufrir modificaciones en respuesta al incremento o disminucion de la actividad
neuronal (Bowers y cols., 1998; Cullinan y cols., 1995; Litwak y cols., 1990;
Hanno-lijima y cols., 2015). Se ha establecido que las proteinas de GAD sufren
modificaciones postraduccionales, entre ellas la fosforilacién a través de la PKA
(Wei y cols., 2004). Esta fosforilacion es reversible y constituye un punto de
regulacion para las vias de sefalizacion que regulan el crecimiento celular, la
diferenciacién, la migracion y la apoptosis en eucariontes (de Graauw y cols.,
2006). La actividad neuronal promueve la expresion de BDNF y la GAD se regula

a la alza por acciéon del BDNF (Matsumoto y cols., 2006). En la figura 5 se
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resumen los componentes que forman parte de la biosintesis y degradacion de
GABA.

a N
Presinaptico Glia
Glutamato
GAD GABA, Metabolismo
GAT \

iy
e48a GABA-T

Postsinaptico

Figura 5: Componentes de la sintesis y transporte de GABA en las sinapsis.
GABA es sintetizado a partir de glutamato por accion de la GAD, y es ingresado al
interior de las vesiculas por el transportador vesicular VGAT. Los receptores de
GABA estan localizados en la pre- y la post-sinapsis. La recaptura de GABA
ocurre a través de la accion del transportador membranal de GABA (GAT).
Finalmente, GABA es metabolizado por una reaccion de transaminacion, que es
catalizada por la enzima GABA transaminasa (GABA-T). El metabolismo de GABA
ocurre tanto en neuronas como en células de glia (Modificado de Owens, 2002).
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GLUTAMATO

El glutamato es el neurotransmisor excitador mas abundante en el SNC de los
mamiferos; casi todas las neuronas excitatorias del sistema nervioso central son
de naturaleza glutamatérgica y se estima que mas del 50% de todas las sinapsis
del encéfalo liberan glutamato (Purves y cols., 2012).

La barrera hematoencefalica posee una permeabilidad muy baja al glutamato, por
ello, todo el glutamato en el cerebro se sintetiza mediante la transaminacion de
a-cetoglutarato, tanto en neuronas como en glia. En las células gliales, el
glutamato es transformado en glutamina, que constituye el principal precursor del
glutamato. La glutamina ingresa a las neuronas y, en la terminal sinaptica, es
convertida en glutamato por accion de la glutaminasa. El glutamato es ingresado a
las vesiculas sinapticas por accion de los transportadores vesiculares de
glutamato (VGIUT’s) (Purves y cols., 2012). Hasta el momento se han identificado
tres isoformas de VGIuT's en el SNC: el VGIuT1, el VGIuT2 y el VGIuUT3. El
VGIuT1 y el VGIUT2 se expresan Unicamente en neuronas glutamatérgicas
(Takamori y cols., 2000, 2001), por ello se han considerado biomarcadores
moleculares de estas neuronas, mientras que el VGIUT3 ha sido encontrado en
neuronas que utilizan otros neurotransmisores ademas de glutamato. Entre ellas
podemos mencionar a las neuronas GABAEérgicas, interneuronas colinérgicas,
neuronas monoaminérgicas y células de glia (Gras y cols., 2002; Fremeau y cols.,
2002; Schéafer y cols., 2002).

Ademas de los receptores, los transportadores membranales de glutamato o
transportadores vesiculares (VGIuT1-3) juegan un papel clave en la regulacion de
las concentraciones de glutamato extracelular (Hinoi y cols., 2005). Los VGIuT's
son necesarios para el transporte de glutamato al interior de las vesiculas de
secrecion y por lo tanto, pueden considerarse indicadores indirectos de la

actividad glutamatérgica (Erickson y cols., 2006).
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En algunas enfermedades asociadas con alteraciones en la transmision
glutamatérgica, se ha determinado que cuando la alteracion involucra incrementos
en la transmision glutamatérgica éstos van acompafiados de un aumento en el
contenido del RNAmM de VGIuT2, mientras que se presenta una disminucion en su
expresion cuando la alteracién involucra una disminucion de la actividad neuronal
glutamatérgica (Scott y cols., 2008; Uezato y cols., 2009; Glazova y cols., 2015).
Estos antecedentes ponen de manifiesto que el RNAmM de VGIuT2 es sensible a

cambios en la transmision glutamatérgica.
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JUSTIFICACION

La coOpula es una conducta recompensante que activa al MLD, aumentando la
liberaciéon de DA en el NAcc. La actividad del MLD esta regulada por aferencias
GABAérgicas y glutamatérgicas en el ATV. Durante la copula (estimulo
recompensante) la actividad de las neuronas GABAérgicas se inhibe y la de las
glutamatérgicas aumenta. No se sabe si estos cambios se mantienen durante el
proceso de cépula hasta la saciedad, por lo que es importante determinar si la
actividad de estos dos tipos de neuronas se modifica por la cdpula intensa.

Por otro lado, los tratamientos farmacolodgicos que revierten la inhibicion sexual
caracteristica de la saciedad interactian directa o indirectamente con la
transmision dopaminérgica para inducir la expresion de la copula. Seria importante
determinar si el aumento en la liberacion de DA en el NAcc es capaz de revertir la

saciedad sexual.

HIPOTESIS

1. La activacion intensa del circuito mesolimbico dopaminérgico que tiene
lugar durante una sesion de copula hasta la saciedad producird un aumento
en la actividad de las neuronas glutamatérgicas y una disminucién en la
actividad de las neuronas GABAérgicas del ATV, que se reflejardn en
cambios en el contenido de los RNA mensajeros (RNAm) del transportador
vesicular de glutamato VGIuT2 y de una de las enzimas que participan en la

sintesis de GABA, la glutamato descarboxilasa isoforma 67 (GAD 67).

2. El aumento en las concentraciones de DA en el NAcc, inducido por la
administracion de orexina A en el ATV, revertirda la inhibicion sexual de ratas

sexualmente exhaustas.
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OBJETIVOS

Objetivos generales

1. Analizar si la cépula hasta la saciedad produce cambios en la expresion del
RNAmM de la enzima GAD 67 y del RNAm del transportador vesicular de
glutamato VGIuT2.

2. Establecer si la induccién farmacolédgica de un incremento en la liberaciéon

de DA en el NAcc revierte la saciedad sexual.

Objetivos particulares

1. Determinar si hay diferencias en los niveles de RNAm del transportador
vesicular de glutamato tipo 2 (VGIuT2) en el ATV entre ratas macho que no

copulan, que eyaculan una vez y que copulan hasta la saciedad.

2. Determinar si hay diferencias en los niveles del RNAmM de la enzima GAD67
en el ATV entre ratas macho que no copulan, que eyaculan una vez y que

copulan hasta la saciedad.

3. Establecer si un aumento en la liberacion de DA en NAcc, inducido por la
administracion intra-ATV de orexina A, revierte la inhibicién sexual de ratas

sexualmente saciadas.
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METODOLOGIA

Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de 11 semanas de edad, que fueron alojadas
en el bioterio en condiciones de temperatura controlada (22-24°C), bajo un ciclo de
luz-oscuridad invertido (12/12 hrs, la fase de oscuridad inicia a las 10:00 am) y con
acceso a alimento y agua ad libitum. Se utilizaron machos sexualmente expertos
(animales que eyacularon en un tiempo menor a 15 minutos en al menos 3 de 5
sesiones de conducta sexual) y hembras sexualmente receptivas como estimulo
sexual. La receptividad se indujo por la administracion secuencial de 12 ug/rata de
benzoato de estradiol seguida de 6 mg/rata de progesterona 24 y 4 hrs previas a
la prueba de conducta sexual, respectivamente. Las hembras estuvieron

sexualmente receptivas 4 hrs después de la administracion de progesterona.

Registro de la conducta sexual

La conducta sexual fue evaluada en la fase oscura del ciclo, que corresponde a la
etapa activa de los roedores. Esta evaluacion, se realizé en un cuarto iluminado
con luz roja. Los machos se colocaron individualmente en una arena cilindrica con
una cama de aserrin y se les permitié un periodo de adaptacion de 5 min antes de

introducir a una hembra sexualmente receptiva y registrar su actividad sexual.

Paradigma de Saciedad Sexual

El paradigma de saciedad sexual utilizado en este proyecto consistio en permitir a
las ratas macho sexualmente expertas copular ad libitum con una misma hembra
receptiva hasta alcanzar el criterio de saciedad sexual, es decir, hasta que
transcurren 90 minutos desde la ultima eyaculacion sin que se presente otra

eyaculacion.
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Actividad ambulatoria

Al concluir el registro de la conducta sexual de los machos se evalud su actividad
locomotora espontanea a fin de descartar posibles efectos inespecificos de los
farmacos que pudieran haber interferido con la ejecucion de la conducta sexual.
Esta conducta se evalu6 durante 5 minutos utilizando un actimetro (Marca
Panlab). El actimetro se limpié con una solucién de cloruro de benzalconio al 10%

entre cada una de las determinaciones para eliminar rastros de olores.

Cirugia estereotaxica

Para la administracion intracerebral se implantaron bilateralmente canulas guia,
dirigidas al ATV, por medio de cirugia estereotaxica. Los animales se anestesiaron
con una mezcla de ketamina (100 mg/kg, i.p.) y xilazina (10 mg/kg, i.p.) y se
montaron en un aparato estereotaxico. Se hizo una incision en la piel de la cabeza
para exponer el craneo, se localizaron las coordenadas correspondientes al ATV
[AP: -5.2 mm desde bregma, L: 1.0 mm y DV: 8.6 mm] (Paxinos & Watson, 2009)
y se hicieron los trépanos a través de los cuales se introdujeron las canulas guia,
de 1 cm de longitud y 27G, que fueron fijadas al craneo con acrilico dental y un
tornillo que sirvi6 como anclaje. Después de la cirugia, los animales se colocaron
en cajas individuales y se les permitié un periodo de recuperacion de una semana
antes de realizar el experimento. Después del segundo dia de recuperacion, los
animales se manipularon todos los dias para habituarlos y poder administrar el

farmaco sin anestesiarlos.

