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Resumen

El fendmeno de saciedad sexual consiste en una inhibicion de la conducta sexual de
larga duracién que resulta de la cépula intensa. Diversas evidencias apuntan a la
participacion del circuito mesolimbico dopaminérgico (MSL) en este fendmeno. La copula
es una conducta recompensante que activa al MSL y la motivacion sexual esta regulada
por el MSL. Antecedentes del laboratorio muestran que durante la inhibicion sexual de
ratas saciadas hay una disminucion de las concentraciones de dopamina (DA) en el
nucleo accumbens (NAcc). Evidencias sugieren que la acetilcolina (ACh) modula los
niveles de DA en el NAcc y ambos neurotransmisores regulan la expresion de conductas
motivadas en el MSL. En esta investigacién se puso a prueba la hipétesis de que la
copula hasta la saciedad produce un aumento de la transmision colinérgica en el NAcc
gue contribuye al establecimiento y mantenimiento de la inhibiciébn sexual de ratas
sexualmente saciadas a través de sus acciones sobre receptores nicotinicos (nAChR).
Se exploré si el blogueo de nAChR por la administracion sistémica del antagonista
mecamilamina durante la copula hasta la saciedad interferia con el establecimiento de la
inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas y si revertia la inhibicién sexual ya
establecida a las 24 h post-saciedad. También se investigd si hay una interaccion entre
los sistemas DAérgico y colinérgico para la reversion de la saciedad sexual. Los
resultados mostraron que la mecamilamina modula la conducta sexual de machos
sexualmente expertos de forma dosis-dependiente, bloguea el establecimiento de la
inhibicién sexual de machos que copulan hasta la saciedad y revierte la inhibicion sexual
establecida. La reversion de la saciedad producida por mecamilamina se bloquea por un
antagonista de receptores dopaminérgicos. Se concluye que durante la copula hasta la
saciedad hay liberacion de ACh que contribuye al establecimiento de la inhibicién sexual,
a través de la activacion de nAChR, que la ACh patrticipa en el mantenimiento de la
inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas a través de activar nAChR y que los
sistemas colinérgico y dopaminérgico parecen interactuar para la reversion de la

inhibicién sexual de ratas saciadas.



Abstract

The sexual satiety phenomenon consists of a long-term sexual behavior inhibition
resulting from intense copulation. Several studies suggest the involvement of the
mesolimbic dopaminergic system (MSL) in this phenomenon. Copulation is a rewarding
behavior that activates the MSL and the MSL regulates sexual motivation. Previous
studies from our laboratory show that during the sexual inhibition of satiated rats,
dopamine (DA) concentrations in the nucleus accumbens (NAcc) are diminished. There
is also evidence showing that acetylcholine (ACh) modulates the level of DA in the NAcc
and that both neurotransmitters regulate the expression of motivated behaviors in the
MSL. The present study tested the hypothesis that copulation until satiety increases
cholinergic neurotransmission at the NAcc that contributes to the establishment and
maintenance of the sexual inhibition of sexually satiated rats, through nicotinic receptor
(nAChR) activation. We tested if blockade of NAChR by the systemic administration of the
antagonist mecamylamine during copulation to satiety would interfere with the
establishment of the sexual inhibition and if it would reverse the established sexual
inhibition 24 h after satiety. We also investigated if the dopaminergic and cholinergic
systems interacted for sexual satiety reversal. Our results showed that mecamylamine
regulates sexual behavior of sexually experienced male rats in a dose-dependent
manner, interferes with the establishment of the sexual inhibition in male rats that
copulated to satiety, and reversed the established sexual inhibition. The sexual satiety
reversal produced by mecamylamine was blocked by a dopamine receptor antagonist.
We conclude that during copulation to satiety there is ACh release that contributes to the
establishment of the sexual inhibition of satiated rats through the activation of NAChR and
participates as well in the maintenance of their sexual inhibitory state, also through
NAChR activation, and that cholinergic and dopaminergic systems seem to interact for

the reversal of the sexual inhibition in satiated rats.



1. Introduccién

En este trabajo se analiza el papel del sistema colinérgico en la conducta sexual
masculina de la rata, en particular, su interaccion con el sistema mesolimbico

dopaminérgico durante el fendmeno de saciedad sexual.

El circuito mesolimbico dopaminérgico, candnicamente conocido como el “circuito de la
recompensa”, esta formado por las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral
(ATV) que inervan areas relacionadas con funciones ejecutivas, afectivas y
motivacionales, incluidas la corteza prefrontal (CPF), la amigdala, el nicleo accumbens
(NAcc) (Serafini et al., 2020) y el hipocampo (Barrot, 2014).

Se sabe que las conductas motivadas como la ingesta de comida, la copula, la
autodefensa y la conducta maternal son moduladas por el circuito mesolimbico (Volkow
et al.,, 2017). Estas conductas son impulsadas por una experiencia previa con un
reforzador positivo o negativo, lo que incrementa o disminuye la posibilidad de repetirlas
(Palmiter, 2008; Parkes et al., 2015).

Cuando una rata macho alcanza la pubertad es capaz de desplegar conducta sexual de
forma natural y, aunque se trata de un comportamiento innato, la conducta sexual es
susceptible de modificarse por la experiencia (Pfaus et al., 2001, Rodriguez-Manzo &
Canseco Alba, 2015). Las conductas que integran el patrén copulatorio de la rata macho
pueden ser facilmente reconocidas, cuantificadas y expresadas en términos de su
frecuencia y latencia de aparicion. Esto da lugar a parametros especificos (numéricos y
temporales) que se utilizan para evaluar experimentalmente la conducta sexual
masculina (Sachs & Barfield, 1976; Larsson & Ahlenius, 1999; Hull & Rodriguez-Manzo,
2017).

1.1.Conductas motivadas

En neurociencias se utiliza con frecuencia terminologia derivada de constructos
psicologicos como emocidn, cognicidbn y motivacion, que son utiles para describir,
explicar e integrar conocimiento sobre las funciones de los circuitos neuronales
(Salamone & Correa, 2018). A través de los anos, el término “motivacion” ha sido definido

de maneras diferentes y discutido en multiples contextos, el origen de este término se le
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adjudica al filésofo Schopenhauer quien, tras considerar diferentes factores involucrados
en la causa de la motivacion, mencioné que “los organismos deben estar en posicion de
elegir, obtener y hasta buscar medios de satisfaccion” (Schopenhauer, 1999). Mas tarde
Hull y Spence remarcaron la importancia de conceptos motivacionales como “drive” e
“‘incentivo” para explicar aspectos de la conducta (Hull, 1943; Spence, 1956); Young, por
su parte, defini6 motivacion como “el proceso de estimular la accion, sosteniendo la
actividad en progreso, y regulando el patrén de actividad” (Young, 1961). Mas
recientemente, Salamone definié motivacion como el “conjunto de procesos a través de
los cuales los organismos regulan la probabilidad, proximidad y disponibilidad de un
estimulo” (Salamone, 1992). El constructo psicolégico moderno de motivacion hace
referencia a los procesos conductualmente relevantes que permiten a los organismos
regular tanto su entorno interno como externo y guiar la conducta hacia objetivos

especificos (Salamone, 2010; Salamone & Correa, 2017a; Salamone & Correa, 2017b).

Un aspecto importante de la teoria e investigacion sobre motivacion es la idea de que
existen tanto aspectos “direccionales” como “activacionales”. Cofer menciona que estos
aspectos tienen al menos dos funciones: la primera es energizar respuestas y controlar
su vigor y eficiencia; la segunda es guiar la conducta hacia un fin especifico (Cofer, 1972).
Uno de los factores mas importantes de las conductas motivadas es que son “dirigidas”
hacia un objetivo, factor llamado también, aspecto direccional de la motivacién
(Salamone, 1992; Salamone, 2010). Los organismos “buscan” algunos estimulos (p.ej:
comida) y evitan o escapan, de otros (p.ej: dolor); los patrones de conducta involucrados
pueden ser activos (p.ej.: forrajeo de alimento) o pasivos (p. ej.: conducta de

congelamiento o “freezing”).

Al final del despliegue de la conducta existe un contacto directo con el objetivo-estimulo,
conocido canénicamente como la fase “consumatoria”. La Unica manera de entrar en
contacto con el objetivo-estimulo es desplegar un patrén de conductas que acerque al
organismo a su meta; esta fase de la motivacion se conoce como “preparatoria” o

“‘instrumental” (Craig, 1918; Salamone, 1991; Salamone, 1992).

La representacion neuronal de funciones conductuales es complicada e intentar

asociarlas, con precision, a sistemas neuronales distintos a aquellos asociados a las
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funciones emocionales es problematico, ya que los procesos motivacionales estan
interconectados con los procesos emocionales y de reforzamiento (Salamone, 2010;
Salamone & Correa, 2017a; Salamone & Correa, 2017b). Berridge y colaboradores
hicieron una importante distincion entre estos sistemas definiendo la diferencia entre
“liking” (reaccion heddnica) y “wanting” (motivacion incentiva: propension a perseguir un
estimulo) (Berridge & Robinson, 1998; Berridge & Kringlebach, 2015). Otro concepto
importante, es el de “reforzador”; un reforzador positivo ocurre cuando a la respuesta
conductual le sigue un estimulo positivo que aumenta la probabilidad de que dicha
respuesta se repita (Skinner, 1953) y, en este proceso, existe un componente se
aprendizaje asociativo (Colwill & Rescorla, 1986). Los sistemas neuronales que regulan
las sefales de salida motoras parecen operar bajo el mando de los sistemas que regulan

la motivacion (Salamone, 2010; Salamone & Correa, 2017a; Salamone & Correa, 2017b).

1.2.Conducta sexual de la rata macho

La conducta sexual de la rata macho es una conducta determinada genéticamente y que
tiene un caracter estereotipado que consiste en un patrén complejo de respuestas
genitales y sensoriomotoras integradas. El patron copulatorio de la rata macho esta
compuesto de respuestas de monta y de monta con intromision, que culminan con la
eyaculacion. Esta es seguida de un periodo de refractariedad a la estimulacion sexual,
el intervalo post-eyaculatorio, que tiene una duracion de 4 a 5 min después de la primera
eyaculacion y se prolonga de 1 a 2 minutos mas, con cada eyaculaciéon sucesiva. A la
serie de eventos conductuales que se presentan desde la primera intromisién hasta la
eyaculacion se le denomina serie eyaculatoria, cuando se incluye al intervalo post-
eyaculatorio (IPE) en la serie, se le denomina serie copulatoria (Hull & Rodriguez-Manzo,
2017).

