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Resumen

El sistema mesolimbico dopaminérgico (MSL), que se compone de células
dopaminérgicas originadas en el area tegmental ventral (ATV) que proyectan
al nucleo accumbens, juega un papel central en el desarrollo y mantenimiento
de la saciedad sexual. La actividad de estas neuronas es modulada por
influencias GABAérgicas y glutamatérgicas en el ATV. La administracion
sistémica e intra-ATV del antagonista de receptores GABAA, bicuculina, y del
endocannabinoide (eCB) anandamida (AEA), y la administracion sistémica del
eCB 2-araquidonoilglicerol (2-AG), revierten por si mismos la inhibicién sexual
de machos sexualmente saciados. Ambos eCBs interactian con la transmision
glutamatérgica para revertir la saciedad sexual. En esta investigacion se busco
establecer el papel de los receptores GABAA y GABAs en las acciones del
GABA para mantener la inhibicidon sexual de animales saciados y su posible
interaccidn con AEA y 2-AG para revertir la saciedad sexual. Para ello, se
administraron por via sistémica, diferentes dosis del agonista de receptores
GABAs baclofen, a ratas sexualmente saciadas. Por otro lado, a grupos
independientes de machos sexualmente saciados se les administré una
combinacion de dosis sub-efectivas de los eCBs con dosis sub-efectivas de
baclofen o bicuculina, para determinar si sus efectos se sumaban para revertir
la saciedad sexual. Los resultados indican que baclofen no revierte la saciedad
sexual y que los efectos de los tratamientos de AEA con bicuculina o con
baclofen, no se sumaron para revertir la saciedad sexual. El 2-AG cancel6 los
efectos facilitadores de dosis sub-efectivas y efectivas de bicuculina v,
combinado con baclofen, mostro una clara tendencia a revertir la saciedad que
no alcanzo6 significancia estadistica. Se concluye que: a) AEA no interactua
con la transmision GABAérgica para revertir la saciedad sexual; b) 2-AG
bloquea los efectos facilitadores de bicuculina sobre la cépula, pero favorece
los de baclofen en ratas sexualmente saciadas; c) los receptores GABAs no
participan en los efectos del GABA para mantener la inhibicion sexual de ratas
sexualmente saciadas y d) AEA y 2-AG parecen actuar por mecanismos
diferentes para revertir la saciedad sexual.
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Abstract

The mesolimbic dopaminergic system, composed by dopaminergic neurons
whose cell bodies originate in the ventral tegmental area (VTA) and project to
the nucleus accumbens, plays an important role in the development and
maintenance of the sexual satiety phenomenon. Dopaminergic neuron’s
activity is modulated by GABAergic and glutamatergic transmission at the VTA.
Systemic and intra-VTA administration of the GABAa receptor antagonist
bicuculine and the endocannabinoid (eCB) anandamide (AEA), and the
systemic administration of the eCB 2-arachidonoylglycerol (2-AG), reverse per
se the sexual inhibition of sexually satiated males. Both eCBs interact with
glutamatergic system to reverse the sexual inhibitory state. This work was
aimed to determine the role played by GABAaA and GABAs receptors in the
actions of GABA to maintain the sexual inhibition of sexually satiated rats, and
their possible interaction with AEA and 2-AG to reverse sexual satiety. To this
aim, different doses of the GABAs receptor antagonist baclofen were
systemically administered to sexually satiated males. Besides, combinations of
these eCBs with bicuculline or baclofen, at doses subthreshold for reversing
sexual satiety, were systemically administered to independent groups of
sexually satiated males, to determine if their effects added up to reverse sexual
satiety. Results showed that baclofen failed to reverse sexual satiety, and that
AEA did not act together with bicuculine or baclofen to reverse sexual satiety.
2-AG cancelled the sexual facilitatory effects of subthreshold and effective
dose of bicuculine and, when combined with baclofen, it showed a clear
tendency to reverse satiety that did not attain statistical significance. It is
concluded that: a) AEA does not interact with the GABAergic transmission to
reverse sexual satiety; b) 2-AG cancels the sexual facilitatory effects of
bicuculline and enhances those of baclofen sexually satiated rats; c) GABAs
receptors do not play a role in the GABA-mediated maintenance of the sexual
inhibition of sexually satiated rats and d) AEA and 2-AG seem to reverse sexual

satiety by different mechanisms.



Introduccién

Las conductas recompensantes naturales, como la conducta sexual y la
ingesta de alimento se integran en el circuito mesolimbico dopaminérgico
(MSL) (Adinoff et al., 2004; Baik, 2013; Hull & Rodriguez-Manzo, 2017). En
este circuito se procesan también los efectos recompensantes de las drogas
de abuso (Adinoff et al., 2004: Baik, 2013). La estimulacién intensa de este
circuito cerebral, producida por las drogas de abuso, induce cambios
permanentes en su funcionamiento (Adinoff et al., 2004; O’Brien, 2009). En
cambio, la estimulacién intensa del MSL por estimulos recompensantes
naturales produce cambios en su funcionamiento que son transitorios. La
cOpula es una conducta motivada que activa al MSL y la cépula hasta la
saciedad lo activa de manera intensa produciendo cambios de larga duracion
en su funcionamiento, pero que son reversibles (Rodriguez-Manzo et al.,
2011). El analisis del fenomeno de saciedad sexual provee un modelo para el
estudio de los mecanismos involucrados en la induccion de modificaciones de

largo plazo en el funcionamiento del MSL.