Administracion de tratamientos intra-ATV

La administracion intra-ATV de orexina A, disuelta en agua milli Q a la cual se le
adiciond 1% de &cido acético o su vehiculo (agua milli Q al 1% acido acético) se
realizd por medio de canulas de inyeccion cuya longitud alcanzaba el ATV [DV: 8.6
mm)], acopladas a jeringas Hamilton de 10 ul por medio de un catéter flexible. El
farmaco se administré bilateralmente con la ayuda de una bomba de infusion
(marca Kd Scientific), a una velocidad constante de 0.5 pl/ 3 min. Al término de la
administracién, las canulas de inyeccion se dejaron 1 minuto adicional antes de

retirarlas para asegurar que el contenido del farmaco terminara de difundir

20



completamente. Transcurridos 5 minutos, los animales se sometieron a la prueba

de conducta sexual.

Verificacion del sitio de implantacion

Una vez que concluy6é el registro de la conducta sexual, los animales se
anestesiaron con pentobarbital sédico por rata via intraperitoneal y se perfundieron
por via intracardiaca con 50 ml de solucion isotonica de NaCl (0.9%), seguidos de
150 ml de formaldehido al 10%. Los cerebros se disectaron y post-fijaron hasta 24
horas antes de cortarlos. En los cerebros congelados se hicieron cortes coronales
de 40 pym en la region correspondiente al ATV, con la ayuda de un criéstato. Las
rebanadas se montaron en portaobjetos que se utilizaron como negativo y con
ayuda de un escaner se obtuvieron imagenes en las que se verificd el sitio de

implantacion.
Farmacos

El benzoato de estradiol y la progesterona, asi como la orexina A se obtuvieron de
Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO, USA). Las hormonas se
disolvieron en aceite de maiz y se administraron por via s.c. La orexina A se
disolvid en agua milli Q con 1% de &cido acético y se administrd por via

intracerebral.
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Efecto de la administracion intra-ATV de diferentes concentraciones de
orexina A en ratas macho sexualmente saciadas

Disefo experimental

Se utilizaron 4 grupos independientes de ratas macho sexualmente saciadas (n=7-
8, cada uno) a las cuales se les permitié copular hasta la saciedad y a las 24 horas
post-saciedad se les administraron diferentes concentraciones de orexina A 0 su
vehiculo por via intra-ATV. Posteriormente se registré su actividad sexual hasta
gue completaran una serie copulatoria o transcurrieran 60 minutos sin que

presentaran actividad sexual (Figura 6).
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24hrs |

Machos sexualmente exhaustos

' Vehiculo (0.5 pi/ ‘ [0.03 nM] [0.1 nM] ‘ [0.3 nM]
 cinula) (n=7) m=8) - (n=7) (n=7)

[ > - I L I > b I

5 min

Registro de la conducta sexual

{Una serie copulatoria o 60 min sin copular)
Sacrificio |

Verificacion del sitio
de implantacion

Figura 6: Disefio experimental utilizado para determinar el efecto de la
administracion de Orexina A intra ATV en ratas macho sexualmente
saciados.
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Determinacion de los niveles de RNAm de VGIuT2 y GAD 67 en el ATV por

hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Obtenciodn de tejidos

Los animales fueron anestesiados con 0.6 ml de pentobarbital sédico por rata
(ANESTESAL marca Pfizer, [6.3 g/100 ml]) y se les realizé una perfusién
transcardiaca empleando 50 ml de buffer de fosfatos (PBS) 1x, pH=7.4 [PBS 10X=
1.36M NaCl, 14.7 mM KH2POa., 80mM NazHPO4, 26.8 mM KCI, H20-ISH] que
contenia 15,000 Ul/It de heparina (Inhepar, solucion inyectable) y 150 ml de
paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS 1X para fijar el tejido. Al término de la
perfusion los cerebros fueron disectados y post fijados individualmente en una
solucion de PFA al 4% en PBS 0.01 M pH=7.4 durante 24 hrs a 4°C. Para
criopreservar el tejido, los cerebros fueron colocados en una solucion de sacarosa
al 25% disuelta en PBS por 24 hrs a 4°C o hasta que los cerebros permanecieran
en el fondo de los viales. Los tejidos se congelaron con hielo seco pulverizado y se
almacenaron a -80°C hasta su procesamiento en un ultracongelador (marca

Thermo Scientific modelo 956).

Procesamiento de los cerebros

Se realizaron cortes coronales de 20 ym de grosor por medio de un criéstato
(marca Microm, modelo HM525) a lo largo del ATV en direccion rostral-caudal
(Bregma -5.52 a -6.48 mm; Paxinos & Watson 2009). Los tejidos fueron colectados
en PBS 1x, pH=7.4 en 6 series, cada 3 cortes (alternando una rebanada si y una
no). Los cortes se montaron en laminillas cargadas electrostaticamente (marca
Fisher Scientific, Cat. 125-550-15) con ayuda de un pincel fino previamente tratado
con inhibidor de RNAsas (RNAsa Zap, marca Ambion) y PBS 1x. Los tejidos se
colocaron en una estufa con temperatura controlada (marca Hinotek, Modelo DZF-
6030A) a 42°C, toda la noche para optimizar la adherencia del tejido a la laminilla
y eliminar las burbujas que hubieran quedado entre el tejido y el portaobjetos.
Finalmente, los tejidos se almacenaron en un ultracongelador a -80°C hasta su

uso.
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Linearizacién y purificacion de los pldsmidos que contenian la secuencia para
VGIuT2 o GAD 67

Para las hibridaciones fluorescentes se utilizé un plasmido que contiene 879 pb de
la secuencia del cDNA que codifica para VGIuT2 (numero de registro en el Gene
Bank NM_053427). Este fragmento es complementario a las bases 522-1400 del
RNAmM de VGIUT2 (Hrabovsky y cols., 2004; secuencia en la seccién de anexos).
El plasmido empleado para detectar GAD 67 contiene un fragmento de 535 pb
(numero de registro en el Gene Bank NM_017007.1) complementario a las bases
232-769 del cDNA de GAD 67 (Petersen y cols., 2002; secuencia en la seccién de
anexos). Ambos plasmidos se linearizaron con enzimas de restriccion de New
England BiolLabs y se purificaron previo a la transcripcioén in vitro de la sonda con
rUTP-digoxigenina (UTP-dig). Se emple6é 1 unidad de enzima de Sal I/ ug de
plasmido VGIUT2 por linearizar y 1 unidad de Sac I/ ug de plasmido GAD 67 por

linearizar.

En ambos casos se linearizaron 30 ug de cada plasmido con la enzima de
restriccion mencionada, empleando un horno seco con temperatura controlada
(marca Hinotek, Modelo DZF-6030A) por un tiempo de incubacion minimo de 4
horas a 37°C. Como punto de referencia se consideré la constante que establece
que 1 unidad de enzima es capaz de digerir 1 ug de un plasmido conocido a 37°C

en una hora.

Las digestiones se hicieron como se indica en la tabla siguiente:

30 ug 10 pl NE31 517 4l 100 ul

- Sac | 30 ug 10 Niﬁ . 51.7 30U 100

Tabla 1: Digestion de los plasmidos utilizados en las FISH de VGIuT2 y GAD 67

Una vez transcurrido el tiempo de linearizacion, se transfirieron los tubos
eppendorf a hielo frappé con el fin de detener la reaccién. Para verificar si la
linearizacién habia sido total, se corri6 un gel de agarosa al 1% - TBE 1x,
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empleando 1/10 del volumen de la reaccion y se tifid con bromuro de etidio (300 pl
del Stock [10 mg/ml] / 250 ml agua). Una vez determinada la linearizacién total del

sustrato, se procedié al paso de purificacion del DNA.

Purificacion del DNA

La purificacion del DNA linearizado se llevé a cabo mediante extraccion 1:1 (v/v)
de fenol: cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). La mezcla del plasmido: fenol se
agité en el vértex durante 60 segundos; posteriormente se adicioné el cloroformo-
alcohol isoamilico y se repiti6 el paso de agitacién durante 60 segundos. Se
realizé un paso de centrifugacién de 4 min a 13,500 rpm’s a temperatura ambiente
(TA) para recuperar en un tubo estéril la muestra contenida en la fase acuosa; se
adicion6 un volumen mas de agua a la fase organica, se agitd por 60 segundos en
el vortex y se centrifugdé a 13,500 rpm por 4 minutos a TA. Se recupero la fase
acuosa adicionandola al tubo que contenia la fase acuosa del paso anterior y se
hizo una extraccion adicional con un volumen (1:1) de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) agitando 60 segundos en el vOrtex o hasta que la solucién se
pusiera lechosa. Se centrifugo a 13,500 rpm a TA para separar la fase acuosa de
la fase organica y se recuperoé la fase acuosa en un tubo estéril de 1.5 ml para
precipitar la muestra con 1/10 de NaCl 5M mas dos volimenes de etanol absoluto
frio durante toda la noche (O/N) a -80°C. La mezcla se centrifugdé a 13,500 rpm
durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante de etanol se decanté en un tubo limpio
rotulado como SN100 cuidando de no desprender la pastilla que contenia al
plasmido linearizado; se adicionaron 500 pl de etanol al 70%- H>O-ISH para retirar
el exceso de NaCl mediante un paso de centrifugacion a 13,500 rpm durante 8
minutos a 4°C. Se retir6 el alcohol al 70% y se recuperd en un tubo limpio rotulado
como SN70. En este paso fue relevante tener cuidado de no aspirar con la punta
de la pipeta, la pastilla que contenia el plasmido, ademas de retirar la mayor
cantidad posible de alcohol, ya que éste puede potencialmente inhibir a la RNA
polimerasa que se emplea en el siguiente paso (transcripcién in vitro). La pastilla
con el plasmido se secé de 10 a 15 minutos a TA; una vez seca, se resuspendio

en HxO-ISH estéril, en un volumen que permitiera obtener una concentracion final
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aproximada de 1 pg/ul. Nuevamente se corrid un gel de agarosa al 1%-TBE 1x
para confirmar la calidad y concentracion del DNA purificado.