1.3.Fendmeno de saciedad sexual

Se ha determinado previamente que, si se permite a ratas macho copular libremente con
una misma hembra receptiva, éstas presentaran eyaculaciones sucesivas hasta alcanzar
la saciedad sexual. En este periodo de coOpula ad libitum las ratas macho presentan

diferencias en su capacidad eyaculatoria individual, por lo que las ratas macho son



capaces de realizar entre cinco y doce series eyaculatorias sucesivas (con un promedio
de siete series). El criterio para considerar que una rata ha alcanzado la saciedad es que
transcurran 90 min desde la ultima eyaculacion, sin que el macho vuelva a eyacular. Este
criterio lo alcanzan todas las ratas macho en un periodo de 4 h, independientemente la
capacidad eyaculatoria individual (Rodriguez-Manzo et al.,, 2011). Veinticuatro horas
después de la copula hasta la saciedad, las ratas macho estdn sexualmente inhibidas.
Esta inhibicion sexual se expresa de dos maneras distintas, ya sea por la ausencia total
de conducta sexual en presencia de una hembra sexualmente receptiva, lo que se
presenta en la mayoria de los sujetos (dos tercios de la poblacion) o por la ejecucién de
una sola serie eyaculatoria, después de la cual los machos no reinician la copula, y que
se presenta en el tercio restante de la poblacion (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti,
1994). Este estado inhibitorio se mantiene por aproximadamente 72 horas, pero se
requieren hasta 15 dias de inactividad sexual para que los animales recuperen su

capacidad eyaculatoria inicial (Rodriguez-Manzo et al., 2011).

1.4.Circuito mesolimbico dopaminérgico

El circuito dopaminérgico ATV-NAcc es conocido por su papel en la regulacion de
conductas motivadas y en el procesamiento de eventos recompensantes y aversivos
(Ghosal et al., 2019; Pignatelli, 2015). EI ATV es una estructura heterogénea compuesta
predominantemente por neuronas dopaminérgicas (55%-65%), asi como por neuronas
GABAérgicas (30%) y una pequefia porcion de neuronas glutamatérgicas (5%)
(Steffensen et al., 1998; Hnasko et al., 2012; Zaborsky, 2002). En roedores, las neuronas
dopaminérgicas del ATV se encuentran dispersas en varias subregiones, incluidos el
nucleo pigmentado parabraquial (PBP), el nucleo paranigral (PN), el nlucleo caudado
lineal (CLi), el nucleo interfascicular (IF) y el nucleo rostral lineal del rafé (RLi) (Beier et
al., 2015).

Estudios electrofisiolégicos han mostrado que las neuronas dopaminérgicas (DAérgicas)
del circuito mesolimbico disparan de dos formas distintas: disparo en espigas simples o
disparo en rafaga, lo que tiene un impacto en el patron de liberacién de dopamina en el
NAcc. El disparo en espigas simples esta asociado a la liberacién ténica de DA (5-10 nM)

y es resultado de la actividad intrinseca, tipo marcapaso (similar al del musculo cardiaco)
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de estas neuronas, mientras que el disparo en rafaga, que depende de la liberaciéon de
glutamato en el ATV, promueve la liberacion de una gran cantidad de DA (150-400 nM)
en el NAcc (Grace, 1991; Grace et al., 2007), lo que se considera un componente clave

de la sefalizacion inducida por estimulos recompensantes (Wise, 2004).

Las neuronas DAérgicas son capaces de codificar tres diferentes tipos de recompensa:
a) recompensa “esperada”, que produce actividad basal, b) recompensa “mejor que la
esperada”, que provoca el disparo en rafaga y c) recompensa “peor de la esperada” que

produce una pausa momentanea en la actividad neuronal (Pignatelli & Bonci, 2015).

La actividad de las neuronas DAérgicas del circuito mesolimbico esta regulada en el ATV
tanto por aferentes glutamatérgicas, que participan en la induccion del disparo en rafaga
(Paladini & Roeper, 2014), como por aferentes GABAérgicas, que inhiben la actividad de
las neuronas DAérgicas de forma tonica, a través de la activacion de receptores GABAA,
lo que las mantiene en su actividad basal. La estimulacion optogenética de estos
receptores facilita la aversion de lugar condicionada e interrumpe el consumo de

recompensas (Tan et al., 2012; van Zessen et al., 2012).

Al ATV llegan también aferentes colinérgicas provenientes del nacleo tegmental
pedunculopontino (PPT) y del tegmento pontino laterodorsal (LDT) (Mesulam et al.,
1983). La acetilcolina (ACh) liberada, actla a través de receptores colinérgicos nicéticos
(nAChR) y muscarinicos (MAChR) y participa en la modulacion de la funcion del ATV
(Fagen et al.,, 2003). Los nAChR en el ATV estan localizados en las terminales
glutamatérgicas, en los somas de las neuronas dopaminérgicas (Pidoplichko et al., 1997)
y en los somas de interneuronas GABAérgicas (Yin & French, 2000). La localizacion de
los receptores muscarinicos en esta region es menos clara. La inactivacion de las
aferencias colinérgicas que llegan al ATV disminuye la motivacibn para
autoadministrarse estimulos recompensantes naturales o drogas de abuso (Rada et al.,
2000).

El NAcc forma parte del cuerpo estriado (estriado ventral), junto con los nucleos
caudado y putamen (estriado dorsal) (Gefen & Surmeier, 2011). Se conocen cinco tipos
celulares discernibles en el estriado: dos poblaciones neuronales que envian

proyecciones a otras regiones del cerebro y tres poblaciones de interneuronas. Las
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primeras se describen como neuronas espinosas medias (MSN), llamadas asi por el
tamafo medio de su soma (~14 ym de diametro) y la alta densidad de espinas en sus
arboles dendriticos. Las MSN son de naturaleza GABAérgica y representan entre el 90
% y 95 % de todas las neuronas en el estriado. Los registros electrofisiolégicos indican
gue las MSN presentan una tasa de disparo extremadamente baja (~1 Hz), lo que sugiere
gue existe una liberacion tonica de GABA, ademas de que expresan un numero elevado
de canales de fuga de potasio, lo que favorece la hiperpolarizacién de su membrana. Las
MSN se subdividen en aquéllas que forman parte de la ruta directa y las que forman parte

de la ruta indirecta (Heimer et al., 2008).

Las MSN de cada una de estas rutas muestran una expresion diferencial de receptores
y neuropéptidos que sirven como marcadores para identificarlas. Las MSN de la ruta
directa expresan receptores dopaminérgicos tipo D1, dinorfina y sustancia P; en
contraste, las MSN de la ruta indirecta expresan receptores dopaminérgicos tipo D2,
receptores de adenosina 2A y encefalinas. Las MSN de la ruta directa inervan a la
sustancia nigra (SN) y al ATV, mientras que las MSN de la ruta indirecta inervan
estructuras como el palido ventral y el hipotalamo, donde hacen un relevo para
posteriormente inervar al ATV y a la SN. El 5% restante de las neuronas en el estriado
son poblaciones de interneuronas que incluyen: (1) interneuronas GABAérgicas de
espigas rapidas (FSI) y liberadoras de parvoalbumina (PV), (2) interneuronas
GABAérgicas de umbral bajo persistente y liberadoras de somatostatina (SOM),
neuropéptido Y (NPY) y 6xido nitrico (ON) e (3) interneuronas colinérgicas (CIN). Las
CIN tienen un soma de ~20-30 ym de diametro y su arborizacién se extiende hasta por
~1 mm, lo que les permite coordinar la actividad de vastas franjas de tejido estriatal.
Estas interneuronas estan tGnicamente activas, presentan una tasa de disparo elevada
(5 Hz), y codifican la informacion saliente mediante pausas transitorias en su actividad
(Castro & Bruchas, 2019). Las CIN modulan la actividad de las MSN interviniendo en la
regulacion de la liberacién local de DA de las terminales DAérgicas en el NAcc (Collins
et al.,, 2019) o en coordinacion con otros grupos de interneuronas GABAérgicas
(Cachope et al., 2012). Por otro lado, la actividad de las CIN puede sincronizarse por la

sefalizacion DAérgica en rafaga del ATV (Mingote et al., 2019).
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El NAcc es considerado el mayor regulador de las conductas motivadas (Serafini et al.,
2020) y tiene una division anatémica que es funcionalmente importante: la zona central
(core), la corteza medial (medial shell) y la corteza lateral (lateral shell) (Heimer, et. al
2008). ElI NAcc shell medial recibe inervacidon dopaminérgica de las subdivisiones
posteromediales del ATV (que incluyen el IF, CLiy PN), mientras que el NAcc shell lateral
y el NAcc core reciben inervacion DAérgica de la mitad lateral del ATV (que incluye el
PBP) (Beier et al., 2015). Existe una subpoblacion de neuronas DAérgicas del ATV, que
se distingue por co-liberar glutamato, que proyecta sus axones preferencialmente al

NAcc shell medial (Mingote et al., 2019).

NAc
medial
NAC gshell

BLA

Bregma: -3.5 mm

En el esquema, se muestran las proyecciones dopaminérgicas a la corteza prefrontal
medial (mMPFC), amigdala basolateral (BLA), nucleo accumbens (NAcc) core, y NAcc
shell medial que surgen principalmente del ATV medial (IF, PN medial y PBP medial,
verde). Las proyecciones dopaminérgicas al NAcc shell lateral surgen del ATV lateral
(PBP lateral; amarillo) (modificado de Lammel et al., 2014; Mingote et. al.2019).

13



1.5.Circuito mesolimbico y conducta sexual masculina

El circuito mesolimbico (MLS) participa en el control del componente motivacional de la
conducta sexual de la rata macho (Everitt, 1990; Giuliano & Allard, 2001; Guadarrama-
Bazante & Rodriguez-Manzo, 2019), y a su vez es activado por la copula (Balfour et al.,
2004). La activacion del MLS por la cépula cambia el patron de disparo de las neuronas
DAérgicas al modo de rafaga (Bromberg-Martin et al., 2010), lo que est4 asociado al
incremento en la liberacién de DA en el NAcc (Mas et al., 1990; Pfaus et al., 1990).
Durante todo el proceso de copula hasta la saciedad, los niveles de DA en el NAcc se

mantienen elevados (Fiorino et al., 1997; Canseco-Alba, 2016).

Datos de nuestro laboratorio muestran que a las 24 h post-saciedad, cuando los machos
estan sexualmente inhibidos, los niveles basales de DA del NAcc estan disminuidos y, al
exponer a los animales saciados en ese momento a una hembra sexualmente receptiva,
se produce una caida adicional en los niveles extracelulares de DA y sus metabolitos
(Canseco-Alba, 2016).