1. Conducta Sexual Masculina

La conducta sexual masculina de la rata estd constituida por respuestas
motoras estereotipadas que incluyen:

e Laconducta de monta, durante la cual el macho aborda a la hembra por
la parte trasera, realiza movimientos pélvicos superficiales y la
desmonta suavemente.

e La conducta de intromision, en la que el macho realizando una monta,
logra la penetracion intravaginal y presenta movimientos pélvicos, para
después desmontar a la hembra violentamente y salir disparado en
reversa.

e La conducta de eyaculacién, que consiste en una intromisiéon en la que
el macho realiza movimientos pélvicos, uno de los cuales es mas

prolongado e intenso y coincide con la eyeccion seminal.



Estas tres respuestas motoras conforman un patrén copulatorio de la
rata, integrado por una serie de montas e intromisiones intercaladas que
culminan con la eyaculacion. Después de ésta, el animal presenta un periodo
de refractariedad a la estimulacion sexual denominado intervalo post-
eyaculatorio (Hull & Rodriguez-Manzo, 2017). Este periodo refractario consta
de una fase absoluta y una fase relativa. La primera fase abarca el primer 75%
de la duracion del intervalo post-eyaculatorio y se caracteriza por la emision
de vocalizaciones ultrasdnicas de 22Hz; el intervalo post-eyaculatorio relativo,
dura el 25% del tiempo restante y puede ser abolido si el animal recibe
suficiente estimulacion (Hull & Rodriguez-Manzo, 2017). A la serie de eventos
que transcurren desde la primera intromision hasta la eyaculacion se le
denomina serie eyaculatoria. Cuando se incluye al intervalo post-eyaculatorio,
entonces se le denomina serie copulatoria.

Cuando las ratas macho adquieren experiencia sexual el patron
copulatorio se vuelve muy estable, lo que ha permitido el desarrollo de
medidas temporales y numéricas para evaluar la cépula. En el analisis de la
conducta sexual masculina se emplean los siguientes pardmetros:

Latencia de Monta. Es el periodo que comprende desde el contacto entre
macho y la hembra hasta que aparece la primera monta o intromision.
Latencia de Intromision. Es el periodo comprendido entre que el macho y la
hembra hacen contacto hasta que se presenta la primera intromision.
Latencia de eyaculacién. Es el periodo que transcurre entre la primera
intromisién y la eyaculacion.

Intervalo Post-eyaculatorio. Es el periodo que transcurre entre la eyaculacion
y el reinicio de la copula, dado por la aparicion de la primera intromision de la
siguiente serie.

Numero de montas. Es la cantidad de montas realizadas durante una serie
eyaculatoria.

Numero de intromisiones. Es la cantidad de intromisiones realizadas durante

una serie eyaculatoria.



Numero de eyaculaciones. Es la cantidad de eyaculaciones que realiza el

animal durante el periodo de observacion determinado.

2. Saciedad Sexual

Si se permite a una rata macho copular sin restriccion con una misma hembra
receptiva, presentara una serie de eyaculaciones sucesivas antes de cesar de
copular, por estar sexualmente saciado. Se ha establecido que las ratas
macho llegan a la saciedad sexual tras realizar un promedio de 7 series
eyaculatorias sucesivas. Conforme se avanza en las series copulatorias se
presenta un aumento exponencial en la duracién del periodo post-eyaculatorio.
Beach y Jordan utilizaron como criterio para considerar que un macho alcanzé
la saciedad sexual, el que presentara un periodo de inactividad sexual de 30
min (Beach & Jordan, 1956). Mas recientemente, Rodriguez-Manzo establecio
como criterio de saciedad sexual que transcurrieran 90 min desde la Ultima
eyaculacion, sin que el macho volviera a eyacular (Rodriguez-Manzo et al.,
2011). A las 24 horas post-saciedad, los machos se comportan de 2 formas
distintas cuando se les expone a una nueva hembra receptiva: dos tercios de
la poblacion no presenta conducta sexual, mientras que el otro tercio realiza
una serie eyaculatoria tras la cual no reiniciara la cépula (Rodriguez-Manzo &
Fernandez-Guasti, 1994). La inhibicién sexual en ratas sexualmente saciadas
permanece bien establecida 72 horas, después de lo cual hay una
recuperacion gradual de la actividad sexual. Se requieren 15 dias de
inactividad sexual para que los animales sexualmente saciados recuperen su
capacidad eyaculatoria inicial (Rodriguez-Manzo et al., 2011). Esto quiere
decir que el fendmeno de saciedad sexual es reversible de manera natural.
Mediante el uso de herramientas farmacolégicas se ha logrado revertir
la inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas a las 24 h post-saciedad,
asi como identificar distintos sistemas de neurotransmision que estan
involucrados en este fendmeno de inhibicién sexual de larga duracion. Se ha
identificado la participacion de los sistemas noradrenérgico, serotoninérgico,

dopaminérgico, opioidérgico, glutamatérgico, GABAérgico y, mas



recientemente el sistema endocannabinoide, en el fenédmeno de saciedad

sexual (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2019).
3. Circuito Mesolimbico Dopaminérgico (MSL)

La dopamina (DA) es un neurotransmisor perteneciente a la familia de las
catecolaminas cuyo precursor es la tirosina y la enzima que se encarga de su
sintesis es la tirosina hidroxilasa. Al momento se han descrito 5 receptores
para dopamina, los cuales se dividen en dos familias; la familia D1-like
(receptores D1, D3 y D5) y la familia D2-like (receptores D2 y D4). Los
receptores de ambas familias se encuentran acoplados a proteinas G; los de
la familia D1-like a proteinas Gs que producen un aumento en los niveles de
AMPc, mientras que los de la familia D2-like se unen a proteinas Gi que
producen el efecto contrario, disminuyen los niveles de AMPc por inactivacion
de la adenilato ciclasa. La activacion de los receptores D2-like produce
también la apertura de canales de potasio que liberan este ion al espacio
extracelular, llevando a la célula a un estado de hiperpolarizacion (Arias-
Carrian et al., 2010)

Dos nucleos en el cerebro medio concentran la mayoria de los somas
de neuronas DAérgicas y conforman dos circuitos paralelos. El primer nucleo
es la sustancia nigra que proyecta al estriado dorsal y que origina la via
nigroestriatal y el segundo nucleo es el area tegmental ventral (ATV) que
proyecta principalmente al ndcleo accumbens (NAcc) y a la corteza prefrontal,
conformando la via mesocorticolimbica. Para fines de este trabajo nos
enfocaremos en el circuito MSL que va del ATV al NAcc (Arias-Carrian et al.,
2010).