Transcripcion in vitro. Marcaje de sondas de RNA complementarias al RNAm
de VGIuT2 y GAD 67

Para las FISH se utilizaron sondas que fueron marcadas con digoxigenina-11-a-
UTP (dig-UTP). El marcado de sondas se realiz6 empleando 1.5 pg del plasmido
linearizado de VGIuT2 o GAD 67 desnaturalizado durante 5 minutos en agua en
ebullicion. Transcurrido ese tiempo, los tubos que contenian a los plasmidos (uno
por sonda) se colocaron en hielo, a cada tubo se le adiciond lo siguiente: 2 pli
buffer de transcripcion 10X, 1 yl de dithiothreitol (DTT) 0.1 M, 3 ul de una mezcla
de nucledtidos A, G, C 10 mM, 2ul de rUTP 1mM, 2 pl de digoxigenina 11-a-UTP
10 mM y 0.5 pl de inhibidor de RNAsas (40 U/ul). Se agregaron 30 unidades de la
enzima T3 RNA polimerasa (6 pl, 5000 U/ml, marca Roche) y H>O-ISH para
obtener un volumen final de 20 ul. El tubo con la mezcla de reaccion se coloco en
un horno con temperatura controlada a 37°C durante 1 hora. Transcurrido ese
tiempo, se adicionaron 30 unidades mas de T3 RNA polimerasa (6 pl) a cada uno
de los tubos y se incub6 de nuevo durante 1 hora a 37°C. Transcurrido este
periodo se adicionaron 10 unidades de DNAsa | (10 U/ul), 20 unidades de
inhibidor de RNAsas (40 U/ul), 1 pl de RNA de transferencia (RNAt; 10 mg/ml) y se
incubd a 37°C por 45 minutos. Para detener la reaccion de transcripcion se

adiciono H>O milli Q hasta llegar a un volumen final de 100 pl.

Los transcritos marcados con dig-UTP se precipitaron con 1/25 del volumen de
NaCl 5 M + 3 volumenes de etanol absoluto frio durante 12 horas a -20°C.
Posteriormente se centrifugaron durante 30 minutos a 13,500 rpm’s a 4°C, se les
retir6 el sobrenadante y se lavaron una vez en etanol al 70% (vol:vol en H20); la
pastilla que contenia cada uno de los transcritos marcados se dejo secar por 5
minutos a TA y finalmente se resuspendié en 100 pl de 0.1% dodecil sulfato de

sodio (SDS)- H.O-ISH. Los transcritos se almacenaron a -80°C hasta su uso.
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Tratamiento de pre-hibridacion para tejidos perfundidos

La preparacion de los tejidos perfundidos para hibridacion se llevé a cabo en cajas
coplin en las que se realizaron los siguientes tratamientos, todos con agitacién

continua:

+* 1 lavado en PBS 1X durante 3 minutos a TA

+ 1 lavado con tritébn X-100 al 0.3%- PBS 1X en H>O-ISH durante 15 minutos
aTA

+* 1 lavado en PBS 1X en H20-ISH durante 3 minutos a TA

+* Incubacién con proteasa K (1 pg/ml) por 30 minutos a 37°C

+ Fijacion adicional en paraformaldehido al 4% - PBS 1X durante 5 minutos a
TA

+* 2 lavados en PBS 1X durante 3 minutos cada uno a TA

+* Acetilacion con anhidrido acético al 0.25% - trietanolamina 0.1M durante 10
minutos a TA. La solucion se preparé al momento debido a que el anhidrido
acético se ioniza con el agua; se utliza trietanolamina (TEA) para
mantenerlo en su forma original, sin embargo, ésta Ultima pierde su
propiedad protectora al oxidarse con la luz)

+ 1 lavado en formamida al 50% en SSC 2X H>O-ISH en un rango de 10
minutos a 1 hora, a 37°C. Las laminillas permanecieron en esta solucion

hasta que les coloc6 la mezcla de hibridacion.
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Buffer de hibridacidn

Para preparar 1 ml de buffer de hibridacion se adicionaron los siguientes reactivos

en el orden que se indica:

Dextran Sulfato 0.1g
SSC 20X 100 pl
Tris— HCI 1 M pH=8.0 250 pl
Agua 55 pl
Denhardt’s 100XC 10 ul
DTT1M 10 pl
DNAss (desnaturalizado 5 min a 25 yl
65 °C)
Formamida 500 pl
SDS 10% 50 pl
Total 1000 pl

Tabla 2: Composicion del buffer de hibridacion

** DNAss: DNA de esperma de salmén

Hibridacion in situ fluorescente (FISH) para VGIuT2 y GAD 67

Las FISH para VGIuT2 y GAD 67 se hicieron en 6 cortes representativos/ animal/
grupo experimental (n=3) por sonda, con Bregma distinto, en direccion rostral-
caudal del ATV.

Cada laminilla se hibriddé con 60 pl de mezcla de hibridacion que contuvo: 3 pl de
la sonda marcada con digoxigenina (VGIuT2 o GAD 67), 0.75 yl de DTT 1 My
56.25 pl del buffer de hibridacion (Tabla 2). Los transcritos fueron desnaturalizados
por 5 minutos a 65°C y colocados inmediatamente en hielo. La mezcla de
hibridacién se incubé a la temperatura de hibridacion durante 30 minutos vy
posteriormente se colocd sobre los tejidos de cada una de las laminillas; con la
ayuda de una pinza, se cubrié con un parafilm del tamafio necesario para cubrir
los cortes. El parafilm permitié que la mezcla se distribuyera de manera uniforme

en todos los cortes. Las laminillas se colocaron dentro de camaras humedas que
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contuvieron una cama de papel absorbente en la tapa, cubierta con una solucion
de SSC 1X/ formamida 1:1 (vol:ivol). Las camaras humedas se sellaron
cuidadosamente con plastico adherible y se colocaron en posicion vertical en un

horno a 54°C durante toda la noche.

Lavados post-hibridacion

Las cajas humedas que contenian las laminillas hibridadas se sacaron del horno,
se retir6 el parafilm de cada laminilla y se colocaron en una solucion de buffer SSC
1X a TA para eliminar el exceso de mezcla de hibridacion. Posteriormente se
colocaron en las rejillas de las cajas coplin para realizar una serie de lavados con
agitacion continua y diferentes condiciones de astringencia y temperatura con el

fin de eliminar el pegado inespecifico de la sonda:

+ 1 lavado en buffer SSC 1X por 15 minutos a TA

+ 1 lavado en buffer 1X sin RNAsa durante 5 minutos a 37°C (29.22 g de NaCl,
10 ml de Tris HCI 1 M pH=8.0, 2 ml de EDTA 0.5 M pH=8.0, aforado a 1 litro
con H20-ISH).

+ 1 lavado con RNAsa A (50 ug/ml) disuelta en buffer de RNAsa 1X durante 1
hora a 37°C

+ 1 lavado con buffer SSC 1X durante 15 minutos (en este paso se incrementa
la temperatura del bafio de 37°C a 65°C)

+* 1 lavado con buffer SSC 0.5X durante 15 minutos a 65°C

+* 2 lavados con buffer SSC 0.1X durante 30 minutos cada uno a 65°C

+ 1 lavado con buffer SSC 0.1X durante 5 minutos a TA para retirar los residuos
eliminados por el buffer a 65°C del paso anterior

+ Se sustituyo el buffer del lavado a TA por la solucion de bloqueo [(SSC 2X, 2%
de albumina bovina grado cultivo celular (BSA marca sigma Cat. A-8022),
0.05% de Tritobn X-100 y H-O milli Q hasta el aforo] y se incub6 a TA o 22°C

durante 5 horas en agitacion moderada.
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Incubacion con el antidigoxigenina-peroxidasa

Después de la solucion de bloqueo, se incubé con el anticuerpo anti dig-
peroxidasa (Ab POD) 1:50, diluido en Triton 0.3%, BSA 1%, Buffer A (0.1M Tris
HCI pH=7.6, NaCl 0.15 M en H>0O-ISH). Cada laminilla contuvo:

60 ul de la mezcla de incubacidén que contenia el anticuerpo1:50 y solucion de
blogueo SSC 2X, 2% BSA, 0.05% de Triton X-100 en H>O milli Q. La mezcla se
coloco, con ayuda de unas pinzas y los tejidos se cubrieron con parafilm, evitando
la formacion de burbujas. Las laminillas se colocaron en una cadmara humeda
(preparada s6lo con agua en papel absorbente colocado en la parte superior de la
tapa), de tal forma que las laminillas quedaran en forma horizontal, y se dejaron
incubar 48 hrs a 4°C.

Revelado de sefial digoxigenina con Tiramida-DMSO-Alexa 488

1. Las laminillas y las soluciones stock (PBS 10X para inmuno y PBT, ver
anexo) almacenados a 4°C se atemperaron durante 30 minutos antes de
iniciar el protocolo.