1.6.Sistema colinérgico y circuito mesolimbico

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor presente tanto en el sistema nervioso central
(SNC) como en el sistema nervioso periférico. Se sintetiza por la colinacetiltransferasa,
a partir de la colina y la acetil-CoA, y se metaboliza por accion de la acetilcolinesterasa,
obteniendo colina y acetato como metabolitos (Tyagi et al., 2019). Las neuronas
colinérgicas en el sistema nervioso central se concentran en dos grupos: 1) el sistema
colinérgico magnocelular basal del cerebro anterior y 2) el sistema colinérgico del tallo
cerebral. El primero incluye al nucleo septal medial (MS), a los brazos vertical y horizontal
de la banda diagonal de Broca (DB), y al nacleo basal magnocelular (nBM). El segundo
incluye al nacleo tegmental pedunculopontino (PPT) y al tegmento pontino laterodorsal
(LDT) (Mesulam et al., 1983).
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Sistema colinérgico basal
del cerebro anterior

Talamo  Area
Tegmental
Ventral

Hipocampo/
Corteza entorrinal

Sistema colinérgico del
tallo cerebral

En el esquema se muestran las principales vias colinérgicas del sistema nervioso central
y los nucleos en los que se originan. MS: ndcleo septal medial; DB: brazos vertical y
horizontal de la banda diagonal de Broca; nBM: ndcleo basal magnocelular; PPT: nucleo
tegmental peddnculopontino; LDT: tegmento pontino laterodorsal (modificado de
Newman et al., 2012).

La transmision colinérgica en el MSL esta presente tanto en el ATV como en el NAcc. El
ATV recibe proyecciones colinérgicas del PPT y del LDT (Mesulam et al., 1983) y en el
NAcc hay una poblacion de interneuronas colinérgicas (CIN), tonicamente activas, que
regulan tanto la actividad de las MSN, como la de las interneuronas GABAEérgicas
(Cachope et al., 2012) y modulan localmente la liberacion de DA de las terminales
DAérgicas (Collins et al., 2019).

Las acciones de la ACh se llevan a cabo a través de receptores pre- y postsinapticos. Se
conocen dos familias de receptores colinérgicos: los receptores metabotropicos
muscarinicos (MAChR) y los receptores ionotropicos nicotinicos (NAChR) (Picciotto et
al., 2000; Nolan et al., 2020). Los mAChR estan acoplados a proteinas Gq (M1, M3y Ms)
0 a proteinas Gi (M2 y Ma4), segun el subtipo (Wess, 2003). Los nAChR funcionan como
canales no-selectivos de cationes excitatorios (Changeux, et Al.,, 1998) y el tipo de
sefalizacion a través de ellos depende del subtipo y de su localizacion (Picciotto et al.,
2012).
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1.7.Receptores Nicotinicos de Acetilcolina (nAChR)

Los nAChR son canales de cationes (Na*, K*, Ca?*), pentaméricos, dependientes de
ligando, compuestos de subunidades homologas, genéticamente distintas. La funcién de
los NAChR depende de la combinacion de las subunidades que los componen, que para
los NAChR neuronales, pueden ser cualquiera de las 9 subunidades alfa (az- aio) y de
las 3 subunidades beta (B2-B4) que se conocen hasta el momento. Cada receptor se
compone de 5 de estas subunidades, tipicamente en composicion heteromérica, aunque
los arreglos homomeéricos a7 también existen (Karlin, 1993; Karlin, 2002). Las diferentes
asociaciones entre subunidades confieren a cada subtipo de nAChR propiedades
estructurales y funcionales distintas (Nai, Q et al., 2003). Se pueden dividir en dos grupos
amplios: los que contienen la subunidad a6 y los que no la contienen; esta subunidad no
esta presente en los NAChR del sistema nervioso periférico (Champtiaux et. al. 2002;
Salminen et al.,, 2004). Se ha establecido que las subunidades que componen a un
nAChR influyen en su permeabilidad intrinseca al calcio (Ca?*); los nAChR neuronales
heteroméricos que contienen subunidades a y B tienen una corriente fraccional de Ca?*
de 2-5 %, mientras que las composiciones homomeéricas ar (NAChR-a7) presentan la

corriente fraccional de Ca?* mas alta, de entre 6 y 12 % (Fucile, 2004).

Los receptores nicotinicos al ser activados producen corrientes entrantes de calcio (Ca?*)
a través del poro del canal y la despolarizacién producida por su activacién puede activar
también a los canales de calcio dependientes de voltaje (VOCCs), aumentando alin mas
la sefial de Ca?* generada por los NAChR (Rathouz & Berg, 1994). Ademas, la activacion
de nAChR puede liberar Ca?* de depdsitos intracelulares, contribuyendo a la sefializacion

de larga duracién mediada por Ca?* (Dajas-Bailador et al., 2002).

Una proporcion importante de nAChR en el CNS se expresa en las terminales
presindpticas, y su activacion facilita la liberacion del neurotransmisor dependiente de
Ca?* (Role & Berg,1996; Wonnacott, 1997) a través de activar la exocitosis, promovida
ya sea por la apertura de los VOCCs en respuesta a la despolarizacion o en respuesta
al ingreso de Ca?* a través del canal del nAChR (Dani, 2001; Dajas-Bailador &
Wonnacott, 2004; Dani & Bertrand, 2007). Los nhAChR presinapticos también pueden

modular la liberacién de neurotransmisor a través de otros mecanismos celulares
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dependientes de Ca?*, tales como la activacion de la proteina cinasa C (PKC) y la
estimulacion de cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK) y de cinasas
activadas por mitégeno (MAPK) (Cox & Parsons, 1997; Barclay et al., 2005).

Los subtipos de nAChR mas abundantes en CNS son las combinaciones que contienen
subunidades B2, los cuales presentan la mayor afinidad a nicotina (Schoepfer et al.,
1988; Whiting et al., 1987a, 1987b, 1991). La respuesta de este tipo de nAChR depende
completamente de la activacion de VOCCs, mientras que parte del aumento de Ca?*
producido por la activacion de los nAChR-a7 es resultado de la activacion directa de
receptores a ryanodina, que liberan Ca?* de las pozas intracelulares, sin la intervencion
de VOCCs (Dajas-Bailador et al., 2002)

o7 nAChR Noa7

IP5 receptor

RY receptor Caz+
= b b
g C32+
00 g

[+]

o0e ATPase

Vias de sefalizacién de receptores nicotinicos (modificado de Dajas-Bailador et. al.
2002).

Los nAChR se encuentran en dos estados funcionales principales: en reposo o activables
(R) y desensibilizados (D). La conformacion R presenta baja afinidad por el agonista y
requiere mayores concentraciones de nicotina para su activacion, en cambio, el estado

D se induce por concentraciones bajas del agonista debido a su alta afinidad, y esta
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desensibilizacion se observa funcionalmente como una reduccion relativa de receptores
activables (Katz & Thesleff, 1957). La diferencia en los estados funcionales depende
principalmente de los cambios conformacionales que se dan en la interfaz de las
subunidades de los NAChR; la desensibilizacidén rapida se acompara de cambios en la
interfaz de las subunidades a-y, mientras que la desensibilizacion lenta va de la mano

de cambios en la interfaz de las subunidades a-6 (Yamodo et al., 2010).

En el caso de los nAChR neuronales que tienen una alta afinidad por nicotina (asf32), se
estima que el 60% se encuentra en estado D (Lipiello et al., 1987) y, por el contrario,
menos del 1% de los NAChR-a7 se encuentran en estado D (Corringer et al., 1998). Dado
gue los estados D presentan mayor afinidad por nicotina, con el paso del tiempo, en
presencia constante del agonista todos los NAChR terminarian desensibilizados (Quick
& Lester, 2002). Los nAChR-a4p2 se desensibilizan a concentraciones de 1Cs0 ~1-60 nM
de nicotina (Lipiello et al. 1987; Wonnacott, 1987; Quick & Lester, 2002), mientras las
requeridas para desensibilizar a los NnAChR-a7 son de ICso ~0.5-7 uM (Fenster et al.,
1997; Quick & Lester, 2002).

1.8.Actividad nAChR en circuito mesolimbico

En el ATV, la principal fuente de ACh proviene de las proyecciones colinérgicas del PPT
y del LDT (Mesulam et al., 1983). En esta region, los nAChR gue contienen subunidades
B2 y presentan una rapida desensibilizacién después de su activacion, estan asociados
a neuronas GABAérgicas y somas de neuronas DAérgicas, mientras que los nAChR-az
(Gueorguiev, et al., 2000), que muestran un menor grado de desensibilizacion, estan
asociados principalmente a las terminales glutamatérgicas (Laviolette & van der Kooy,
2004; Faure et al., 2014). La activacion de nAChR somatodendriticos en las neuronas
DAérgicas del ATV las estimula directamente y genera respuestas transitorias que se
terminan por la desensibilizacion de los nAChR (Pidoplichko et al., 1997). Por otro lado,
la activacion y posterior desensibilizacion de los nAChR presentes en las neuronas
GABAérgicas del ATV contribuye a la estimulacién de las neuronas DAérgicas al eliminar
la influencia inhibitoria de GABA (Laviolette & van der Kooy, 2004). Finalmente, los
NAChR-a7 asociados a las terminales glutamatérgicas pueden facilitar la liberacion de
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glutamato, que contribuye a inducir el disparo en rafaga en las neuronas DAérgicas a
través de activar receptores NMDA (Floresco et al., 2003; Pidoplichko et al.,2004).

En el NAcc las CIN son la fuente primaria de ACh (Zhou et al., 2002) y se ha demostrado
que pueden regular localmente la liberacion de DA (Cachope & Cheer, 2014; Cragg,
2006; Picciotto et al., 2012). La actividad autonoma de las CINs, tipo marcapasos, les
permite disparar pequefios potenciales de accion (2-10 Hz) en ausencia de actividad
sindptica, por ello se refiere a ellas como ténicamente activas (Aosaki et al., 2010).
Aunque representan solo entre el 1 y 3 % del total de las neuronas en el estriado, tienen
una gran arborizacion axonal (Bolam, 1984), distribuida ampliamente por la matriz, y su
blanco principal son las MSNs (Graybiel, 1984). La regulacion colinérgica de las MSN
esta mediada principalmente por receptores muscarinicos de tipo M1 (Oldenburg & Ding,
2011; Wang et al., 2006).