El ATV se compone aproximadamente de un 60-65% de neuronas
DAérgicas, de un 30% de neuronas GABAérgicas y aproximadamente un 5%
de neuronas glutamatérgicas (Bouarab et al., 2019; Tan et al.,, 2012;
Yamaguchi et al., 2007). Las neuronas DAérgicas se encuentran de manera
predominante en la parte caudal y lateral del ATV (Bouarab et al., 2019). Se

ha descrito que, de manera basal, las neuronas dopaminérgicas en el MSL



presentan un patron de disparo de baja frecuencia (2-4 Hz), tipo marcapaso,
que produce una liberacion tonica de DA en el NAcc. Cuando el organismo
estd en presencia de un estimulo recompensante, el patron de disparo de
estas neuronas cambia a un disparo en rafaga (15-30 Hz), que produce una
liberacién fasica de DA en el NAcc (Covey et al., 2017; Grace, 1991). La
actividad basal de las células DAérgicas esta mediada por la liberacion tonica
de GABA en el ATV que ejerce una inhibicion tonica sobre la actividad de las
neuronas DAérgicas. El cambio a un patréon de disparo en rafaga esta mediado
por la liberacién de glutamato, principalmente de aferentes glutamatérgicas
provenientes de regiones como la corteza prefrontal, que activan receptores
NMDA en las células DAérgicas del ATV (Grace et al., 2007).

El NAcc se ubica en el estriado ventral y se divide en dos regiones, el
shell y el core. En cuanto a su arquitectura celular, estéd conformado en un 95%
por neuronas espinosas medias (MSN), que son de naturaleza GABAérgica y
que proyectan al ATV de forma directa o indirecta, haciendo un relevo en el
palido ventral. EI 5% restante esta constituido por 3 poblaciones de
interneuronas: interneuronas GABAérgicas de disparo répido (FSI),
interneuronas GABAérgicas de bajo umbral (LTSI) e interneuronas
colinérgicas (CIN) (Covey & Yocky, 2021; Russo & Nestler, 2013). Al NAcc
llegan aferencias glutamatérgicas que provienen de la corteza prefrontal, la
amigdala basolateral, el hipocampo y el tdlamo entre otras (Covey & Yocky
2021; Britt et al., 2012; Russo & Nestler, 2013). EI MSL esta asociado al
procesamiento de recompensas producidas por estimulos naturales, como la
ingesta de alimento y la conducta sexual, o por estimulos artificiales como las
drogas de abuso (Adinoff et al., 2004; Baik, 2013; Hull & Rodriguez-Manzo,
2017). La comprensién acerca de como patrticipa el MSL en el procesamiento
de un estimulo recompensante se ha ido modificando con el paso del tiempo
y con el surgimiento de nuevas evidencias. Wise en 1980 propuso una
hipotesis en la cual la DA tenia un papel central en la hedonia o el placer que
proporcionan dichos estimulos; se consideraba que el aumento en los niveles

de DA en el NAcc producia un incremento en la sensacion de placer (Wise,



1980) y viceversa, que niveles disminuidos de este neurotransmisor
provocaban un decremento en el placer. Afios mas tarde la evidencia cientifica
apunt6 hacia otra direccién, indicando que la transmisiéon DAérgica del MSL
participaba en el fenomeno del “wanting” o deseo de la recompensa en lugar

del “liking” o el placer de experimentarla (Adinoff, 2004).

3.1. Relacién del MSL con la conducta sexual masculina

El sistema MSL es uno de los centros integradores de la conducta sexual
masculina (Hull & Rodriguez-Manzo, 2017). Mediante distintos abordajes se
ha determinado que la DA a nivel de sistema nervioso central (SNC) tiene un
rol facilitador de la conducta sexual masculina. Asi, la administracion de
agonistas dopaminérgicos favorece la expresion de la conducta sexual en
ratas macho sexualmente expertas y en copuladoras lentas. En estudios de
los afios 70 se determind que la administracion sistémica de apomorfina,
agonista no selectivo de receptores DAérgicos, o de L-DOPA, un precursor de
DA, facilitan la ejecucidbn de conducta sexual (Paglietti et al., 1978;
Tagliamonte et al., 1974). También se demostr6 que la administracion
sistémica tanto de apomorfina como de un agonista de receptores D2, el (+)3-
PPP, disminuye el nUmero de intromisiones previas a la eyaculacion, asi como
la LE (Ahlenius & Larsson, 1984). En cambio, la administraciéon sistémica del
antagonista no selectivo de receptores DAérgicos, haloperidol, asi como de
antagonistas especificos de receptores D2-like y de receptores D1-like, tiene
efectos inhibidores sobre la copula, incrementando la LM, la Ll y el IPE (Pfaus
& Phillips, 1989; Pfaus & Phillips ,1991). La participacién del MSL en la
expresion de la conducta sexual masculina se confirma en los estudios de
Rodriguez-Manzo & Pellicer que muestran que la estimulacién eléctrica tanto
del ATV (Rodriguez-Manzo & Pellicer, 2007) como del NAcc (Rodriguez-
Manzo & Pellicer, 2010) facilita la expresion de la conducta sexual en ratas
macho.