2. El dimetil sulfoxido (DMSQO) almacenado a -20°C proveniente del kit TSA se
atempero 1 hr antes de comenzar

3. Se retird la cubierta de parafilm con buffer PB 0.01 M pH=7.4 a TA.

4. Se hicieron 4 lavados con PBT durante 15-20 minutos cada uno a TA con
agitacion moderada.

5. Se colocaron 60 ul (60 pyl=mismo volumen que usamos para hibridar) de la
mezcla de revelado (marca Invitrogen, kit Cat. MP20912 # 2) sobre los
tejidos de cada laminilla y se cubrieron con papel parafiim de manera
similar al paso de la incubacion con el anticuerpo. La mezcla se dejo actuar

por un periodo de 15 minutos (30 min como maximo).
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Cada 303 pl de la mezcla de revelado fueron suficientes para revelar la sefial de 6

cortes por portaobjeto y un total de 7 laminillas. La mezcla contuvo *:

Buffer de amplificacion (vial 1 del kit) 297 i
Vial 3 3l
Tyramida-DMSO 3l
Total 303 pl

Tabla 3: Composicion de la mezcla de revelado para obtener la sefial de la

digoxigenina.
* Ver composicion de las soluciones en el apartado de anexo

1. Se retir0 la cubierta de parafilm y el exceso de mezcla de revelado con buffer
PB 0.01 M pH=7.4 a TA.

2. Se hicieron 3 lavados con buffer PBT* durante 15-20 minutos cada uno a TA
con agitacion moderada.

3. Se realizé 1 lavado mas con buffer PB 0.01 M pH=7.4 a TA por 15-20 minutos.

4. Por ultimo, las laminillas se montaron con Antifade reagent (marca Molecular
Probes, Cat. P7481).

5. Las laminillas se dejaron secar, se sellaron con barniz de ufias, se cubrieron de
la luz y se observaron al microscopio. Después del analisis se almacenaron en

un lugar protegido de la luz y con baja humedad.

Analisis de la sefial emitida por el Alexa 488 en el ATV de ratas
macho con o sin experiencia sexual.

El analisis de la sefal emitida por el fluorocromo Alexa 488 acoplado al Ab-dig-11
UTP-peroxidasa mediante el enlace estreptavidina-peroxidasa, se llevdé a cabo
mediante la cuantificacion de la densidad éptica integrada (DOI) y el nimero de
particulas fluorescentes presentes en las rebanadas de tejido que contenian al
ATV.
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Las imégenes fueron adquiridas empleando el objetivo 40X de un microscopio
confocal de escaneo laser Zeiss 510 META, equipado con un laser de iones de
argéon de 488 nm (Alexa Fluor 488), acoplado a un Microscopio Axiovert 200 M.
Para la adquisicion de las imagenes con fluorescencia se mantuvieron constantes
los siguientes parametros: punto de referencia=1, ganancia del detector=750,
desplazamiento del amplificador=-1.738, ganancia del amplificador=1, fuente
laser= 25% y se mantuvieron idénticos en la adquisicion de todas las imagenes de
los grupos analizados para permitir la comparacion de mediciones de la intensidad
de la seial entre grupos.

Para realizar las mediciones de la DOI y el numero de particulas en las imagenes
con fluorescencia que se adquirieron de los tejidos hibridados, estas fueron
transformadas a formato TIFF empleando el programa LSM Image Browser y
cuantificadas con el programa Image J de uso libre (National Institute of Health).
Las imagenes se convirtieron a escala de grises de 8 bits, se invirtieron y se les
ajusto el umbral a 245. Se analizaron 3 animales/grupo experimental, con 6 cortes
de cada uno y dos fotomicrografias de cada rebanada (ATV izquierdo y derecho)

con diferente anterioridad con respecto a bregma.

La DOI de la sefal fluorescente emitida por el Alexa 488 se midi6 en un area
cuadrada de la imagen digital (=226 um por lado), que se mantuvo constante entre
imagenes. Las imagenes fueron adquiridas con el microscopio confocal en la
region correspondiente al ATV en cada corte (12 imagenes/animal= 36/grupo). Los
resultados se expresaron como DOI, equivalente al numero de particulas

fluorescentes/ unidad de area en um?2.

La cuantificacion del numero de particulas fluorescentes se hizo en todas las
neuronas marcadas con fluorescencia que presentaron el nucleo bien definido,
célula por célula, en cada una de las imagenes digitales obtenidas (en un area de
=226 um por lado). Con el programa Image J se delimité el contorno de la sefial
fluorescente en cada célula y se midié en nimero de particulas presentes en la
region seleccionada. El numero de particulas se determind en un promedio de

entre 115 y 153 células por grupo experimental para la FISH de VGIuT2 y entre 91
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y 210 células en promedio para la sonda de GAD 67. Los resultados se

expresaron como el numero total de particulas fluorescentes por célula positiva.

Disefio experimental de las hibridaciones in situ fluorescentes (FISH)

Se utilizaron 3 grupos independientes de ratas macho sexualmente expertas
(n=3, cada uno) uno de los cuales ejecutd una serie eyaculatoria, otro copuld
hasta la saciedad y ambos fueron sacrificados 24 horas después. El tercer grupo
no tuvo actividad sexual previa al sacrificio y sirvi6 como control. Se obtuvieron los
cerebros, de cada uno de los grupos, se realizaron cortes coronales de la region
gue abarca el ATV (desde -5.4 a -6.72 mm con respecto a bregma) que se
hibridaron con sondas marcadas con fluorescencia para VGIuT2 o para GAD 67
(figura 7).

Se incluyé también un grupo de machos sexualmente naive, que se alojaron en el
bioterio en las mismas condiciones que los animales sexualmente expertos y se
sometieron a 5 sesiones, de 30 minutos cada una, de exposicion a la arena en la
gue se realizaron las sesiones de coOpula, sin la presencia de una hembra. Este
grupo se comparo con el grupo de machos sexualmente expertos que no tuvo
actividad sexual previa al sacrificio con el fin de determinar si habia diferencias en
la expresion basal de los RNAm para VGIuT2 y para GAD 67, que pudieran estar

asociadas a la experiencia sexual.
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Diseio experimental de las FISH de VGIluT2 y GAD 67

Machos con actividad sexual

' Ratas Sexualmente Naive: | -~ ~ [ - N B
. " . ) ) I eyaculacion: Saciados: sacrificados
5 sesiones (30 min) de C‘"f”‘ ol e.\,peﬂcjr‘ sacrificados 24 h 24 1 después de la
exposicion a la arena de sacrificados 5 dias a s de ei 611 de copula h
_ _ después de la iiltima espués de ejecutar una sesion de copula hasta
copula sin ¥ (n=3) RN | serie evaculatoria (n=3) | | la saciedad (n=3) J

AN

— - I

Hibridacion in situ
fluorescente para GAD 67

iy A

Hibridacion in situ
fluorescente para VGluT2

Y
Cuantificacion del mimero de
particulas, la DOI y el niimero
_ de células positivas
Figura 7: Disefio experimental para el analisis de los cambios en el RNAm para VGIuT2 y GAD 67 por hibridacion in situ
fluorescente (FISH).
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Analisis estadistico

Para determinar diferencias en los valores de la DOI, el nimero de particulas y el
numero de células positivas entre los machos sexualmente expertos, los machos
gue ejecutaron 1 eyaculacion y los machos sexualmente saciados, se emple6 un
ANOVA de una via seguida de Holm-Sidak como prueba post hoc. Las
comparaciones pareadas entre los datos de animales sexualmente naive y

sexualmente expertos se hicieron con una prueba t no pareada.

Las diferencias en los porcentajes de machos sexualmente saciados que
presentaron las diferentes respuestas de la conducta sexual (M, I, E y RC) en

respuesta al tratamiento se analizaron por medio de la F de Fisher.

Los datos de la actividad ambulatoria espontanea se analizaron por medio de un
ANOVA de Kruskal-Wallis seguido de Dunn.

Todos los analisis se realizaron empleando el programa Sigma Plot, version 12.3.
En todos los casos se considerd una diferencia estadistica significativa cuando
p<0.05.
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RESULTADOS

Efecto de la condicion sexual sobre los niveles de RNAm del transportador
vesicular de glutamato tipo 2 (VGIuT2) en el ATV de ratas macho

La figura 8 muestra la densidad O6ptica integrada (DOI) de la fluorescencia
asociada al RNAm de VGIuT2, en el ATV de ratas macho con diferente condicion
sexual. Se puede observar que la DOI es significativamente mayor en los machos
saciados en comparacion tanto con el grupo que ejecuté 1 eyaculacion (ANOVA
seguido de Holm-Sidak, p<0.001) como respecto del grupo control (ANOVA
seguido de Holm-Sidak, p<0.001).

DENSIDAD OPTICA INTEGRADA DEL RNAm DE VGIuT2
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CONTROL 1 EYACULACION SACIADOS

Figura 8: DOI del RNAmM de VGIuT2 de ratas macho que no tuvieron actividad
sexual previa al sacrificio (control sin actividad sexual reciente), que eyacularon 1
vez (1 eyaculacién) o copularon hasta la saciedad (saciados) 24h antes del
sacrificio. Los resultados se presentan con el promedio £ esm. ANOVA de una via
seguida de Holm-Sidak, *** p<0.001; n=3/grupo.
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# particulas fluorescentes

La figura 9 muestra el nimero de particulas fluorescentes para el VGIuT2
cuantificadas en el ATV de animales con diferente condicion sexual. Los animales
sexualmente saciados expresaron un numero de particulas fluorescentes
significativamente mayor en comparacion con los machos control (p<0.001) y los

gue ejecutaron 1 eyaculacién (p<0.001).

NUMERO DE PARTICULAS DE VGIuT2

*kk
600 - . *
*kk

500 A

400 A

300 A

200

e 1 Eyaculacién E:: E ++

O 4

CONTROL 1 EYACULACION SACIADOS
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Figura 9: Numero de particulas fluorescentes al RNAm de VGIuT2 presentes en
las neuronas del ATV de ratas macho con diferente condicion sexual. Los
resultados se presentan como el promedio + esm. ANOVA de una via, seguida de
Holm-Sidak ***p<0.001; n=3/grupo. Acercamiento digital empleando el programa
Image J de una neurona completa presente en fotomicrografias representativas de
microscopio confocal, en blanco y negro, de células positivas para el RNAmM de
VGIuT2 en los distintos grupos (panel A). En el panel B se muestra un
acercamiento digital de los recuadros rojos marcados en A.