Los nAChR méas comunmente expresados en el NAcc contienen las subunidades aa, as,
a7, B2y B3 (Quik et al., 2007) y se localizan en las CIN, en las terminales glutamatérgicas
y DAérgicas, asi como en los somas de interneuronas GABAérgicas (Azam et al., 2003;
Marchi et al., 2002; Liss & Roeper, 2010; de Rover et al., 2002; Lim et al., 2012). Se
considera que todos los nAChR de las terminales DAérgicas del estriado contienen la
subunidad 32 (Picciotto et al., 1998; Fennell et al., 2019; Siciliano et al., 2017).

Las terminales de las neuronas DAérgicas del ATV hacen sinapsis con las MSN y con
las CIN en el NAcc (Smith & Bolam, 1990). La DA regula mdultiples conductancias
intrinsecas en las CINs, modulando la actividad de los canales de Na* dependientes de
voltaje sobre su membrana (Maurice et al., 2004; Deng et al., 2007). Una vez que las CIN
son activadas por el glutamato liberado de aferencias glutamatérgicas (Bolam, 1984),
éstas en seguida pausan su actividad, y esta pausa es mediada por la activacion de
receptores D2 (Straub et al., 2014 Lim et al., 2014). Dada la extensa arborizacion de las
CIN, pueden modular de forma simultanea la actividad de un gran numero de neuronas
en el NAcc (Lee et al., 2020).

La ACh puede activar nAChR localizados en interneuronas GABAérgicas del NAcc,
induciendo la liberacibn de GABA, que activa a los receptores GABAa en las MSN,

inhibiendo su actividad, lo que da por resultado la desinhibicibn en sus éareas de
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proyeccion (Di Chiara et al., 1994; de Rover et al., 2002; Mingote et al., 2019;
Brimblecombe et al., 2018). Un solo potencial de accion en una CIN da por resultado un
decremento del 25 % en la corriente postsinaptica excitatoria (EPSC) en un tercio de las
MSN vecinas (Pakhotin & Bracci, 2007). Por otro lado, la activacion optogenética de CINs
incrementa la frecuencia de eventos sindpticos GABAérgicos en MSN vecinas (Witten et
al., 2010), lo que sugiere la participacion del sistema colinérgico en la regulacion de las

sefales inhibitorias en el NAcc.

La ACh tiene ademas un papel particular en la regulacion de la expresion de conductas
motivadas, a través de modular la liberaciéon de DA de las terminales sinapticas en el
NAcc, por la activacion de nAChR presinapticos (Collins et al., 2016; Exley & Cragg,
2008; Zhou et al., 2001). Esta regulacion depende del nivel de actividad de las neuronas
DAérgicas (Zhang et al., 2009; Zhang & Sulzer, 2004); cuando los NAChR estan inactivos
o desensibilizados, la liberacion fasica de DA se potencia, especialmente frente al
disparo en rafaga de la neurona DAérgica (Zhang & Sulzer, 2004). La activacion de los
NAChR presinapticos que contienen la subunidad 2 facilita la liberacion ténica de DA
(Lim et al., 2014), pero suprime la liberacion de DA que resulta de una estimulacion de
alta frecuencia, similar al disparo en rafaga (Exley & Cragg, 2008; Threlfell & Cragg, 2011;
Rice & Cragg, 2004; Picciotto et al., 2012).

La estimulacion eléctrica de terminales dopaminérgicas en el NAcc no modifica por si
misma la cantidad de DA liberada, sin embargo, en presencia de un antagonista de
NAChR se produce un aumento importante en la DA que se libera ante el mismo estimulo
eléctrico (Rice & Craigg, 2004; Zhang & Sulzer, 2004), lo que sugiere que activacion de
NAChR modula la cantidad de DA que es liberada de las terminales sinapticas (Threlfell
et al., 2012).

La inyeccion subcutanea del antagonista no-selectivo y no-competitivo del nAChR,
mecamilamina (1 mg/kg), bloquea el incremento de DA en NAcc ocasionado por nicotina
administrada localmente (Mifsud et al., 1989), lo que sugiere que la nicotina produce
liberacién de DA a través de la activacion local de nAChR (Mansvelder & McGehee,
2002). La nicotina incrementa selectivamente la cantidad de DA liberada por el disparo
en rafaga de las neuronas DAérgicas (Rice & Cragg, 2004). Esta bien establecido que
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los estimulos recompensantes desencadenan el disparo en rafaga de neuronas
DAérgicas (Schultz, 2001), por lo que es posible que el bloqueo de nAChR-2 aumente

la DA liberada en respuesta a una recompensa predecible.

La ACh juega un papel importante en la regulacion de la actividad del circuito
mesolimbico (Rice & Craigg, 2004). Las conductas que son reforzadas positivamente
producen un aumento de ACh de magnitud intermedia en el NAcc, mientras que el
aumento grande y sostenido de ACh en el NAcc se ha asociado a estimulos aversivos o
a sefales que inhiben las conductas apetitivas, como la saciedad por comida (Mark et
al., 1995; Mark et al., 2011; Hoebel et al., 2007). Los estimulos que desalientan las
conductas motivadas activan a las interneuronas colinérgicas, es decir, las CIN
estriatales incrementan su actividad cuando una conducta motivada es desalentada
(Nougaret & Ravel, 2015; Lee, 2006), por ejemplo durante los estados de saciedad a
comida (Mark et al., 1992), mientras que los estimulos que predicen una recompensa y
promueven las conductas motivadas producen una pausa en la actividad de las CIN
(Aosaki, et al., 1994; Morris, et al., 2004; Joshua, et al., 2008; Nougaret & Ravel, 2015).

Los cambios en la transmision DAérgica en el NAcc shell modulan el grado en que
repertorios conductuales interfieren con la conducta en marcha; es decir, el aumento en
la transmision DAérgica se asocia con la posibilidad de cambiar a una nueva estrategia
conductual (behavioral switching), mientras que la transmisibn DAérgica reducida
disminuye la posibilidad de cambio (Mingote et al., 2019). Es posible que la modulacion
del proceso de extincion de una conducta esté ligado a la intercomunicacién de neuronas
DAérgicas y de CINs, que pueden proveer el medio por el cual cambios lentos en los
niveles basales de DA puedan controlar su liberacién fasica ante ciertos estimulos
sensoriales y determinar la influencia de un estimulo reforzante (Schulz & Reynolds,
2013).

1.9.nAChR y conducta sexual

La literatura referente al papel de los nAChR en la regulacion de la conducta sexual es
escasa (Floody, 2014). Previamente habia sido reportado que dosis relativamente bajas

de nicotina producen un efecto facilitador de la conducta sexual masculina en ratas,
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incrementando el numero de eyaculaciones y disminuyendo el de intromisiones, asi
como la duracion de la latencia de eyaculacion y del intervalo posteyaculatorio (Soulairac
& Soulairac, 1975). Evidencia distinta reporta que dosis altas de nicotina disminuyen el
numero de intromisiones, mientras que dosis bajas carecen de efecto (Retana-Marquez
et al.,, 1993). Estos resultados evidencian que el sistema colinérgico participa en la
regulacion de la conducta sexual masculina de la rata a través de activar receptores
nicotinicos, pero no proporcionan informacién clara acerca del papel que juegan estos

receptores en dicha regulacion.

2. Planteamiento del problema

A las 24 h que siguen a la copula hasta la saciedad, las ratas sexualmente exhaustas no
presentan conducta sexual en presencia de una hembra receptiva, lo que resulta
sorprendente pues se trata de una conducta instintiva. EIl MSL DAérgico esta involucrado
en la regulacion de las conductas motivadas como la conducta sexual y se considera que
la DA en el NAcc juega un papel clave para traducir la motivacion en accion (Mogenson
et al., 1980). Se ha demostrado que, durante el periodo de inhibicion sexual, las ratas
sexualmente saciadas tienen una motivacion sexual disminuida (Guadarrama-Bazante &
Rodriguez-Manzo, 2019; Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2019) y niveles basales de
DA reducidos en el NAcc, que disminuyen aun mas cuando estas ratas son expuestas a

hembras sexualmente receptivas a las 24 h post-saciedad (Canseco-Alba, 2016).

En conjunto, estos datos sugieren que la disminucion en la motivacion sexual de
los machos sexualmente saciados podria ser secundaria a una caida en los niveles de
DA en el NAcc. Sin embargo, no se sabe qué mecanismos estan involucrados en la
disminucion de los niveles de DA en el NAcc de las ratas sexualmente saciadas.

La ACh es un neurotransmisor presente en el circuito mesolimbico (Hoebel et al.,
2007), donde su funcién ha sido poco explorada. Numerosas evidencias sugieren que la
DAy la ACh podrian tener un papel combinado en el MSL en la modulacion de conductas
motivadas (Damsa et al., 1990; de Boer et al., 1992; Stadler et al., 1973; Stoof et al.,
1982; Tedford et al., 1992). Niveles elevados de ACh en el NAcc se han asociado a la

saciedad por comida y a estados aversivos condicionados (Mark et al., 1995). Por otro
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lado, se sabe que las CIN pueden modular la actividad de las MSN en el NAcc (Di Chiara
et al., 1994; de Rover et al., 2002) y se ha demostrado que la activacion de receptores
nicotinicos en esta region cerebral aumenta los niveles extracelulares de DA (Mark et al.,
2011).

Con base en estos datos nos planteamos la hipotesis de que la cépula hasta la
saciedad podria producir un aumento en los niveles de ACh en el MSL, que induzca un
estado aversivo y/o produzca una disminucion en los niveles basales de DA en el NAcc,
gue podria estar asociada a la falta de respuesta de los machos sexualmente exhaustos
frente una hembra sexualmente receptiva. Por ello, resulta interesante determinar la
posible participacion de la ACh del circuito mesolimbico en la inhibicion sexual que

caracteriza a las ratas sexualmente saciadas.
3. Hipotesis

La copula hasta la saciedad produce un aumento de la transmisién colinérgica en el NAcc
que contribuye al establecimiento y mantenimiento de la inhibicibn sexual de ratas

sexualmente exhaustas, a través de sus acciones sobre receptores nicotinicos.

4. Objetivos generales

1. Determinar si el bloqueo de receptores nicotinicos durante la cpula hasta la saciedad

interfiere con el establecimiento de la inhibicidon sexual de ratas sexualmente saciadas.

2. Establecer si el bloqueo de receptores nicotinicos a las 24 h post-saciedad, revierte la
inhibicién sexual ya establecida, y si hay una interaccion entre los sistemas DAérgico y
colinérgico en dicho efecto.

4.1.Objetivos particulares

1. Determinar si el bloqueo de receptores nicotinicos durante la copula hasta la saciedad

previene el establecimiento de la inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas.