Por otro lado, se ha descrito que la copula activa al MSL, ya que la

exposicion de ratas macho a una hembra sexualmente receptiva aumenta la



liberacién de DA en el NAcc, y cuando el animal copula las concentraciones
de DA se elevan aun mas (Pfaus et al., 1990). Asi mismo se ha detectado un
aumento en la expresion de c-fos, un proto-oncogén marcador de actividad

neuronal, en el ATV durante la actividad sexual (Balfour et al., 2004).

4. Sistema Endocannabinoide

En 1964 Gaoni y Mechoulam reportaron la caracterizacién de uno de los
compuestos psicoactivos de la mariguana, el A°-Tetrahidrocannabinol (THC)
(Gaoni & Mechoulam, 1964). Posteriormente se descubrié que el THC era
ligando de dos receptores acoplados a proteinas Gi/o, que fueron
denominados receptores a cannabinoides 1y 2 (CB1R y CB2R), enumerados
por el orden en el que se descubrieron (Matsuda et al., 1990; Munro et al.,
1993). Los ligandos endogenos de estos receptores, denominados
endocannabinoides (eCB), que se describieron primero y que al momento son
los mejor caracterizados, son la araquidonoiletanolamida o anandamida (AEA)
(Devane et al., 1992) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG) (Mechoulam et al.,
1995). Actualmente se considera que el sistema endocannabinoide esta
compuesto por los eCB, sus receptores y las enzimas que participan tanto en
su sintesis como en su degradacion (Di Marzo et al., 1998).

4.1. Endocannabinoides

Los eCB son compuestos lipidicos derivados del acido araquidénico que se
producen en diversos tejidos como el sistema nervioso y células del sistema
inmune (Covey et al., 2017; Katona & Freund, 2012; Di Marzo et al., 2004). En
el sistema nervioso los eCBs, a diferencia de otros neurotransmisores, no son
almacenados en vesiculas, sino que son sintetizados a demanda, es decir, su
sintesis se inicia en respuesta a estimulos especificos como el aumento de la
actividad neuronal (Katona & Freund, 2012). El transporte de los
endocannabinoides al espacio sinaptico aun es un tema que genera

controversia. Se ha postulado que para la liberacion de estas moléculas al



espacio sinaptico es necesario un transportador como el AMT (transportador
membranal de anandamida) (Adermark & Lovinger, 2007), pero otros autores
describen que la liberacidn es por difusion simple (Glaser et al., 2003).

La AEA es un agonista parcial de los CB1R y CB2R, mientras que el 2-
AG es un agonista completo de ambos receptores (Katona & Freund, 2012).
La sintesis de AEA se lleva a cabo por distintas rutas metabdlicas, la principal
es aquella en la que el fosfolipido de membrana, fosfatidiletanolamina, es
convertido a la N-araquidonilfosfatidiletanolamina (NAPE), precursor de AEA,
que es hidrolizada por la fosfolipasa D (PLD) para producir AEA. La PLD es
activada por el incremento en las concentraciones intracelulares de Ca?*, por
lo que este evento induce la sintesis de AEA. La AEA es degradada
principalmente por la enzima aminohidrolasa de &cidos grasos (FAAH, por sus
siglas en inglés) a &cido araquiddnico y etanolamida; también puede ser
degradada por la ciclooxigenasa 2 (COX-2) dando como producto prostamidas
(Zou & Kumar, 2018; Lu & MacKie, 2016).

La sintesis y liberacion de 2-AG es secundaria a la despolarizacion de
la membrana neuronal y el posterior incremento en los niveles intracelulares
de Ca?*, asi como en respuesta a la activaciéon de ciertos GPCRs como los
receptores a orexinas (OX1R), los receptores a1-adrenérgicos y los receptores
glutamatérgicos metabotropicos mGIuR5 (Lu & Mackie, 2016; Kano et al.,
2009). El incremento de Ca?* intracelular activa a la fosfolipasa C-B (PLC-B)
que produce diacilglicerol, el cual posteriormente sera hidrolizado por las
diacilglicerol-lipasas (DGL) a o [ para sintetizar 2-AG. Las enzimas
encargadas de la degradacion de 2-AG son, en primer lugar, la
monoacilglicerol-lipasa (MAGL) que hidroliza el 2-AG produciendo &acido
araquidénico y glicerol; en segundo lugar, la COX-2 y otras enzimas
transforman al 2-AG en otras moléculas bioactivas (Zou & Kumar, 2018; Lu &
MacKie, 2016; Kano et al., 2009).



4.2. Receptores a cannabinoides

De los dos receptores a cannabinoides descritos, el CB1R se localiza de
manera predominante en el SNC en regiones como el hipotalamo, los ganglios
basales, el cerebelo, la corteza, etc. El CB2R, se ha localizado de manera
importante en células del sistema inmune (Katona & Freund, 2012; Matsuda et
al.,1990; Munro et al., 1993; Pertwee, 1997), aunque recientemente también
se ha descrito su presencia en células de distintas zonas del SNC como el
cerebelo. En esta region se localiz6 al CB2R en células gliales y en vasos
sanguineos, y en la médula espinal se le ha identificado, por medio de
inmunohistoquimica, co-localizado con marcadores neuronales (Atwood &
Mackie, 2010). Ambos receptores son GPCRs acoplados a proteinas Gipo, por
lo que su activacion produce hiperpolarizaciéon de la célula mediante
disminucién en la concentracion de AMPc, inhibiciéon de canales de Ca?*
dependientes de voltaje y activacién de canales GIRK (Covey et al., 2017;
Ibsen et al., 2017).