37



La figura 10 muestra la cuantificacion del numero total de células positivas al
RNAm de VGIuT2 en el ATV de animales con diferente condicién sexual. No se

observaron diferencias significativas entre grupos.
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Figura 10: Cuantificacion del numero de células positivas para el RNAm de
VGIuT2 en el ATV de machos con diferente condicion sexual. ANOVA de una via
seguida de Holm-Sidak ns. (n=3/grupo).
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La figura 11 muestra la comparacion de los distintos parametros entre machos
sexualmente expertos sin actividad sexual reciente y machos sexualmente naive.
No hubo diferencias significativas en ninguno de los parametros analizados (DO,
namero de particulas y nimero de células marcadas para VGIuT?2).
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Figura 11: DOI, namero de particulas y numero de células positivas para el RNAm
de VGIUT2 en ratas sexualmente expertas y ratas sexualmente naive. Prueba t, ns
(n=3/grupo).
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La figura 12 muestra imagenes representativas de la inmunorreactividad del
RNAmM de VGIuT2 en un campo éptico completo, adquirido con el objetivo 40x del
microscopio confocal, en el ATV de animales con distinta condicion sexual. Se
observan diferencias en la expresion del mensajero para VGIuT2; las imagenes de
machos que no tuvieron actividad sexual previa al sacrificio (grupo control) y de los
gue realizaron 1 eyaculacién presentan una expresion similar del mensajero,
mientras que los machos sexualmente saciados presentan una expresion mayor.
Al comparar la fluorescencia de machos sexualmente naive con la del grupo
control que no tuvieron actividad sexual previa al sacrificio, los machos naive

presentaron una menor expresion del mensajero de VGIuT2.

Naive Control

1 eyaculacion Saciados

Figura 12: Fotomicrografias representativas de neuronas positivas al RNAmM de
VGIuT2 en el ATV de machos con diferente condicion sexual. Las flechas rojas
indican células que expresan el mensajero de VGIUT2. Microscopia confocal,
amplificacion 40x; barra de escala =20 um.
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Efecto de la condicién sexual sobre los niveles de RNAm de la enzima GAD
67 en el ATV

La figura 13 muestra la DOI para el RNAmM de GAD 67 en neuronas del ATV en
machos con distinta condicion sexual. En la gréfica se observa una tendencia a la
disminucion en los valores de DOI del RNAm para GAD 67 tanto en los machos
que realizaron 1 eyaculacion como en los que copularon hasta la saciedad con
respecto a los valores del grupo control; sin embargo, por ANOVA ésta no alcanzé

significancia estadistica.
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Figura 13: DOI del RNAm de GAD 67 de ratas control, machos que ejecutaron 1
eyaculacion o que copularon hasta la saciedad. Los resultados se presentan como
el promedio £ esm. ANOVA de una via ns, n=3/grupo.
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La cuantificacion del niumero de particulas fluorescentes para el mensajero de
GAD 67 presentes en las neuronas del ATV de estos animales tampoco mostro
diferencias significativas en ninguna de las condiciones sexuales (Figura 14).
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Figura 14: Numero de particulas fluorescentes para el RNAm de GAD 67
presentes en las neuronas del ATV de ratas macho con diferente condicién sexual.
Los resultados se presentan como el promedio + esm. ANOVA de una via, ns.
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La figura 15 muestra el numero total de células positivas para el RNAm de GAD
67 en el ATV los animales con diferente condicion sexual. Se aprecia un ndmero
significativamente menor de células que expresan el mensajero de GAD 67 en los
animales sexualmente saciados con respecto al grupo control y en comparacion
con el grupo que realizd 1 eyaculacién (ANOVA de una via seguida de Holm-Sidak

p<0.05 para ambas comparaciones).
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Figura 15: Cuantificaciéon del nimero de células inmunorreactivas para el RNAmM
de GAD 67 en el ATV de machos con diferente condicion sexual. ANOVA de una
via seguida de Holm-Sidak p<0.05 (n=3/grupo).

43



La comparacion de los distintos parametros (DOI, nimero de particulas y nUmero
de células marcadas para GAD 67) entre los machos sexualmente expertos
(control) que no tuvieron actividad previa al sacrificio y el grupo de machos
sexualmente naive no mostré diferencias significativas en ninguno de los
parametros analizados (ANOVA seguida de Holm-Sidak, P>0.05). Estos

resultados se muestran en la figura 16.
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Figura 16: DOI, numero de particulas y nimero de células positivas para GAD 67
presentes en animales sexualmente expertos y sexualmente naive. Prueba t
(n=3/grupo).
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La figura 17 muestra fotomicrografias de microscopio confocal de las células
marcadas para el RNAm de GAD 67 en el ATV de machos con diferente condicién
sexual. La intensidad de la sefial para el RNAm de GAD 67 fue mayor en los
cortes provenientes de machos sexualmente naive y sexualmente expertos que no
tuvieron actividad sexual previa al sacrificio (grupo control) en comparacion con los
de machos que ejecutaron 1 eyaculacion y los de machos sexualmente saciados.
En este Ultimo grupo se presentd la sefal mas baja del mensajero.
Cualitativamente no se observa diferencia en la expresion del mensajero de GAD

67 entre los machos sexualmente naive y sexualmente expertos (grupo control).

Control

1 eyaculacion Saciados

Figura 17: Fotomicrografias representativas de neuronas positivas al RNAmM de
GAD 67 en el ATV de ratas macho sexualmente naive, sexualmente expertas, que
eyacularon 1 vez y que copularon hasta la saciedad. Las flechas rojas sefialan
células que expresan a GAD 67. Amplificaciébn 40X en microscopia confocal, barra
de escala igual a 20 um.

45



Efecto de la administracién intra ATV de diferentes concentraciones de
orexina A

En la figura 18 se muestra la proporcion de animales sexualmente saciados que
presentd las respuestas de monta (M), de intromision (I) y de eyaculacion (E) y
gue reinicié la copula después de la eyaculaciéon (RC), en respuesta a la
administracion de diferentes concentraciones de orexina A (0.03nM -0.3 nM).
Como se puede observar, la orexina A aumenté significativamente la proporcion
de animales saciados que copulé hasta la eyaculacién en comparacién con el
grupo que recibio vehiculo, a todas las concentraciones utilizadas (7/8 para 0.03
nM, 6/7 para 0.1 nM y 7/7 para 0.3 nM; 1/7 para vehiculo; F de Fisher vs control,
P<0.01, P<0.05 y P<0.01, respectivamente). La proporcion de ratas saciadas que
reinicid la cépula después de la eyaculacion en respuesta al tratamiento también
aumento significativamente (6/8 para 0.03nM y 6/7 para 0.1y 0.3 nM; F de Fisher

p<0.05 para cada concentracion vs el grupo tratado con vehiculo).
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Figura 18: Porcentaje de animales que muestra las conductas de monta (M), de
intromisién (1), de eyaculacion (E) y que reinicia la copula después de la
eyaculacion (RC) en respuesta a la administracién intra ATV de orexina A [0.03
nM, n=8], [0.1 nM, n=7], [0.3 nM, n=7] o vehiculo (n=7). Prueba F de Fisher,
*p<0.05, **p<0.01.
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Verificacion de los sitios de inyeccién

La figura 19 muestra las anterioridades del ATV respecto de bregma (Paxinos &
Watson, 2009) en las que se ubicaron las canulas de inyeccion. La columna
adyacente muestra un acercamiento de la region donde se localizaron los sitios de

inyeccion.
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Figura 19: Localizacibn de los sitios de inyeccion de las diferentes
concentraciones de orexina A y de vehiculo en el ATV de ratas macho
sexualmente saciadas (Paxinos & Watson, 2009).
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Actividad ambulatoria espontanea

El andlisis de la actividad ambulatoria espontdnea muestra que el tratamiento con
orexina A en ratas macho sexualmente saciadas no provocé cambios significativos
en dicha actividad. (Tabla 4).

0.03 8 647 + 86.42 ANGVA de
0.1 7 1201 £ 270.99 Kruskal Wallis
Orexina A Dunn’s
03 7 1116 +156.95 TP
Vehiculo 7 842 + 158.26 P=0.093

Tabla 4: Actividad ambulatoria espontanea de machos sexualmente saciados
tratados con orexina A o su vehiculo por via intra-ATV.
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DISCUSION

Efecto de la actividad sexual intensa sobre el contenido de RNAmM
de VGIuT2 en las neuronas del area tegmental ventral (ATV)

La cOpula es una conducta recompensante que activa al MLD, lo que induce un
aumento en la liberacion de DA en el NAcc. La actividad de las neuronas
dopaminérgicas del MLD estéa regulada por neuronas glutamatérgicas y neuronas
GABAérgicas en el ATV. Durante la coOpula, la actividad de estas neuronas
GABAérgicas se inhibe, mientras que la de las neuronas glutamatérgicas
aumenta, lo que permite que haya una liberacion fasica de DA en el NAcc (Kallo y
cols., 2015). Se sabe que durante el desarrollo de la saciedad sexual los niveles
de DA permanecen elevados (Fiorino y cols., 1997), pero no se sabe si los
cambios en la actividad de las neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas del ATV

se mantienen.

Considerando estos antecedentes analizamos si la cépula hasta la saciedad
producia cambios sostenidos en la actividad de las neuronas glutamatérgicas y
GABAérgicas del ATV, que se reflejaran en cambios en los niveles de expresion
del RNAmM de VGIuT2 y del RNAmM de GAD 67. Nuestros resultados muestran que
la actividad sexual intensa que tiene lugar durante una sesion de copula hasta la
saciedad produce un incremento en el contenido del RNAmM de VGIuT2 y una
disminucion en el nimero de células positivas para el RNAmM de la GAD 67, asi
como una clara tendencia a disminuir el contenido del RNAm de GAD 67, que no

alcanzo significancia estadistica.