2. Determinar si el bloqueo de receptores nicotinicos a las 24 h post-saciedad revierte la

inhibicion sexual establecida en las ratas sexualmente saciadas.
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3. Determinar si hay una interaccion entre los sistemas colinérgico y dopaminérgico para

la reversion de la inhibicion sexual a las 24 h post-saciedad.

5. Materiales y métodos
5.1.Animales

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar (con un peso de 250-300 g) sexualmente
expertas, como sujetos de experimentacion y ratas hembra Wistar adultas, sexualmente
receptivas, como estimulo para las pruebas de conducta sexual. La receptividad sexual
se indujo por la administracion secuencial de benzoato de estradiol (12 pg/rata, s.c.)
seguida, 19 h mas tarde, de progesterona (6 mg/rata, s.c.). La receptividad sexual se
presenta 4 h después de la administracion de progesterona. Los machos fueron
sometidos a 3-5 sesiones de copula para que adquirieran experiencia sexual y aquéllos
gue presentaron latencias de eyaculacién menores a 15 min, en al menos 3 sesiones, se
consideraron sexualmente expertos y se seleccionaron para los experimentos. Todos los
animales permanecieron en un cuarto con un ciclo de luz/obscuridad invertido (12 h/12
h, laluz se apaga a las 22:00 h) y con temperatura controlada. Se alojaron ocho animales

por caja, con libre acceso a agua y alimento.

5.2.Paradigma de saciedad sexual

A ratas macho sexualmente expertas se les permitié copular ad libitum con una misma
hembra receptiva durante aproximadamente 4 h, periodo suficiente para que todos los
sujetos alcanzaran el criterio de saciedad (90 min desde la Ultima eyaculacion, sin que
vuelvan a eyacular) (Rodriguez-Manzo et al., 2011). Veinticuatro horas mas tarde, las
ratas saciadas fueron sometidas a un nuevo registro de conducta sexual, previa
administracion del tratamiento farmacolégico. Esta prueba finalizé después de la
ejecucion de 2 series eyaculatorias o cuando transcurrieron 30 min 1) sin que la rata
presente una intromision, 2) después de una intromision, sin que alcance la eyaculacion

o 3) después de la eyaculacion, sin que el animal reinicie la copula.
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5.3.Prueba de actividad ambulatoria

Se registré la actividad ambulatoria espontanea de los animales que recibieron
tratamientos farmacoldgicos para descartar posibles alteraciones motoras producidas
por los tratamientos que pudieran interferir con la ejecucion de la conducta sexual. El

registro se realizo al finalizar la prueba de conducta sexual.

La actividad ambulatoria se registré en una caja de acrilico (33 x 44 x 20 cm) que tiene
la base cuadriculada, dividida en 12 cuadros (12 x 12 cm c/u). Se colocé individualmente
a las ratas y se contabilizé cuantas veces cruzaban de un cuadro a otro durante 5 min.

La caja se limpi6 entre pruebas para eliminar olores.
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5.4.Farmacos

En la tabla 1 se enlistan los farmacos que se emplearon en el presente trabajo, su

mecanismo de accién farmacologico, asi como su vehiculo y la via por la que se

administraron.

Tabla 1. Tratamientos farmacolégicos

Mecanismo de Via de .
Farmaco y Vehiculo . __ | Latencia
accion administracion
Antagonista Agua  bidestilada
Haloperidol inespecifico de | mas tres gotas de | .
) ) o . L.p. 30 min
Sigma-Aldrich | receptores acido clorhidrico al
dopaminérgicos 0.2 N
Agonista
Apomorfina inespecifico de _ . . .
_ _ Agua bidestilada I.p. 15 min
Sigma-Aldrich | receptores
dopaminérgicos.
Antagonista no-
o selectivo 'y no- .
Mecamilamina N _ . I.p. .
_ _ competitivo de | Agua bidestilada 20 min
Sigma-Aldrich
receptores
nicotinicos.
. Antagonista no-
Ketamina N ) _ _ _
) ) competitivo de | Agua bidestilada I.p. 30 min
Sigma-Aldrich
receptores NMDA
) ) Antagonista
Bicuculina N ) _ _ _
competitivo de | Agua bidestilada I.p. 30 min
FLUKA
receptores GABAA
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6. Disefio experimental

6.1 Para determinar si el bloqueo de receptores nicotinicos durante la copula hasta la
saciedad previene el establecimiento de la inhibicion sexual de ratas saciadas, se
utilizaron grupos independientes de ratas macho sexualmente expertas (n= 8, cada uno)
para realizar una curva dosis-respuesta del efecto de la administracién sistémica del
antagonista de receptores nicotinicos mecamilamina o su vehiculo, inmediatamente
antes de la sesion de copula hasta la saciedad, sobre el establecimiento de la inhibicion
sexual. Veinticuatro horas mas tarde se realizé una prueba de conducta sexual en las

ratas sexualmente saciadas con una nueva hembra receptiva (ver esquema).

Ratas sexualmente expertas
(grupos independientes n=8)

Mecamilamina Vehiculo
(0.03-3.0 mg/kq) (Agua bidestilada)

Copula hasta la saciedad sexual (4h)

Evaluaciéon de conducta sexual
(2 series eyaculatorias)
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6.2 Para determinar si el bloqueo de receptores nicotinicos a las 24 h post-saciedad
revierte la inhibicibn sexual en ratas sexualmente saciadas, se utilizaron grupos
independientes de ratas macho sexualmente saciadas (n= 8, cada uno) con las que se
construyé una curva dosis-respuesta del efecto de la administracion sistémica de
mecamilamina o su vehiculo, a las 24 h post-saciedad, sobre la expresion de la conducta
sexual. Al finalizar el registro se sometié a los animales a una prueba de actividad

ambulatoria (ver esquema).

Ratas sexualmente saciadas

(grupos independientes n=8)
(0.001-1.0mg/kq) (Agua bidestilada)

Evaluacion de conducta sexual
(2 series eyaculatorias)

Prueba de actividad ambulatoria (5 min)
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6.3 Para determinar una posible interaccién entre los sistemas colinérgico y
dopaminérgico para la reversion de la inhibicion sexual a las 24 h post-saciedad, se
utilizaron 2 grupos independientes de ratas macho sexualmente saciadas (n= 8), a los
gue se les administré una combinacién de mecamilamina y del agonista inespecifico de
receptores dopaminérgicos apomorfina, en dosis sub-efectivas para revertir la saciedad
sexual, o sus vehiculos, a las 24 h post-saciedad. Otros 2 grupos de ratas macho
sexualmente saciadas (n= 8) recibieron a las 24 h post-saciedad, una dosis de
mecamilamina, efectiva para revertir la saciedad sexual, junto con una dosis del
antagonista dopaminérgico haloperidol que carece de efecto sobre la cépula, o sus
vehiculos. Al finalizar las pruebas de conducta sexual se sometié a los animales a la

prueba de actividad ambulatoria (ver esquema).

Ratas macho sexualmente saciadas
(grupos independientes n=8)

Vehiculo
(Agua bidestilada + 3
gotas HC1 0.2N)

Vehiculo Mecamilamina + Apomorfina l Mecamilamina + Haloperidol
(Agua bidestilada) (1 pg/kg) (10 ug/kg) (3 ug/kg) (125 pg/kg)

Evaluaciéon de conducta sexual
(2 series eyaculatorias)

Prueba de actividad ambulatoria
(5 min)
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7. Resultados

7.1 Efecto de la administracion de diferentes dosis del antagonista de receptores
nicotinicos, mecamilamina, sobre la conducta sexual de ratas macho sexualmente

expertas (no inhibidos sexualmente).

15 * 10
* —
—_— *
o 10 3
o 5
£ B € s
.g m -E
£ [l £
(* | - ;
0 0 é 'ﬁ

C 003 01 03 1.0 malkg C 0.03 01 0.3 1.0 mgkg

20- 25;

?15' ‘g“ 20'

] 5 15

» 2

n: E I

£ £ 101

=. g &
: | | I ! 0l— . : : .
C 0.03 01 0.3 1.0 mg/kg C 0.03 0.1 0.3 1.0 mg/kg

15,

M) * %

= %

=

£

£ Iél

w 51

o

C 0.03 01 0.3 1.0 mgkg

Figura 1. Parametros especificos de la copula de machos sexualmente expertos en
respuesta al tratamiento con mecamilamina (0.03-1.0 mg/kg; n=8), comparado con el
vehiculo (n=8). Se presentan la latencia de intromisién (LI), el nimero de montas (M) y
de intromisiones (I) que preceden a la eyaculacion, la latencia de eyaculacion (LE) y el
intervalo posteyaculatorio (IPE). Los datos se expresan como medianas y rangos
intercuartil. ANOVA de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn *p<0.05 vs. control (C).
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Como se puede observar en la Figura 1, la mecamilamina a dosis bajas (0.03 y 0.1
mg/kg) practicamente no modificé la cdpula. Con la dosis de 0.03 mg/kg se presentd una
disminucién significativa de las | y con la de 0.1 mg/kg un aumento significativo en el IPE.
La dosis intermedia de 0.3 mg/kg tuvo efectos facilitadores de la copula, pues redujo la
LI, la LE, las M y las |, aunque solo en este ultimo pardmetro la reduccién alcanzé

significancia estadistica, y aumento significativamente el IPE.

La dosis efectiva de mecamilamina (1.0 mg/kg) incremento significativamente la LI y
aumento la dispersion de los datos en el resto de los parametros en comparacion con el
grupo control. Finalmente probamos una dosis mayor de mecamilamina (3.0 mg/kg), que
tuvo efectos claramente inhibitorios y s6lo 4 de los 8 animales copularon hasta la
eyaculacion, dentro del tiempo esperado para animales sexualmente expertos. Estos
animales presentaron un aumento en todos los parametros, que fue particularmente

evidente en la presentacion de un nimero muy elevado de M.
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7.2 Efecto del bloqueo de receptores nicotinicos durante la cépula hasta la saciedad

sobre el establecimiento de la inhibicién sexual en ratas sexualmente saciadas.
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Figura 2. Porcentaje de ratas macho que copularon hasta la saciedad en presencia de
diferentes dosis de mecamilamina (0.03-3.0 mg/kg) o su vehiculo, que presenta las
respuestas de monta (M), intromision (1), eyaculacion (E) y que reinicia la cépula después
de la eyaculacién (RC), a las 24 h post-saciedad; n=8 cada grupo. Prueba F de Fisher
*p<0.05, **p<0.01 vs. animales control (C) administrados con el vehiculo.