En el circuito MSL se han identificado CB1Rs tanto en el ATV como en
el NAcc. También se ha descrito la expresion de mRNA para el CB2R en las
neuronas DAérgicas del ATV de rata y raton, y que la administraciéon intra-
NAcc de agonistas CB2R en rata reduce la liberacion de DA por lo que se ha
propuesto que, en el NAcc, el CB2R, se expresa en las terminales de las
neuronas DAérgicas provenientes del ATV (Foster et al., 2016; Zhang et al.,
2014, 2017).

En el ATV, los CB1R se expresan en las interneuronas GABAérgicas,
en las neuronas glutamatérgicas y en las terminales de aferentes tanto
GABAérgicas como glutamatérgicas (Matyas et al., 2008; Fitzgerald et al.,
2012; Covey et al., 2017). En el NAcc, los CB1R se localizan en terminales
glutamatérgicas que provienen de distintas areas como la corteza prefrontal,
asi como en las FSI (Winters et al., 2012; Covey & Yocky, 2021). No se han
identificado en las MSN, en las CIN, ni en las LTSI (Covey & Yocky, 2021;
Covey et al., 2017).



5. Papel de los endocannabinoides en el MSL

En el circuito MSL, los eCBs modulan la actividad de las neuronas DAérgicas
del ATV y en el NAcc estos neuromoduladores participan en fendmenos de
plasticidad sinaptica, asi como en la regulacion de comportamientos apetitivos.
Por ejemplo, un estudio de 2007 reporta que la administracion de AEA
directamente en el NAcc shell medial produjo un incremento en la actividad
neuronal de dicha region, evaluado mediante la deteccion de c-Fos, y un
incremento en la conducta de ‘liking” hacia la sacarosa, y que
microinyecciones de 2-AG, también dentro del NAcc shell medial, aumentaron
la ingesta de alimento en ratas (Mahler et al., 2007). Los eCBs son sintetizados
por las neuronas DAérgicas en el ATV y por las MSN en el NAcc. La union de
los eCBs a los CB1R presinapticos inhibe la liberacién de neurotransmisor
(NT). Esta inhibicibn de la liberacibn de NT recibe el nombre de
despolarizaciéon inducida por supresion de la excitacion (DSE), cuando ocurre
en terminales de neuronas glutamatérgicas, y cuando es en terminales
GABAérgicas, se denomina despolarizacién inducida por supresion de la
inhibicion (DSI). Tanto la DSE como la DSI son formas de plasticidad sinaptica
de corto plazo (STD), pero los eCB también estan involucrados en fenémenos
de plasticidad sinaptica de largo plazo (Lu & MacKie, 2016; Covey et al., 2017;
Covey & Yocky, 2021).

Se ha identificado que los CB2R se expresan en células DAérgicas del
ATV y un estudio reciente sefiala que estan implicados en la modulacién de la
respuesta recompensante de sustancias como el alcohol (Liu et al., 2017).
Ademas, al estar expresados también en las terminales de las neuronas
DAérgicas que llegan al NAcc, su activacion inhibiria la liberacion de DA en el
NAcc (Zhang et al., 2017; Covey & Yocky, 2021).

6. Transmision GABAérgica y circuito MSL

El acido gamma aminobutirico (GABA), es el principal neurotransmisor
inhibitorio del sistema nervioso central; es sintetizado a partir del glutamato por

medio de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD), ingresa a las vesiculas
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por el transportador vesicular de GABA (VGAT) y es metabolizado por la
enzima GABA aminotransferasa (GABA-T), dando como productos succinato
y glutamato. En su recaptura del espacio extracelular participan los
transportadores membranales de GABA: GAT-1, GAT-2 y GAT-3 (Hampe et
al., 2018; Roth & Draguhn, 2012).

Se han identificado 3 receptores GABAérgicos: GABAaA, GABAs y
GABAc (Chebib, 2004), aunque este ultimo se ha reclasificado como un
subtipo de receptor GABAA (Olsen & Sieghart, 2010). Los receptores GABAa
(Fig.1) son receptores ionotropicos que, tras ser activados, sufren un cambio
conformacional que permite el paso de Cl- del espacio extracelular al
intracelular a través del canal, produciendo hiperpolarizacién de la neurona.
Los receptores GABAA son pentameros formados por distintas combinaciones
de las subunidades: a (con las isoformas a1-a6), B (con las isoformas B1-$3),
y (con las isoformas y1-y3) y una isoforma de la subunidad & (Sigel &
Steinmann, 2012). En el sistema nervioso central la mayoria de los receptores
GABAA tienen una conformacion 2(a1), 2(32) y y2 (Hampe et al., 2018).

e

Figura 1. Esquema representativo de
la conformacion estructural del

receptor GABAa. Modificado de /
Vinkers & Olivier, 2012 —

Se han descrito distintos subtipos de receptor GABAA que en su
conformacion tienen una subunidad a diferente; esta variacion es relevante ya
que tienen diferente localizacion neuronal, asi como diferencias en la forma en
la que modulan la actividad neuronal. Por ejemplo, los receptores GABAAa que
contienen las subunidades a1, a2 y a3 se ubican de forma predominante en
las regiones sinapticas, mientras que los que tienen las subunidades a4 y a5
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se encuentran mayormente en las regiones extrasinapticas. Los receptores
GABAA sinapticos median la inhibiciobn fasica o rapida, mientras que la
inhibicion ténica es mediada por los receptores GABAAa extrasinapticos (Engin
et al., 2018). En el ATV los subtipos predominantes de receptor GABAason los
GABAaa1 y GABAaa3 (Ciccarelli et al., 2012). En esta region, las neuronas
DAérgicas expresan los subtipos GABAaa3 y GABAaa4, mientras que las
interneuronas GABAérgicas expresan el subtipo GABAaa1 (Engin et al., 2018;
Ciccarelliet al., 2012). En el NAcc se ha identificado la expresion de receptores
GABAaa4 en las MSN de tipo D1- y D2-like; adicionalmente, se ha descrito la
expresion de receptores GABAaa2 en las MSN (Engin et al., 2018).