En condiciones basales, las neuronas dopaminérgicas del MLD liberan DA de
forma ténica (Lobb y cols., 2011). Esta actividad se debe a la influencia de
neuronas GABAEérgicas locales que ejercen una inhibicién tonica sobre la actividad
de las neuronas dopaminérgicas (Lobb y cols., 2011; Kall6 y cols., 2015). Cuando
un animal anticipa o experimenta un estimulo recompensante, el disparo de las
neuronas dopaminérgicas se incrementa y la liberacion ténica de DA en el NAcc

se transforma en una liberacion fasica. Este cambio esta dado por la remocion del
49



control GABAérgico inhibitorio, asi como por la activacion de las neuronas

glutamatérgicas (Lobb y cols., 2011; Kallo y cols., 2015).

El incremento en la expresion del RNAm para VGIUT2 encontrado en este trabajo
podria reflejar una activacion intensa de las neuronas glutamatérgicas del ATV
durante la copula hasta la saciedad, ya que un aumento sostenido en la liberacién
de glutamato durante ese proceso podria inducir cambios en la transcripcion de
los genes que codifican para los VGIuT's (De Gois y cols., 2005), que se
reflejarian en un incremento en la cantidad de RNAm de VGIuT2.

Como se menciono en la introduccion, existen evidencias de que el aumento en la
actividad de las neuronas glutamatérgicas produce un aumento en la expresion del
RNAmM para VGIuT2 (Scott y cols., 2008; Glazova y cols., 2015; Uezato y cols.,
20009).

Se deben contemplar mecanismos de regulacion adicionales que controlen de
manera fina la activacion de la transcripcion de un gen (Lazarevic y cols., 2013). El
DNA se transcribe a RNAm y éste sufre modificaciones postranscripcionales antes
de convertirse en un RNAmM maduro. Entre éstas la que protege al RNAm de la
degradacion por accion de las ribonucleasas (Mc Gylvery & Golstein, 1986). La
poliadenilacion que adiciona residuos de acido adenilico puede aumentar la
sintesis de proteinas (Carter & Murphy, 1991), ya que, si el mensajero se hace
mas estable permanecera por mas tiempo en la célula y estara disponible cuando
sea necesario para ser traducido a proteina. El incremento observado en este
trabajo en la expresion del RNAm para VGIuT2 en los animales que copularon
hasta la saciedad, pudiera deberse a un aumento en la estabilidad de su RNAm
(Zingg y cols., 1988) y/o a un aumento en la transcripcion del gen Slcl7a6 que
codifica para VGIuT2 (Bai y cols., 2001). Dado que la sonda empleada en el
presente estudio estuvo dirigida al RNAmM que da origen al VGIuT2 (RNAmM
maduro) y no al RNA heteronuclear (RNA precursor del RNAm, sin modificaciones
postranscripcionales), no se descarta la posibilidad de que el aumento en la sefal
observada en respuesta a la cépula se deba tanto al aumento en la estabilidad del
RNAmM de VGIuT2 como al incremento en la transcripcion de su gen. Se
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necesitarian realizar estudios adicionales en los que se determine el tamafio de la
cola de poly A del RNAmM de VGIuT2 en el ATV antes y después de someter a los
animales al paradigma de saciedad sexual, asi como una hibridacion con una

sonda dirigida al RNA heteronuclear para determinarlo.

Dado que no hubo diferencias en el nimero de células positivas a VGIUT2 entre
animales con diferente cantidad de actividad sexual, se descarta la posibilidad de
gue el incremento en el contenido de RNAm de VGIuT2 se deba a un aumento en
el numero de células que lo expresaban. Por lo tanto, el incremento detectado
ocurre en las mismas neuronas que expresaban el RNAmM de VGIuT2 antes de la

actividad sexual.

En todo caso, nuestro resultado sugiere que la cépula hasta la saciedad aumenta

la actividad de las neuronas glutamatérgicas del ATV.

Influencia de la saciedad sexual sobre la expresiéon del RNAm de
GAD 67

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que la actividad sexual
reciente no modifica significativamente el contenido de RNAm para la GAD 67 en
las neuronas del ATV, aunque se presenta una clara tendencia a su disminucion.
Sin embargo, si encontramos una disminucion en el numero de células positivas
para el RNAmM de GAD 67, lo que sugiere que la cOpula intensa que tiene lugar
durante el desarrollo de la saciedad mantiene disminuida la actividad de las
neuronas locales GABAérgicas y en consecuencia la expresion del mensajero en

los machos saciados la detectamos en muy pocas células.

Las neuronas GABAérgicas del ATV expresan receptores opioides tipo y, que al
ser activados inhiben la liberacion de GABA (Johnson & North, 1992). Se sabe que
durante la eyaculacién se liberan opioides enddégenos (Szechtman y cols., 1981)
que activan a los receptores y en el ATV (Balfour y cols., 2004). Resultados

previos de nuestro laboratorio demostraron que los receptores p son internalizados
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durante la copula hasta la saciedad por accion de los opioides liberados en el

periodo del establecimiento de la saciedad (Gardufio-Gutiérrez y cols., 2013c).

Estos resultados nos permiten suponer que si durante la cépula hasta la saciedad
los animales eyaculan repetidamente, también esta ocurriendo una liberacién
constante de opioides cuya accidn repercutird en mantener inhibida la liberacion
de GABA durante todo el proceso de saciedad y en consecuencia disminuir la
expresion del RNAm de GAD 67 y el numero de células GABAérgicas positivas a

dicho mensajero.

La enzima GAD 67 participa en la sintesis de GABA, ya que es la Unica isoforma
de GAD que se encuentra como holoenzima (forma activa de la enzima)
(Earlander y cols., 1991). Un cambio en la actividad de las neuronas GABAérgicas
(aumento o disminucion), modificara la actividad de GAD (Erickson cols., 2006).
Considerando la actividad inhibitoria de los opioides enddégenos sobre la liberacion
de GABA en el ATV, se podria especular que la tendencia a la disminucion en el
contenido del RNAm de GAD 67 en los animales que copularon hasta la saciedad,
pudiera reflejar la disminucion en la actividad de las neuronas GABAérgicas y, por
lo tanto, un cambio en la tasa de transcripcion de los genes que codifican para la
enzima involucrada en dicha sintesis (Erickson cols., 2006; Hanno-lijima y cols.,
2015).

La comparacion del nivel de expresion del RNAm de VGIuT2 y de GAD 67 entre
machos sexualmente expertos que tuvieron un periodo de inactividad sexual y los
machos sexualmente naive no mostré diferencias, lo que sugiere que la
experiencia sexual no modifica la expresion basal de los RNAmM para VGIuT2 y
para GAD 67. En la bibliografia existen referencias que ponen de manifiesto que la
experiencia sexual induce modificaciones morfolégicas y moleculares en algunas
estructuras cerebrales. Una de ellas determind que la experiencia sexual
aumentaba la densidad de espinas dendriticas en las MSN del NAcc (Pitchers et
al., 2010).

En este trabajo estudiamos cambios a nivel molecular en el sistema GABAérgico y

glutamatérgico en el ATV en respuesta a la copula intensa. Seria interesante
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explorar si los cambios en la expresion de los RNAm para VGIuT2 y GAD 67 se
traducen en cambios en la expresion de sus proteinas y establecer si dichas
modificaciones tienen alguna relacion con el cambio en el funcionamiento del
circuito mesolimbico que subyace a la inhibicibn sexual de larga duracién que
caracteriza a los machos sexualmente saciados. En este sentido, existen datos
gue sugieren que la transmision glutamatérgica esta modificada en ratas saciadas.
Se ha reportado que el antagonismo de receptores glutamatérgicos a las 24 hrs
post saciedad revierte la inhibicién sexual (Rodriguez-Manzo, 2015), mientras que
en animales no saciados la activacién de receptores glutamatérgicos facilita la
copula (Dominguez y cols., 2006). Por otro lado, la participacion de la transmision
GABAérgica en el fendmeno de saciedad también se ha documentado en nuestro
laboratorio ya que el antagonismo de los receptores GABAa induce la expresion de
la copula en machos sexualmente saciados, lo que sugiere que a las 24 hrs post-
saciedad el tono GABAérgico se encuentra elevado y antagonizar las acciones del

GABA, revierte la inhibicion sexual (Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2017).

La figura 20 resume los eventos moleculares que pudieran estar ocurriendo en el
ATV de ratas macho adultas en respuesta a la cOpula hasta la saciedad y la
interaccion entre las neuronas GABAérgicas, glutamatérgicas y dopaminérgicas
del MLD. También se representa el aumento en la liberacion de DA por accion de

la copula en el NAcc (circulo amarillo),
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Figura 20: Diagrama hipotético de la posible interaccion entre los sistemas
GABAérgico y glutamatérgico en el ATV durante la copula hasta la saciedad con
las neuronas GABAEérgicas y glutamatérgicas.