En la figura 2 se observa que de todas las dosis de mecamilamina probadas, sélo la
dosis de 1.0 mg/kg previno el establecimiento de la inhibicion sexual, ya que produjo un
aumento estadisticamente significativo en el porcentaje de animales que fue capaz de
eyacular y reiniciar la copula después de la eyaculacion a las 24 h post-saciedad. Se
observa también que el pretratamiento con la dosis de 0.3 mg/kg de mecamilamina
produjo un incremento significativo en el porcentaje de animales que presentd la
respuesta de eyaculacion a las 24 h post-saciedad, pero no aumentd la proporcion de
machos que reinicio la copula después de la eyaculacion, por lo que si bien aumento el

numero de animales sexualmente saciados que presentd conducta sexual, no previno el
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establecimiento de la inhibicion sexual. Una dosis mayor (3 mg/kg) ya no fue efectiva
para prevenir la saciedad, y ocasiondé un aumento muy importante en el nimero de

montas que presentaron los animales saciados.

En la figura 3 se muestran los parametros especificos de la copula de aquellos machos
pretratados con las dosis de 0.3 y 1.0 mg/kg de mecamilamina que presentaron conducta
sexual hasta la eyaculacion a las 24 h post-saciedad, en comparacion con los de un

grupo de animales sexualmente expertos.
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Figura 3. Parametros especificos de la cépula de los machos que copularon hasta la
saciedad en presencia de 0.3 0 1.0 mg/kg de mecamilamina (n=6-7) comparados con los
de un grupo de machos sexualmente expertos como control (n=8). Se presentan la
latencia de intromision (LI), el nimero de montas (M) y de intromisiones (1), que preceden
ala eyaculacion y la latencia de eyaculacion (LE). Los datos se expresan como medianas
y rangos intercuartil. ANOVA de Kruskal-Wallis n.s.

No hubo diferencias significativas en ninguno de los pardmetros de la coOpula en
comparacion con los presentados por los animales sexualmente expertos, sin embargo,
se observa una mayor dispersion de los datos en los 2 grupos de ratas sexualmente

saciadas.
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7.3 Efecto del bloqueo de receptores nicotinicos sobre la expresion de la copula de ratas

sexualmente saciadas
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Figura 4. Porcentaje de machos sexualmente saciados que presenta las respuestas de
monta (M), intromision (I), eyaculacion (E) y que reinicia la cépula después de la
eyaculacion (RC), en respuesta a la administraciéon i.p. de diferentes dosis de
mecamilamina (0.001-1.0 mg/kg) o su vehiculo a las 24 h post-saciedad; n=8 cada grupo.
Prueba F de Fisher *p<0.05 vs. control (C).

En la figura 4 se muestra que la mecamilamina, a todas las dosis probadas, aumento el
porcentaje de ratas sexualmente saciadas que presenté la conducta de monta; sin
embargo, este aumento sélo alcanzé significancia estadistica con las dosis de 0.003 y
1.0 mg/kg. La mecamilamina también aumentd la proporcién de animales que presenté
las respuestas de intromision y de eyaculacion a las dosis de 0.003 y 0.1 mg/kg, sin que
dichos aumentos fueran estadisticamente significativos en comparacion con el grupo
control. Finalmente, la mecamilamina, a dosis bajas, revirtio la inhibicion sexual de ratas

saciadas a las dosis de 0.003 y 0.01 mg/kg, ya que se observa un aumento
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estadisticamente significativo en el porcentaje de animales que fue capaz de reiniciar la

copula después de la eyaculacion, en comparacion con el grupo control.
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Figura 5. Parametros especificos de la copula de los machos sexualmente saciados que
eyaculan en respuesta al tratamiento con mecamilamina (0.003-0.1 mg/kg, n=6,6,7),
comparados con los de machos sexualmente expertos como control (C) (n=8). Se
presentan la latencia de intromision (LI), el nimero de montas (M) y de intromisiones (1)
gue preceden a la eyaculacion y la latencia de eyaculacion (LE). Los datos se expresan
como medianas y rangos intercuartil. ANOVA de Kruskal-Wallis n.s.

En la figura 5 se muestran los parametros especificos de la copula de los machos
sexualmente saciados que presentaron conducta sexual hasta la eyaculacién a las 24 h
post-saciedad, en comparacién con los de un grupo de animales sexualmente expertos.
Se puede observar que la mecamilamina no modificé significativamente ninguno de los
parametros en comparacion con el grupo control. Sin embargo, se observa una gran
variabilidad en los valores de cada uno de los parametros, particularmente a las dosis

mas altas de mecamilamina.
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7.4 Interaccién entre los sistemas colinérgico y dopaminérgico para la reversion de la

inhibicidn sexual en ratas sexualmente saciadas.

Con el objeto de determinar la posible interaccion entre la transmision colinérgica y
dopaminérgica para la reversion de la saciedad sexual, se analiz6 el efecto de la
combinacion de dosis sub-efectivas del agonista dopaminérgico apomorfina y de
mecamilamina, asi como de la combinacion de una dosis efectiva de mecamilamina y el

antagonista dopaminérgico haloperidol.
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Figura 6. Porcentaje de machos sexualmente saciados que presenta las respuestas de
monta (M), intromisién (l), eyaculacién (E) y que reinicia la cépula después de la
eyaculacion (RC), en respuesta a la administracion i.p. de la combinacion de dosis sub-
efectivas de mecamilamina (1.0 pg/kg) y de apomorfina (10 pg/kg), o agua bidestilada
como control (C), n=8 cada grupo. Prueba F de Fisher n.s.
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Como se puede observar en la figura 6, la administraciéon de la combinacién de
apomorfina y mecamilamina no aumento la proporcién de ratas sexualmente saciadas

gue present6 actividad sexual, indicando la ausencia de interaccion.
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Figura 7. Porcentaje de machos sexualmente saciados que presenta las respuestas de
monta (M), intromision (I), eyaculacién (E) y que reinicia la copula después de la
eyaculacion (RC), en respuesta a la administracion i.p. de la combinacion de una dosis
efectiva de mecamilamina (3.0 pg/kg) con haloperidol (125 pg/kg), o agua bidestilada
como control (C), n=8 cada grupo. Prueba F de Fisher *p<0.05 **<0.01 vs. C.

En la figura 7 se aprecia que el haloperidol bloguea la reversién de la saciedad inducida
por mecamilamina, ya que el aumento en la proporcién de animales sexualmente
saciados que reiniciar la copula después de la eyaculacion inducido por la dosis de 3
pHog/kg de mecamilamina administrada de manera individual, se cancela cuando se

coadministra con el antagonista de receptores dopaminérgicos.

El andlisis de la actividad ambulatoria espontanea de los animales sexualmente

saciados, tratados con diferentes dosis de mecamilamina, mostré que con las dosis de
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0.1y 1.0 mg/kg se produjo un aumento significativo en la actividad en comparacion con
el grupo control tratado con vehiculo (tabla 2).

Tabla 2. Actividad ambulatoria espontanea de machos sexualmente saciados tratados

con diferentes dosis de mecamilamina

Actividad ambulatoria
Grupo Dosis Media + EE
Vehiculo - 351 +1.8

0.001 mg/kg 36.7 +3.0 n.s.

0.003 mg/kg 326 +2.2 n.s.

0.01 mg/kg 44,7 +5.0 n.s.

Mecamilamina (i.p.) 0.03 mg/kg 432 139 n.s.
0.1 mg/kg 49.7 +2.7  *p<0.05

0.3 mg/kg 46.1 +3.2 n.s.

1.0 mg/kg 51.6 +3.0 **p<0.01

La actividad se presenta como la media + EE del nUmero de cruces por minuto (CPM).
ANOVA de una via, post-hoc Holm-Sidak *p<0.05, **p<0.05 vs. vehiculo.

Por otro lado, el analisis del efecto de las distintas combinaciones farmacoldgicas sobre
la actividad locomotora mostré6 que ninguna de ellas modificé significativamente la
actividad ambulatoria espontanea de los machos sexualmente saciados en comparacion

con los vehiculos respectivos (tabla 3).

Tabla 3. Actividad ambulatoria espontanea de machos sexualmente saciados tratados

con combinaciones de farmacos

Actividad ambulatoria
Grupo Dosis cpm (media t EE)

Vehiculo (agua bidestilada) - 351 118
Mecamilamina + Apomorfina 1 pg/kg + 10 pg/kg 388 +18
Mecamilamina 1 pg/kg 36.7 %30
Apomorfina 10 pg/kg 388 120
Vehiculo (agua bidestilada + 2 gotas

HCL 0.2N) - 398 +27
Mecamilamina + Haloperidol 3 pg/kg + 125 pg/kg 331 127
Mecamilamina 3 pg/kg 326 +22
Haloperidol 125 pg/kg 356 124

La actividad se expresa como la media + EE del nimero de cruces por minuto (cpm).
ANOVA de una via, n.s.
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8. Discusion

Esta investigacion exploro la participacion de los receptores nicotinicos en la regulacién
de la expresion de la conducta sexual de ratas macho sexualmente expertas y
sexualmente saciadas, utilizando un antagonista no selectivo y no competitivo de nAChR,

la mecamilamina.
Los principales hallazgos obtenidos fueron los siguientes:

= El bloqueo de nAChR produce efectos bifasicos, dependientes de la dosis, sobre
la conducta sexual de ratas macho sexualmente expertas.

= El bloqueo de nAChR previo a la copula hasta la saciedad, previene el
establecimiento de la inhibicion sexual a las 24 h post-saciedad.

» La inhibiciébn sexual establecida a las 24 h post-saciedad, se revierte por un
antagonista de nAChR.

= La reversion de la saciedad producida por el antagonista de nAChR no ocurre
cuando se coadministra un antagonista de receptores dopaminérgicos.

= Lacombinacion de dosis sub-efectivas del antagonista de nAChR y de un agonista

de receptores dopaminérgicos no sinergizan para revertir la saciedad sexual.