Los receptores GABAs (Fig.2) son receptores metabotrépicos, GPCRs
de la clase C. Estos receptores se caracterizan por formar dimeros y por
contener un dominio extracelular denominado VFT (Venus atrapamoscas, por
sus siglas en inglés), por su similitud con el mecanismo de estas plantas
carnivoras. Estan conformados por dos subunidades, la subunidad GABABg:1 y
la subunidad GABAs2 que forman un heterodimero. Cada una de las
subunidades estd formada por un dominio extracelular, 7 dominios
transmembranales y un dominio citoplasmico. Los dominios extracelulares se

componen del dominio VFT.

Agonista
Antagonista

GABAg, GABAg,
X
VFT ( ) Q Moduladores
aNn Alostéricos

() Positivos
i

) [UAVALY;
2 Dominio
“coiled-coil”

) S

Figura 2. Esquema representativo de la
conformacion estructural del receptor GABAs
formado por 2 subunidades GABAs: (azul)
GABAg: (rojo) Modificado de Xu et al., 2014

o

C-Terminal 3
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Los receptores GABAs estan acoplados a proteinas Gi/o, por lo tanto,
su activacion inhibe a la adenilato ciclasa, activa canales rectificadores de K*
activados por proteina G (GIRK) e inhibe canales de Ca?* activados por voltaje,
lo que da por resultado la inhibicién de la actividad neuronal (Frangaj & Fan,
2018). Se han identificado dos isoformas de la subunidad GABAs1 que son:
GABAB1a Y GABABw. Tanto los receptores GABAs presinapticos como los
postsinapticos pueden expresar las subunidades GABAgia 0 GABAB1,, Sin
embargo, se ha reportado que los receptores presindpticos expresan
preferentemente la subunidad GABAsia Yy l0s postsinapticos expresan
preferentemente la subunidad GABABgib (Kasten & Boehm, 2015; Pérez-Garci
et al., 2006; Waldmeier et al., 2008). Dentro del MSL, se ha descrito que en
ATV hay mayor expresion del ARNm de la isoforma GABAgiay en el NAcc hay
mayor expresion del ARNm de la isoforma GABAgib (Kasten & Boehm, 2015).
Cabe mencionar que tanto los receptores GABABs1a como los GABABs1b pueden
funcionar como autorreceptores o heterorreceptores (Kasten & Boehm, 2015).
En el ATV los somas de las neuronas DAérgicas expresan receptores GABAa
y GABAGs postsinapticos (Ciccarelli et al., 2012) y se ha descrito la presencia
de receptores GABAAa en el soma de interneuronas GABAérgicas (Engin et al.,
2018). También se han identificado receptores GABAg presinapticos en las
terminales GABAérgicas y glutamatérgicas que llegan al ATV (Xi & Stein,
1998; Wirtshafter et al., 2001; Cruz et al. 2004; Ciccarelli et al., 2012).

Las neuronas GABAérgicas en el ATV representan alrededor del 30%
de todas las neuronas de esta area cerebral (Dobi et al., 2010) y se distribuyen
en las regiones rostral y medial, asi como en el nucleo tegmental rostromedial
o coladel ATV (Bouarab et al., 2019; Creed et al., 2014). En la Fig.3 se muestra

un esquema con la distribucién de las neuronas DA y GABAérgicas en el ATV.
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Figura 3. Proporcion de neuronas DA y GABA en los subnucleos del ATV. Subndcleos: IF
(interfascicular), PN (Paranigral), PIF (Parainterfascicular), RL (Linear rostral), PBP
(Parabraquial). Modificado de Mazei & Nestler, 2012.

Existen varias subpoblaciones de neuronas GABAérgicas dentro del
ATV; unas producen inhibicion de manera local, ya sea sobre otras neuronas
GABAérgicas o sobre neuronas DAérgicas, mientras que otras proyectan sus
axones hacia estructuras mas lejanas como el NAcc, donde hacen sinapsis
con las CIN, a la amigdala central y la corteza prefrontal, en donde contribuyen
a la regulacion de los fenémenos de recompensa y aversion (Bouarab et al.,
2019). Se ha descrito que las neuronas GABAérgicas del ATV estan sujetas a
un control inhibitorio aferente que proviene de diversas estructuras como el
area preodptica media, el hipotalamo lateral y el NAcc (Bouarab et al., 2019).

Las neuronas GABAérgicas principalmente de la cola del ATV
mantienen una inhibicion tonica sobre las neuronas DAérgicas (Bourdy &
Barrot, 2012); se ha descrito que su activacion optogenética inhibe la actividad
de las neuronas DAérgicas (Tan et al., 2012). Se ha descrito también, que la
transmision GABAérgica en el ATV se bloquea por opioides endégenos que
se unen a receptores U localizados en las terminales GABAérgicas, lo que da
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por resultado que las neuronas DAérgicas presenten actividad en rafaga y
liberacion fasica de DA en el NAcc (Bourdy & Barrot, 2012; Nicola et al.,
2005).