Efecto de la administracion intra ATV de Orexina A en la saciedad
sexual

Si bien la cépula hasta la saciedad induce una inhibicion de la conducta sexual de
larga duracion, esta inhibicion, es reversible farmacologicamente. Se ha implicado
la participacion de varios sistemas de neurotransmision en el mantenimiento de
este estado inhibitorio (Fernandez-Guasti & Rodriguez-Manzo, 1995; Rodriguez-
Manzo., 1999; Rodriguez-Manzo, 2015; Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2017).
Los datos obtenidos a través de distintas manipulaciones farmacolégicas han
llevado a establecer la hipotesis de que la reversion de la inhibicion sexual de
ratas sexualmente saciadas esta dada por una interaccion directa o indirecta con
el sistema dopaminérgico. Se ha documentado que la administracion de tanto de
OxA como de OxB directamente en el ATV, induce un aumento en la liberacion de
DA en el NAcc (Narita y cols., 2006). Por lo tanto, el aumento en el porcentaje de
machos saciados que copularon hasta la eyaculacion y reiniciaron una segunda
serie eyaculatoria, en respuesta a la administracion intra-ATV de OxA, apoya la
hip6tesis de que un aumento en la transmision dopaminérgica en el NAcc pudiera

ser la via final comun para la reversion de la saciedad sexual.
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Nuestro trabajo es el primero en determinar cambios a nivel del RNAm de dos
proteinas que se modifican como resultado de cambios en la actividad neuronal en
respuesta a la copula intensa que tiene lugar en el desarrollo de la saciedad
sexual, por lo que podemos sugerir que la actividad glutamatérgica se encuentra
aumentada durante el periodo de tiempo en el que se establece la saciedad y la
transmision GABAérgica se encuentra disminuida en este mismo periodo de

tiempo.

La figura 21 resume esquematicamente el efecto de la administracion de orexina A

intra ATV en ratas macho sexualmente saciados
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Figura 21: Representacion del efecto de la administracion de la orexina A en el
ATV en machos sexualmente saciados.
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CONCLUSIONES

1. La cépula hasta la saciedad induce un aumento en la expresion del RNAm
de VGIUT2 en las neuronas del ATV a las 24 hrs post-saciedad, lo que
sugiere que la actividad de las neuronas glutamatérgicas estd aumentada

durante el desarrollo de la saciedad sexual.

2. La cépula hasta la saciedad induce una disminucion en la expresion del
RNAmM de la enzima GAD 67 en las neuronas del ATV que sugiere que la
actividad neuronal GABAérgica en esta region cerebral estd disminuida

durante el desarrollo de la saciedad sexual.

3. La disminucién en la actividad neuronal GABAérgica durante el desarrollo
de la saciedad sexual disminuyo el nimero de células positivas a GAD 67
en el ATV.

4. La induccion de un aumento en la liberacion de dopamina en el NAcc
revierte la inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas, lo que apoya la
hipotesis de que la transmision dopaminérgica en el NAcc pudiera ser la
via final comun para la reversion farmacolégica de la inhibicién sexual de

ratas sexualmente saciadas.
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PERSPECTIVAS

1. Medir los niveles de proteina del VGIUT2 en el ATV para determinar si el
incremento en la expresion del RNAm que encontramos se refleja en un
aumenta en la traduccién de la proteina de dicho transportador.

2. Medir los niveles de la proteina de GAD 67 en el ATV para ver si la
tendencia a disminuir que nosotros observamos en la expresion del
mensajero se mantiene en la sintesis de proteina de dicha enzima.

3. Realizar una hibridacion doble para analizar si co-localizan el RNAmM de
VGIuT2 y el de GAD 67 y poder determinar si el incremento del RNAm de
VGIuT2 en respuesta a la saciedad se presenta en una subpoblacién de
neuronas GABAEérgicas o si son poblaciones neuronales independientes.

4. Medir el mensajero de c-fos por una hibridacion doble con GAD 67 o con
VGIuT2 para determinar actividad neuronal en el ATV en la poblacion de

neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas.
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ANEXOS

Anexo 1: Soluciones

+ Buffer A (11): 200 ml Tris-HCl pH= 7.6 + 30 ml NaCl 5 M

+ Buffer RNAsas (1 I): 292.2 gr NaCl + 100 ml Tris-HCI pH= 8.0 + 20 ml|
EDTA pH=8.0.

+ EDTA 0.5 M pH=8 (500 ml): 93.05 gr EDTA + lentejas de NaOH para
ajustar pH.

+ PBS 10X (Stock): [0.1 M PB + 9% de NacCl] Disolver 90 gr de NaCl en la
cantidad necesaria de agua in situ, adicionar 100 ml de PB 1 M (Sigma, Cat.
P3619) y aforar a 1000 ml.

+ PBT (11): 200 ml de PBS 10X + 1 ml Tween 20 y aforar a 1000 ml con agua
in situ

+ PFA (100 ml): 4 gr de paraformaldehido + 60 ul NaOH 10 N

+ SSC 20x (1 I): 175.32 gr NaCl + 88.23 gr Citrato de sodio dihidratado
granular.

+ TBE 10x: 108 g Trizma base + 55 g acido bérico + 40 ml EDTA 0.5 M
pH=8.0

+* Tris-HCI pH=8.0 0 pH=7.6 (1 I): 121.1 gr Trizma base + HCI concentrado
para ajustar pH.

+ Tyramida-DMSO: 150 pyl de DMSO del kit (se debe atemperar 1 hora antes
de usar) + 1 vial de Tyramida marcada con Alexa 488 del kit (vial Unico).
Hacer alicuotas de 10 pl y almacenar a -20°C en un vial protegido de la luz
hasta su uso. Cada alicuota es util para 16 laminillas aproximadamente.

+ Vial 3: 200 pl del vial 1 (buffer de amplificacion) + 1 ul de H2O: (vial 2).

+* Vial 4 o solucidn de trabajo: 297 ul del vial 1 (o buffer de amplificacion) +

3 ul del vial 3 + 3 yl de Tyramida-DMSO por cada 6-7 laminillas
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Anexo 2: Material y H20 empleados en las hibridaciones in situ
fluorescentes

El material de vidrio que se utilizé para preparar y almacenar las soluciones para
las hibridaciones in situ fluorescentes (en adelante FISH) se horneé a 100°C
durante al menos 12 horas. El material de plastico, de madera o de vidrio sensible
temperatura alta por periodos prolongados, se esterilizé por calor himedo durante
30 minutos en una autoclave a 121°C y 15 Ib/in? de presion.

Todas las soluciones utilizadas en la FISH, incluidas las empleadas para la
linearizacion de plasmidos o la transcripcion in vitro, se prepararon con agua milli
Q, calidad tipo | (18 MQ.cm), colectada en botellas horneadas y esterilizada por
calor himedo durante 30 minutos a 121°C y 15 Ib/in? de presion (en adelante H2O-
ISH). Las soluciones empleadas en todos los protocolos fueron filtradas con filtros
millipore de 0.22 mm de diametro y esterilizadas por calor himedo antes de ser
utilizadas, para eliminar la posible presencia de bacterias y/o RNAsas introducidas
accidentalmente en los frascos o contenedores de los reactivos a emplear,

mediante el uso de guantes contaminados durante el proceso de preparacion.
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Anexo 3: Secuencia del plasmido con namero de registro NM_017007.1 de 879 pb de la
secuencia del cDNA que codifica para VGIuT2, fragmento complementario de la base
522-1400.