El bloqueo de nAChR con mecamilamina en machos sexualmente expertos tiene efectos
variados sobre la cépula, que dependen de la dosis administrada. Asi, dosis bajas
produjeron una tendencia a reducir el umbral eyaculatorio, mientras que las dosis altas
(1-3 mg/kg) tuvieron efectos inhibitorios, entre los que destacd que los animales
presentaron un nimero muy elevado de montas (M), sin lograr la intromisién. Este
aumento en el nUmero de M sugiere problemas de ereccion, puesto que para que un
macho logre la insercion peneana intravaginal se requiere que primero logre la erecciéon
del pene (Brennan & Orbach, 2020), lo cual depende en parte de la activacion de
receptores NAChR en la union neuromuscular (Bozkurt et al., 2007; Ozturk Fincan et al.,
2010). En apoyo a esta interpretacion esta el reporte de anestesia clinica, que muestra
gue la activacion de nAChR musculares con succinilcolina es seguida de su rapida
desensibilizacién, observada como flacidez muscular (Jonsson et al., 2006). La relajaciéon

del masculo liso del cuerpo cavernoso del pene y de la arteria cavernosa son criticos
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para inducir y mantener la ereccion peneana (Andersson & Wagner, 1995; Saenz de
Tejada, 2002). Se ha demostrado que la nicotina potencia la relajacion del cuerpo
cavernoso de conejo, estimulando la liberacion de oxido nitrico (Bozkurt et al., 2007) y
gue la mecamilamina bloguea este aumento en la relajacion inducido por nicotina (Ozturk
Fincan et al.,, 2010). Por lo tanto, es posible que las dosis altas de mecamilamina
utilizadas en este trabajo hayan interferido con la relajacion del cuerpo cavernoso en las
ratas al bloquear los NAChR, interfiriendo con la ereccién, lo que dificulto la ejecucion de
la copula. En cambio, las dosis bajas de mecamilamina parecen no haber interferido con
la ereccion, permitiendo observar el efecto facilitador del bloqueo de los nAChR sobre la
copula. Por otro lado, la presentacién de un nimero elevado de M puede ser indicativo
de una motivacion sexual aumentada (Carro-Juarez et al., 2004), ya que, a pesar de no
lograr la insercion peneana intravaginal, los animales siguen manteniendo el interés
sexual en las hembras, por lo que podemos proponer que las dosis altas de
mecamilamina facilitan la motivacion sexual (Carro-Juérez et al., 2004), pero interfieren

con la ejecucion de la cépula.

En cuanto a los machos sexualmente saciados, los resultados de esta investigacion
muestran que el bloqueo de nAChR con mecamilamina previo a la cépula hasta la
saciedad, interfiere con el establecimiento de la inhibicion sexual 24 h mas tarde. Este
dato muestra que durante la cépula repetida hay liberacion de acetilcolina (ACh) que

contribuye al establecimiento de dicha inhibicién, a través de activar nAChR.

Esta bien demostrado que durante la copula se presenta un aumento en la liberacion de
DA en el NAcc (Mas et al., 1990; Pfaus et al.1990; Pleim et al., 1990) y que, durante la
copula hasta la saciedad, los niveles de DA se mantienen elevados en esta region
(Fiorino et. al. 1997; Canseco-Alba et al. 2021). Evidencia acumulada sugiere que existe
un equilibrio dinamico entre la ACh y la DA en el NAcc para la regulacion de las
respuestas a estimulos recompensantes naturales y la aversion condicionada (Hoebel
et.al. 2007; Mark et. al. 1991; 1992; 1995; 2011). El incremento en la liberacion de DA en
el NAcc que se presenta cuando el animal estéa frente a un estimulo recompensante esta
sujeto a una modulacién importante por parte de los sistemas colinérgicos (Liss &
Roeper, 2010; Zhang & Sulzer, 2004). Asi, se ha demostrado que el bloqueo de nAChR
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por la administracion sistémica de mecamilamina, impide el incremento de DA en NAcc
ocasionado por la administracion intracerebral de nicotina en ratas (Mifsud et al., 1989).
Por lo tanto, si bien no existe evidencia clara acerca del papel de los nAChR en la
regulacion de la copula, la participacion de estos receptores en la regulacion de la
liberacion de DA en el NAcc pudiera proponerse como el mecanismo a través del cual
los NnAChR modulen esta conducta.

Estudios en rebanadas de cerebro de rata han mostrado que la activacién de nAChR del
NAcc provoca un incremento en la tasa de disparo de interneuronas GABAErgicas, lo
gue da por resultado un aumento de la frecuencia de corrientes postsinapticas inhibitorias
espontaneas (sIPSC) en las MSN (de Rover et al., 2002).

Tomando en cuenta podria pensarse que uno de los mecanismos por los que la
mecamilamina pudiera interferir con el establecimiento de la inhibicion sexual en los
animales sexualmente saciados seria bloqueando a los nAChR-asf2 de estas
interneuronas en el NAcc y, con ello, cancelar la inhibicion GABAEérgica que ejercen
sobre las MSN a través de los receptores GABAa (que podria contribuir al
establecimiento de la inhibicion sexual), asi como la actividad inhibitoria que ejerce la
transmision GABAérgica sobre las terminales DAérgicas y glutamatérgicas del NAcc, a

traves de la activacion de receptores GABAs presinapticos (Covey & Yocky, 2021).

Por otro lado, el bloqueo de los nAChR-a4f2 de las interneuronas GABAérgicas del ATV
podria contribuir a la estimulacion de las neuronas DAérgicas al eliminar la influencia
inhibitoria de GABA (de Rover et al., 2002).

El bloqueo de nAChR con mecamilamina durante la copula hasta la saciedad, interfirid
con el establecimiento de la inhibicion sexual solamente a la dosis de 1 mg/kg. A dosis
menores 0 mayores del antagonista este efecto se pierde. Se ha demostrado que dosis
bajas de antagonistas nAChR mimetizan la funcién de la nicotina para desensibilizar a
los NAChR (Buccafusco & Jackson, 1991; Terry et al., 1999). Por lo tanto, una posible
explicacion para este resultado es que los receptores NAChR-B2, presentes en las
neuronas y terminales GABAérgicas del ATV y el NAcc, al presentar mayor afinidad por
el agonista, se bloqueen con la dosis efectiva del antagonista de nAChR, sin que se
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afecte la funcion de los nAChR-a7 de las terminales glutamatérgicas, por presentar una
afinidad menor. Las dosis de mecamilamina menores a la que previene el
establecimiento de la inhibicidon sexual podrian considerarse sub-efectivas, mientras que
a las dosis de mecamilamina mayores a la efectiva, los nAChR-a7 se bloquearian
también y eso pudiera cancelar la prevencién de la inhibicidbn sexual. También podria
considerarse que las dosis mayores de mecamilamina produzcan efectos inespecificos
por el bloqueo de los nAChR a nivel neuromuscular. Habra que hacer experimentos

especificos para determinar ambas posibilidades.

Los resultados de este estudio también muestran que dosis bajas de mecamilamina
revierten la inhibicion sexual a las 24 h post-saciedad, lo que indica que la ACh participa

en el mantenimiento de la inhibicidn sexual a través de activar a los nAChR.

El hecho de que el bloqueo de los nAChR revierta la inhibicion sexual de ratas saciadas
indica que estos receptores estan siendo estimulados por ACh durante este estado
inhibitorio. Si bien en nuestro estudio el antagonista de nAChR se administré por via
sistémica y eso no nos permite establecer el area o las areas cerebrales en las que pudo
haber actuado, se ha reportado que el aumento sostenido de ACh en el NAcc esta
asociado a la inhibicién de conductas apetitivas (Mark et al., 1995; Mark et al., 1991). Por
otro lado, durante la saciedad por comida se registra tanto un aumento en la actividad de
las CIN (Mark et al., 2011), como en los niveles de ACh en el NAcc (Di Chiara et al.,
1994; de Rover et al., 2002). Por el contrario, los estimulos que promueven conductas
motivadas pausan la actividad de las CIN en el NAcc (Morris, et al., 2004; Joshua, et al.,
2008; Nougaret & Ravel, 2015). Con base en estos datos podria pensarse que los
animales sexualmente saciados presenten niveles elevados de ACh en el NAcc, de
manera analoga a lo que ocurre en ratas saciadas por comida, y que dicha ACh
contribuya a mantener la inhibicion sexual a través de activar a los nAChR. El blogueo
de estos receptores con mecamilamina equivaldria a pausar la actividad de las CINs,
gue es lo que ocurre durante la promocion de conductas motivadas. La ACh regula la
expresion de conductas motivadas, como lo es la conducta sexual, en el NAcc

modulando la liberacién de DA a través de activar a los nAChR (Threlfell et al., 2012).
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Sera necesario realizar experimentos en los que se administre la mecamilamina

directamente en el NAcc para comprobar esta hipoétesis.

Otro posible mecanismo a través del cual la mecamilamina podria revertir la inhibicion
sexual de ratas saciadas pudiera deberse a que a esas dosis estuviese bloqueando
NAChR-a4B2en el ATV limitando la actividad GABAérgica, sin afectar a los nAChR-a7 de
las terminales glutamatérgicas, dando por resultado un aumento de la actividad de las

neuronas DAérgicas, que incremente la liberacion de DA en el NAcc.

El analisis de la actividad ambulatoria espontanea de las ratas sexualmente saciadas
tratadas con mecamilamina muestra que dosis especificas (0.1 y 1.0 mg/kg), que no
revirtieron la saciedad sexual, produjeron un aumento significativo en la actividad
locomotora. Sin embargo, es la disminucion en la actividad locomotora la que interfiere
principalmente con la ejecucion de la copula, y no el aumento moderado de ésta. En
apoyo a la idea de que este no fue un factor que afectara la reversiéon de la saciedad,
otras dosis de mecamilamina, menores y mayores a las mencionadas, no afectaron la

actividad ambulatoria y tampoco revirtieron la saciedad sexual.

Tomando en cuenta la extensa evidencia que demuestra la interaccién entre los sistemas
colinérgico y dopaminérgico en el MSL, realizamos experimentos con dosis sub-efectivas
del antagonista nicotinico en combinacion con dosis sub-efectivas de un agonista
dopaminérgico para revertir la saciedad, asi como de una dosis efectiva de
mecamilamina en combinacion con un antagonista dopaminérgico, con el proposito de
investigar la posible interaccion entre ambos sistemas para la reversion de la saciedad

sexual.

El antagonista dopaminérgico inespecifico haloperidol, que no revierte la saciedad sexual
por si mismo (Rodriguez-Manzo, 1999), bloqued la reversién producida por una dosis
efectiva de mecamilamina. Este dato sugiere que el mecanismo a través del cual la
mecamilamina revierte la saciedad sexual involucra la liberacion de DA, lo que apoya la
hip6tesis de que la reversion de la saciedad producida por mecamilamina depende, en

Ultima instancia, de la transmisién DAérgica.

43



Nuevamente, los tratamientos combinados fueron administrados por via sistémica y no
es posible determinar en qué area(s) cerebral(es) hayan actuado, sin embargo, el hecho
de que se haya demostrado que en los animales sexualmente saciados los niveles de
DA en el NAcc estan disminuidos significativamente (Canseco-Alba, 2016) y, que la
activacion de receptores DAérgicos en esta region cerebral revierte la saciedad sexual
(Guadarrama-Bazante & Rodriguez-Manzo, 2019), nos permite proponer que el NAcc
pudiera ser el sitio en el que la mecamilamina estuviera actuando para revertir la
saciedad a través de aumentar la liberacion de DA y que el haloperidol estaria

cancelando dicha reversion al bloquear a los receptores DAérgicos del NAcc.