7. Transmision GABAérgica y conducta sexual de la rata macho

El papel de la transmision GABAérgica en la conducta sexual masculina ha
sido estudiado mediante el uso de herramientas farmacolégicas. En estudios
de Fernandez-Guasti y colaboradores se determind que farmacos que
antagonizaban la transmision GABAEérgica, como el antagonista de receptores
GABAa bicuculina, administrados en el area predptica media (APOM) del
hipotalamo, facilitan la actividad sexual de ratas macho. Esta facilitacion se
manifiesta por una disminucioén en la latencia de eyaculacién, asi como de la
duracion del intervalo post-eyaculatorio (Fernandez-Guasti et al., 1986a, 1985,
1986b). Se ha descrito también que la bicuculina, administrada en el APOM,
produce una reduccién en la duracion de las vocalizaciones ultrasénicas
producidas por las ratas macho durante el IPE. Los autores refieren que este
efecto puede significar que la transmision GABAérgica esta involucrada en la
inhibicién sexual que se presenta durante el periodo refractario absoluto
(Fernandez-Guasti et al., 1986c¢). En un estudio en el que se midieron niveles
de neurotransmisores en liquido cefalorraquideo, se encontré un incremento
en los niveles de GABA tras la eyaculacion (Qureshi & Sddersten, 1986), lo
cual refuerza la nocion de que el GABA participa en la inhibicion sexual
caracteristica del IPE. En otro estudio, se describio que la administracion en
APOM de farmacos que incrementan la transmisién GABAérgica, produce una
reduccion en la conducta sexual de ratas macho. Un ejemplo de ello son las
benzodiacepinas, diazepam y clordiazepoéxido, que se unen al receptor GABAA
y producen una inhibicidn en la conducta sexual, misma que es revertida por
antagonistas del receptor GABAA (Agmo y Fernandez, 1991). Otros farmacos
como la moxidectina, un antiparasitario que favorece la actividad de
GABAérgica tras unirse al canal de CI del receptor GABAa, produce una

disminucién en la actividad sexual (Rodrigues-Alves et al., 2008). Asi mismo,
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el progabide, un agonista parcial del receptor GABAAa, reduce la actividad
sexual, efecto que es bloqueado por bicuculina (Agmo et al., 1997).

En lo que refiere a la participacion de los receptores GABAs en la
conducta sexual masculina, se ha reportado que la administracién sistémica
de baclofen, antagonista inespecifico de los receptores GABAB, tiene efectos
inhibitorios sobre la conducta sexual, observados como una disminucion
significativa del porcentaje de animales que presenta las conductas de monta,

intromisién y eyaculacion (Paredes y Agmo, 1989).

Antecedentes directos

En ratas macho sexualmente saciadas, dosis bajas de los eCBs AEA y 2-AG,
administradas por via sistémica, revierten la inhibicion sexual que las
caracteriza. Este efecto se observa como un aumento significativo en el
porcentaje de animales sexualmente saciados que es capaz de reiniciar la
copula tras la eyaculacion, en respuesta a la manipulacion farmacolégica
(Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2014; 2019). Esta reversion de la
inhibicion sexual se replica con la administracion intra-ATV de AEA (Canseco-
Alba & Rodriguez-Manzo, 2016), lo que indica que los eCBs actian en esta

area cerebral para revertir la saciedad sexual.

Por otro lado, la transmision glutamatérgica participa en el
mantenimiento de la inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas, puesto
que el bloqueo de los receptores a glutamato tipo NMDA, AMPA o0 mGIuR5
revierte la saciedad sexual (Rodriguez-Manzo, 2015). Se ha demostrado que
los eCBs AEA y 2-AG interacttan con el sistema glutamatérgico para revertir
la saciedad sexual, ya que la co-administracion de dosis subefectivas de
antagonistas de los receptores NMDA o mGIuR5 con dosis subefectivas de
AEA o0 2-AG, a las 24 horas post-saciedad, produce un aumento significativo
en el porcentaje de animales sexualmente saciados que reinicia la copula
después de la eyaculacion. Para determinar si la interaccién entre ambos
sistemas ocurre en el ATV, se administrd, una dosis efectiva de 2-AG

directamente en esa area, a la vez que por via sistémica se administraba una
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dosis sub-efectiva del agonista de los receptores mGIuR5, CHPG. Se observo
que el CHPG cancelo el efecto de reversion del 2-AG en los machos
sexualmente inhibidos. En conjunto, estos resultados apoyan la nocion de que
existe una interaccion entre eCBs y el sistema glutamatérgico para revertir la
saciedad sexual y que el ATV participa en dicha interaccién (Hernandez, 2017,
tesis de maestria).

En cuanto a la transmision GABAérgica, ésta también participa en el
mantenimiento de la inhibicién sexual de ratas saciadas, ya que el bloqueo de
receptores GABAA con el antagonista bicuculina, tanto por via sistémica como
intra-ATV, revierte la saciedad sexual. Cabe destacar que la reversion de la
saciedad sexual mediada por receptores GABAaA no ocurre tras la
administracion intra-APOM de bicuculina (Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba,
2017; Rodriguez-Manzo et al., 2000).

Planteamiento del problema

Las ratas sexualmente saciadas estan sexualmente inhibidas a las 24 h post-
saciedad. Se ha demostrado que dosis bajas de los eCBs AEA y 2-AG
revierten esta inhibicion sexual. En el circuito MSL, los eCBs regulan la
actividad de las neuronas dopaminérgicas a través de modular la liberacion de
GABA y de glutamato en el ATV. Esta reportado que dosis sub-efectivas tanto
de AEA como de 2-AG sinergizan con dosis sub-efectivas de antagonistas de
receptores glutamatérgicos NMDA y mGIuR5 para revertir la saciedad sexual,
lo que sugiere que para ello los eCBs activan a los CB1R de las terminales

glutamatérgicas.

Si bien se sabe que la administracién tanto sistémica como intra-ATV
de un antagonista de receptores GABAAa revierte la inhibicion sexual de ratas
saciadas, que las terminales GABAérgicas del ATV expresan CB1R y que hay
sintesis y liberacion de eCB en esta region cerebral durante la copula hasta la
saciedad (Rodriguez-Manzo et al 2021), adn no se conoce si los eCBs
interactian también con la transmision GABAEérgica para revertir la saciedad
sexual. Por otro lado, las acciones del GABA en el circuito MSL estan
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mediadas tanto por receptores GABAa como por receptores GABAs, sin
embargo, no se sabe si las acciones de GABA para el mantenimiento de la
inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas involucran también a los

receptores GABAs.