1 agacagtaag gttcttttge ttttttccct tacacaagga ttcgatgacg tttttggtca
61 atctgattaa aagacagcgg atttggttgc gttaagactt caaaaccggg aatttacgtt
121 gtttttcggt gaggtgactt ccagaacggg gactcatcag cacccgeccca aataccacgg
181 cactgcgcge geccteggee accggatect ccccttecaa tgagactttg tgactgtgtg
241 taccaattct cctattagga aacccgtggg ctgaatgcag ctattccgtt gtactctctt
301 tctegetctc ccteccectet ccaactcaca gecttgetga aaagectcatc tctgetgaga
361 agaaaacgtt ctaccttaac ctattaagac tatgcgcaga actcgecttt catagccatc
421 acaatttaaa tctggtaagg ctggacacga gtctttacaa gaatggagtc ggtaaaacaa
481 aggattttgg ccccggggaa agaggggata aagaattttg dtggaaaatc ccteggacag
541|atctacaggg tgctggagaa gaagcaggat aaccgagaga ccatcgagct gacagaggac
601|ggcaagcccc tggaggtgcc tgagaagaag gctccgetat gegactgtac gtgettegge
661|ctgccgegec getacatcat agccatcatg agecggecteg gettetgeat ctectttggt
721|atccgctgta acctgggtgt ggccattgtg gacatggtca acaacagcac catccaccgg
781|getggcaaag ttatcaagga gaaagccaag tttaactggg accccgagac tgtggggatg
841|attcacgggt cgttcttctg gggctatatc atcacgcaga ttccgggegg atacatcegea
901 |tcgcgactgg ctgctaaccg ggtetttggg getgecatac tgettacctc taccctcaat
96l1|atgctgatcc catctgcage cagagtgcat tatggatgcg tcatctttgt tagaatattg
1021 | caaggacttg tggagggcgt cacctaccca gectgtcacg ggatatggag caagtgggcc
1081 | cctcctttgg agaggagtag gttggctacc acctccttct gtggttccta tgctggagcea
1141 | gtcattgcaa tgcccctage tggtatcctg gtgecagtaca ctggatggtc ttcagtattt
1201 | tacgtatatg gaagctttgg tatggtctgg tatatgttct ggecttctggt gtcttacgag
1261|agccccgecaa agcatccaac cataacagac gaagaacgta ggtacataga agagagcatc
1321|ggggagagcg caaatctgtt aggagcaatg gagaaattca agaccccatg gaggaagttt
1381| ttcacatcca tgcccgtctal tgecgataatt gttgecaaact tctgcaggag ttggactttt
1441 tatttactgc tcatcagtca accagcttat ttcgaggagg tttttggatt tgaaatcagce
1501 aaggttggca tgttgtctge ggtcccacac ctggtcatga caatcattgt gectatcggg
1561 gggcaaattg cagactttct aaggagcaag caaattcttt caacaactac agtgcgaaag
1621 atcatgaact gcgggggttt tggcatggaa gccacactge ttctggttgt tggectactcet
1681 catactagag gggtggccat ctccttcttg gtgettgecag tgggattcag tggatttget
1741 atctctggtt tcaatgtgaa ccacttggat attgccccga gatatgccag tatcttaatg
1801 ggcatttcaa atggtgttgg cacgetgtcg ggaatggtct geccgatcat tgttggtgea
1861 atgacgaaga acaagtcccg tgaagaatgg cagtatgtct tcctcatcge tgecactggte
1921 cactatggtg gagtcatatt ttatgcacta tttgcctcag gagagaagca accttgggcea
1981 gaccctgagg saacaagcga agaaaagtgt ggcttcattc atgaagatga actggatgaa
2041 gaaacggggg acatcactca gaattacata aattacggta ccaccaaatc ctacggcgec
2101 acctcacagg agaacggagg ctggectaac ggetgggaga aaaaggaaga atttgtgeaa
2161 gaaagtgcge aagacgcgta ctcctataag gaccgagatg attattcata acgaagctag
2221 ttgctggatt cctttgtagt gtttgtgatt aaattaattg tgattgcaca aaatcatttt
2281 aagaaatgtg gtgtaaacat gtaaacacat caaccaagca agtcttgctg ttcaaaaaat
2341 aataataata tgaattcaaa acagaccgtg agagtcccat caagtgcaat ctgtggcegge
2401 agtcacgtga cgccatttcce attcaggecca ttegtecttt tegtttgtga tttaaaggtt
2461l tcctgtagaa ataagtaggt attcgttgga tccatcacca cgttagagag tacaactaca
2521 acagttggca catgtcatcc tacggaagtt aggaagccaa agctactgga ttatgtgaac
2581 tgcatttatt tatttattac actggactgc aaaatatccc agggaaatcc tgtctagaga
2641 catagtagaa ctggaaagat ggctagattg ggtactgacg ataatcattg tgtgtatatc
2701 atggagtggc tatatctttt aattggagaa ctatattgta tagctagcaa aattgtactg
2761 aattattact aggagtgcac agtgtgtgat attttgtgat cttccaaaag cttatcttge
2821 agtgttttgt gaaacgcttg ggcacaaaca cttattttta tgaacaagag cttgtaaagg
2881 gaggagtatg ctccatgctc tcccattcac tacctgacag tatcaaacct tcacatttca
2941 atgaaatcca acgtccatgt aacatatcac atgacttttt ttgcaaaaaa gaatataaga
3001 agaaatagac ttcaatgtat tttttattac aactttgtac tggttgtaac ttgcattagg
3061 aaaaatgatt aatatatgta taatcgtaaa gaatctaata aaaatttact atgaagatat
3121 agcccttaaa atgcaatatt aacaacaaaa atatatagaz aatttagata atcttccttg
3181 ataactagag actatatgga actcacacca caaagctata tataatatga aaagataaac
3241 aatagagatt gtatatgtag acgattttat gacctaatgt cccatttaag aggtatttgt
3301 cttgagtata tagtacaaag tatattaaaa ttatatctac atccctgtat atcttataca
3361 tatccactca cacaaacata acaaatactt ttcacacaga accaaaaaca agcatacacc
3421 taatgttggg tttggggatt gcaatttcta ctttcataga gtcatagaat tttagatggg
3481 aaaaaaaaag gcattttget cgtcatttet taatataatt aattcaacag gaactgcaac
3541 atttgtgtac caagcaataa gtgcgaagca taaacctgct gtgtgtaaac tatccccata
3601 ctgcttgtgg tagcactgat ttctttcttt taaagaactt aacatcggag ctctttacaa
3661 tgttttgcgec tgataagaat gcacatccca atttaacgca aagtgtcacc tggtgtgttt
3721 acctgtctgt tttgggtatt tggtctgttt ggtgtcctgt gctcttgact ggaggccctg
3781 ctactgcgaa tataaaacgt gaagtttgtt tctaaatgeca aaccactcct gaccttaaga
3841 aactaaagtc cctctctget ttgtgtctcc aagtactatc atgtgaccat aacccttget
3901 gtgctgagta aaaagatgtg aactgtcatt ttgttgectgc gaagcaagtg ttaataaaat
3961 gttctattta aaaazaaaaa aa




Anexo 4: Secuencia del plasmido (nimero de registro en el Gene Bank NM_017007.1) de
535 pb que corresponde al fragmento del cDNA de la base 232-769 para GAD 67.

1 gaattccgaa gcagccccgg ggtgacaccce agcacgtacg tctgtggecag agcaaagceca
61 agcgggggac gttcgcggag gagtcgegegg agggtccage tccctgtgge tgaatcgage
121 ccgttecctge gecccagaccg cgggggacac ttgaacagta gagaccccaa gaccaccgag
181 ctgatggcat cttccacgee ttcgectgea acctcctcga acgegggage ggatcctaat|
241 |actaccaacc tgcgtecctac aacatatgat acttggtgtg gecgtagccca tggatgcacce
301 |agaaaactgg gcctgaagat ctgtggtttc ttgcaaagga ccaatagcct ggaagagaag
361 |agtcgtcttg tgagcgcctt cagggagagg caggecctcca agaacctget ttcctgtgaa
421 |aacagtgacc ctggtgececcg cttccggege acagagacgg acttctccaa cctgtttget
481 |caagatctge ttccagctaa gaacggggag gagcaaactg tgcagttctt actggaggtg
541 |gttgacatac tcctcaacta tgtccgcaag acgtttgatc gctccaccaa ggttttggac
601 |ttccaccacc cacaccagtt gctggaagge atggaaggtt ttaatttggs getgtcectgac
661 |caccccgagt ctctggagca gatcctggtt gactgtagag acaccctaaa gtacggggtt
721 |cgcacaggtc accctcggtt tttcaaccag ctctctactg gtttggatiat cattggttta
781 gctggcgaat ggctgacatc aactgccaat accaatatgt tcacatatgas aattgcaccce
841 gtgtttgttc ttatggaaca gatcacactt aagaagatgc gagagatcat tggatggtca
901 aataaagatg gtgatgggat attttctcct gggggagcca tatccaacat gtacagcatc
961 atggcggctc ggtacaagta ctttccagaa gtgaaaacaa aaggcatggec ggetgtgcecc
1821 aaactggtcc tcttcacctc agaacacagt cactattcca taaagaaggc tggggectgeg
1881 cttggctttg gaactgacaa tgtgatcctg ataaagtgca atgaaagggg gaagataatt
1141 ccagctgatt tagaggcaaa aattcttgat gccaaacaaa agggatttgt tcccctttat
1201 gtcaatgcaa ccgcaggcac gactgtttat ggagegtttg atccgatcca ggagattgea
1261 gacatatgtg agaaatacaa cctttggctg catgtggatg ctgcctgggg tggtgggetg
1321 ctcatgtccc ggaagcatcg ccacaaactc agcggcatag aaagggccaa ttcagtcacc
1381 tggaaccctc acaagatgat gggtgtgctg ctccagtgtt ctgccatcct ggtcaaggaa
1441 aagggtatac tccaaggatg caaccagatg tgtgcaggct acctcttcca gccagacaag
1501 cagtatgacg tctcctacga tacaggggac aaggcgattc agtgtggecg ccatgtggac
1561 atcttcaagt tctggctgat gtggaaagca aagggcactg tgggatttga aaatcagatc
1621 aacaaatgcc tggagctggc tgaatacctc tatgccaaga ttaaaaacag agaagagttt
1681 gagatggttt tcaatggtga gcctgagcac acaaatgtct gtttctggta cataccacaa
1741 agcctccgag gggttccaga cagccctgag cgacgagaaa aactacacag ggtggetcecc
1801 aagatcaaag ccctgatgat ggagtcagga acaaccatgg ttggttacca gcctcaaggg
1861 gacaaggcca acttctteccg gatggtcatc tccaacccag ccgeccaccca gtctgacate
1921 gatttcctca tcgaggaaat agagaggttg ggtcaagatc tgtaatcccc cccecetttge
1981 agaaccgtaa tcaccggcca tagccctgee cctectggecac cctagaacge agttctgtcea
2041 gtagttgaca cacctaggcc atttcactga aggaaattat aatctcttaa agaatatttg
2191 tcacatctca cgtaagcttg tttgttagaa ttagcgggaa ataatgttct tttaaaaaaa
2161 ttgcacatta gaaacacagt atatatgtac agttatatat atatatatac ctctctctat
2221 gtactatgta tgtatagtga atgtggctta gtcctagacc acagcatgtc gctcgetccc
2281 agggaattag cctcaccccc agcaattact aagaggctaa ccatctcgca agcaactgca
2341 ggacagatgg tacccccact gcagtgtcct agggacccag ggaaaggccg ttgctgggag
2401 cctaccaccc tgctagagct gtccccacct gaatggatgg atgatggatg gcaggaagta
2461 ccagtagatg acaaatgtca caccctccct gttagtgccc tgctagggga tatagtagca
2521 gagtctttgt cacaattgtg ctgttgetge gttttagaga ttaatctgtg taaactgtac
2581 attaccgttg tctatctttg ggcaggggga agtgcatata atgatttaat tgtacgtcag
2641 tgagatattt gcttatttat attcaaatat atatcatgtt aaagagacat cttgtatttt
2701 cttcccattt gtaatgtatc ttatttatat attaatggag taagttctgg atactgttta
2761 tggtattttc gtgcatttgt gagccaaaga gaaaagatga aaattagtga gacttgcatt
2821 tatatttgag tgcccttaac ataatgattt gaacacatgt gtactgtctg gaaacgaatt
2881 ctgatactgt acatagagtg gcgttatgga aatcttgctt cagtagcctt tgctcttctc
2941 tttcccccct caggetgtac gtcaggtgtt ctcaaagett ttctagtaac tgttgaaaaa
3091 taatgactag atctcctgta attttgtagt agtatatgac caatctctgt gactcgcetta
3861 gctgaaacct aaggctatgt ttccgaagat ctccgataca ctgaccagtc ccacaagtgt
3121 ttttgaagac atgaaaccca cactgtgcat ttagagtatg caagaagaat ataaataaaa
3181 taaaaaatat tctccatgaa aaaaaaaaaa aaaaaa
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