Por otro lado, la combinacion de dosis sub-efectivas del agonista DAérgico inespecifico
apomorfina y de mecamilamina, no actuaron en conjunto para revertir la saciedad sexual.
Este resultado pareciera contradecir la idea de la hipétesis anterior, no obstante, una
posible explicacion para la falta de interaccibn entre ambos farmacos pudiera estar
relacionada con la dosis de apomorfina utilizada. Se ha reportado que la administracion
sistémica de dosis bajas de apomorfina disminuye la actividad de las neuronas
DAérgicas, a través de activar autorreceptores somatodendriticos en el ATV y que inhibe
la liberacion de DA en el NAcc al activar autorreceptores en las terminales DAérgicas
(Akaoka et al., 1992; Bunney et al., 1973; Fresnoza et al., 2021; Ford, 2014). En este
trabajo tuvimos que utilizar, en la combinacion, una dosis baja de apomorfina para que
fuera sub-efectiva para revertir la saciedad sexual y poder establecer si actuaba en
conjunto con una dosis sub-efectiva de mecamilamina para revertir la inhibicion sexual.
Podria pensarse entonces, que el incremento en la liberacién de DA en el NAcc que
produciria la mecamilamina al bloquear NAChR-a4f2 (Straub et al., 2014; Lee et al.,
2020), haya sido cancelado por la activacion de autorreceptores presinapticos D2 y por
ello no se produjo la reversion de la saciedad sexual. Nuevamente, esta hipotesis debera

ser comprobada con la administracion intra-NAcc de estos tratamientos combinados.

En conjunto, estos mecanismos apuntan a que la via final para la reversién de la

saciedad mediada por mecamilamina depende de la liberacion de DA.

De manera interesante, las dosis de mecamilamina requeridas para revertir la inhibicion

sexual ya establecida fueron dos érdenes de magnitud menores que la requerida para

44



prevenir su establecimiento. Esta diferencia en la potencia correlaciona con la
hipersensibilidad a farmacos que de manera reiterada se ha reportado que caracteriza a
las ratas macho sexualmente saciadas, al compararlas con ratas sexualmente expertas
(Rodriguez-Manzo et al. 2011; Gonzalez-Morales & Rodriguez-Manzo, 2020; Rodriguez-
Manzo et al., 2021). Asi, en las ratas sexualmente expertas que se sometieron al proceso
de copula hasta la saciedad, se requirid de una dosis mucho mayor de mecamilamina
para bloquear el establecimiento de la inhibicidbn sexual, que las necesarias para
revertirla cuando los animales ya estaban sexualmente saciados. Al igual que para la
prevencion de la saciedad sexual, el efecto de reversién de la inhibicion sexual se
observo sélo con un par de dosis bajas de mecamilamina y a dosis mayores el efecto se
perdi6. Como ya se menciond, existen datos en la literatura que muestran que la
mecamilamina a concentraciones bajas actia como agonista de receptores nicotinicos y
por ello, la desensibilizacién de los nAChR podria jugar un papel en la pérdida del efecto
con dosis de mecamilamina mayores a la efectiva, en los animales sexualmente
saciados. Mas aun, estas Ultimas dosis produjeron un aumento en las M, similar al
observado en machos expertos con cantidades 100 veces mas grandes de
mecamilamina, un dato que también revela la hipersensibilidad a farmacos de los

machos sexualmente saciados.

La actividad de las CIN también es regulada por el sistema glutamatérgico; el glutamato
estimula el disparo en rafaga de las CIN (Marchi et al., 2015; Yan et al., 2018; Benarroch,
2012). Por otro lado, se ha descrito que, en el NAcc, las proyecciones GABAérgicas que
provienen del ATV (Morales & Margolis, 2017) estan involucradas en la disrupcién del
consumo de recompensas; al activarse este sistema se interrumpe la busqueda de
recompensas (van Zessen et al., 2012). Bloquear a los receptores NMDA, impediria el
disparo en rafaga de las CIN (equivalente a pausar su actividad) lo que podria sumarse
al efecto de mecamilamina de bloquear nAChR. Por otro lado, el bloqueo de receptores
GABAA con bicuculina interferiria con la disrupcion del consumo de recompensas Yy

podria también sumarse al efecto de mecamilamina.

Partiendo de esta informacion decidimos hacer un par de experimentos piloto dirigidos a

explorar la posible interaccién de estos sistemas para la reversion de la saciedad. En

45



éstos, utilizamos animales sexualmente saciados a los que les administramos, por un
lado, dosis sub-efectivas de un antagonista de receptores NMDA (ketamina) y de
mecamilamina y, por el otro, dosis sub-efectivas de un antagonista GABAa (bicuculina) y
de mecamilamina. Ninguna de estas combinaciones logro revertir la inhibicion sexual de
los machos saciados (Figuras 10 y 11 en Anexo 1). Si bien se trata de resultados
negativos, esta es una primera aproximacion al estudio de estas posibles interacciones.

9. Conclusiones

e Los nAChR participan en la regulacion de la conducta sexual de ratas
sexualmente expertas, de manera dependiente de la dosis, facilitandola a dosis
bajas e inhibiéndola a dosis altas.

e Durante la cépula hasta la saciedad hay liberacion de ACh que contribuye al
establecimiento de la inhibicion sexual, a través de la activacion de nAChR.

e La ACh participa en el mantenimiento de la inhibicion sexual de ratas sexualmente
saciadas a través de activar nAChR.

e Los sistemas colinérgico y dopaminérgico parecen interactuar para la reversion
de la inhibicion sexual de ratas saciadas, producida por un antagonista de

receptores nicotinicos.
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10. Perspectivas

Este proyecto representa el primer acercamiento a la participacion del sistema
colinérgico en el fendmeno de saciedad sexual y deja muchas puertas abiertas a la
exploracion. Es necesario realizar experimentos adicionales que complementarian la
informacion recabada en este trabajo. Para poder determinar si los animales tratados
con dosis altas de mecamilamina tienen un problema de ereccion, podemos administrar

diferentes dosis previo a la prueba de ereccion sin contacto.

Seria necesario determinar la participaciéon de los nAChR del NAcc y del ATV en el
establecimiento y en la reversion de la inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas
a través de administraciones intra-NAcc e intra-ATV, respectivamente. Es igualmente
importante establecer la participacion de los nAChR-a4B2 y de los nAChR-az en la
saciedad sexual a través de la utilizacién de antagonistas especificos para cada uno de
ellos. Para poder descartar que la interaccion entre el sistema colinérgico interactte con
los sistemas GABAérgico y glutamatérgico, para la reversion de la saciedad sexual, se
tendrian que probar distintas dosis de los antagonistas GABAa y NMDA en combinacion

con la mecamilamina.

Asi mismo, se podria determinar la participacion de la activacion y desensibilizacion de
NAChR, en los animales saciados, a través de administrar diferentes dosis de un agonista
nicotinico, para determinar puntos de comparacion entre las similitudes farmacolégicas
de antagonistas nicotinicos, como mecamilamina, y nicotina. Finalmente, utilizando

microdialisis, se podrian estudiar:

e Cambios en los niveles de ACh en el NAcc durante la cépula hasta la saciedad

e Determinar las concentraciones de ACh en el NAcc de ratas sexualmente
saciadas y compararlas con las de ratas que eyacularon una sola vez el dia
anterior

e Registrar cambios en los niveles de DA del NAcc de ratas sexualmente saciadas
en respuesta a la administracion sistémica de una dosis de mecamilamina efectiva

para revertir la inhibicién sexual
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Anexo 1

Efecto de la combinacion de dosis sub-efectivas del antagonista de nAChR
mecamilamina, y del antagonista de receptores NMDA ketamina, sobre la cOpula de ratas

sexualmente saciadas

M |

100 - 100

80 80 -
2 Qo
£ 60 *“_*"60
@ ®
5 o
S 40 - S 40 ;

20 20

0 ! L
0 C KETAO01 MEC1 KETA+MEC pglkg C KETAO0.1 MEC1 KETA+MEC pgkg

100 ; E 100 | RC

80 80
Q2 (V)
m "_—
c 60 - g 60 -
o o
£ o
S 40 S40;

20 20

0 0 | I [ ]
C KETAO1 MEC1 KETA+MEC ugkg C KETAO1 MEC1 KETA+MEC pgkg

Figura 8. Porcentaje de machos sexualmente saciados que presenta las respuestas de
monta (M), intromision (I), eyaculacion (E) y que reinicia la cépula después de la
eyaculacion (RC), en respuesta a la administracion i.p. de dosis sub-efectivas de
mecamilamina (1.0 pg/kg, n=8) y de ketamina (0.1 pg/kg n=8), de su combinacion (n=12),
0 sus vehiculos (agua bidestilada) como control (C) (n=8), a las 24h post-saciedad.
Prueba F de Fisher n.s.

Como se puede observar en la figura 8, la combinacion de dosis sub-efectivas de
ketamina (0.1 pg/kg) y mecamilamina (1 pg/kg) produjo una clara tendencia a aumentar
la proporcién de ratas sexualmente saciadas que reinicio la cépula después de eyacular,
pero que no alcanzo significancia estadistica en comparacién con el grupo control. Por

lo tanto, dicha combinacién no revirtio la inhibicion sexual de las ratas saciadas.
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Efecto de la combinaciébn de dosis sub-efectivas del antagonista de nAChHR,
mecamilamina, y del antagonista de receptores GABAAa bicuculina, sobre la cépula de

ratas sexualmente saciadas
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Figura 9. Porcentaje de machos sexualmente saciados que presenta las respuestas de
monta (M), intromision (I), eyaculacién (E) y que reinicia la cépula después de la
eyaculacion (RC), en respuesta a la administracion i.p. de dosis sub-efectivas de
mecamilamina (1.0 pg/kg, n=8), de bicuculina (3 pg/kg, n=8) y de su combinacion (n=8)
o de sus vehiculos (agua bidestilada) como control (C) (n=8), a las 24h post-saciedad.
Prueba F de Fisher n.s.

La figura 9 muestra que la combinacion de dosis sub-efectivas de bicuculina y
mecamilamina no modificé la proporcidon de animales que presentd las diferentes
respuestas sexuales en comparacién con el grupo control. En particular, con este
tratamiento combinado ninguno de los animales sexualmente saciados reinicio la copula

después de la eyaculacion.
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