Hipotesis
1. La reversion de la saciedad sexual producida por los eCBs AEA

y 2-AG involucra el blogueo de la transmision GABAérgica.

2. Las acciones del GABA para mantener la inhibicion sexual de
ratas sexualmente saciadas involucran tanto a receptores GABAa

como a receptores GABAB.

Objetivos generales

1. Establecer si los eCBs AEA y 2-AG interactian con el sistema

GABAérgico para revertir la saciedad sexual.

2. Determinar la posible participacion del receptor GABAs en las
acciones del GABA para mantener la inhibicion sexual de ratas

sexualmente saciadas.

Objetivos especificos

1. Determinar si los receptores GABAA participan en la interaccion
de 2-AG y AEA con la transmisibn GABAérgica para revertir la
saciedad sexual.

2. Establecer si los receptores GABAs participan en el
mantenimiento de la inhibicion sexual de ratas sexualmente
exhaustas.

3. Determinar si los receptores GABAs participan en la interaccion
de 2-AG y AEA con la transmision GABAérgica para revertir la

saciedad sexual.
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Material y Métodos

Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho y hembra, mantenidas en condiciones
controladas de humedad y temperatura, bajo un ciclo de luz-oscuridad
invertido (12 h/12 h), con acceso a alimento e hidratacion a libre demanda. Los
animales se alojaron en cajas de acrilico en grupos de 8. Se utilizaron machos
adultos (250-300 g), sexualmente expertos, que son aquéllos que presentan
latencias de eyaculacion menores a 15 minutos en por lo menos 3 de 5
sesiones de coOpula, y hembras sexualmente receptivas como estimulo. La
receptividad sexual se indujo por la administracion secuencial de benzoato de
estradiol (12 pg/rata s.c.) seguida, 24 h después, de progesterona (6 mg/rata,
s.c.); las hembras estan sexualmente receptivas 4 h después de la inyeccion

de progesterona.

Registro de la conducta sexual

Las pruebas de conducta sexual se realizaron en la fase oscura del ciclo, en
un cuarto iluminado con luz roja. Se colocé a cada macho en un cilindro de
acrilico con una cama de aserrin y se les permiti6 una habituacién de 5
minutos, tras los cuales se introdujo una hembra sexualmente receptiva y se
registré la conducta sexual. Los parametros que se registraron fueron: la
latencia de intromision (LI), el nUmero de montas (M) e intromisiones (I) que
preceden a la eyaculacion, la latencia de eyaculacion (LE) y el intervalo post-
eyaculatorio (IPE). Asi mismo se registré el porcentaje de sujetos que presento
las respuestas de monta, intromision, eyaculacion y que reinicio la copula

después de la eyaculacion.

Paradigma de saciedad sexual

Se permitié a los machos sexualmente expertos copular sin restriccion, con
una misma hembra receptiva, hasta cumplir con el criterio de saciedad sexual:
90 min desde la dltima eyaculacion sin que el macho vuelva a eyacular
(Rodriguez-Manzo et al., 2011). Veinticuatro horas después se sometio a los

19



animales a una nueva prueba de conducta sexual con una hembra receptiva,
previa administracion de los tratamientos a evaluar y se registré la actividad
sexual durante 60 minutos o hasta que el animal ejecutara 2 series
eyaculatorias. Se dio por terminada la prueba cuando transcurria un periodo
de 30 minutos: 1) sin que el animal realizara una intromision, 2) sin que
eyaculara después de una intromision o 3) sin que reiniciara la copula después
de la eyaculacion.

Actividad Ambulatoria

Para descartar que los tratamientos farmacol6gicos alteraran la locomocion
del animal afectando la ejecucion de la conducta sexual, se analizo la actividad
motora espontanea de los animales. Para ello se les colocé en una caja de
acrilico de 33 x 44 x 60 cm, con la base dividida en 12 cuadrantes (11x11lcm
cada uno) y se les permiti6 explorarla durante 5 minutos. Se cuantificd el
namero de cruces que realiza el animal de un cuadrante a otro. Entre pruebas
se realizo6 la limpieza de la caja con una solucién limpiadora cuyo propésito es
eliminar los desechos del animal, asi como los olores que pudieran modificar

la deambulacion del siguiente sujeto.

Farmacos
La siguiente tabla detalla los farmacos utilizados para este trabajo, sus

vehiculos y via de administracion.

Farmaco \Vehiculo Via de administracion
Benzoato de estradiol |Aceite de maiz Subcutanea
Progesterona Aceite de maiz Subcutanea

2-Araquidonoilglicerol (2-Mezcla de Sol. salina,[ntraperitoneal
AG) alcohol y Tween 80

Anandamida (AEA) Mezcla de Sol. salina,|Intraperitoneal

alcohol y Tween 80

Baclofen Sol. Salina Intraperitoneal

Bicuculina Sol. Salina Intraperitoneal
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Analisis estadistico

Se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis para analizar el efecto de distintas dosis
de un tratamiento sobre los parametros finos de la cOpula y sobre la actividad
locomotora. Para el andlisis del porcentaje de animales que presentan las
distintas respuestas sexuales se utilizo la prueba de F de Fisher. Se utilizo el
programa Sigma Plot, version 12.0, para realizar los analisis. El nivel de
significancia se establecié en p<0.05.

Disefio experimental

Para todos los experimentos se utilizaron ratas macho, sexualmente saciadas,
a las que se les administraron los distintos tratamientos a las 24 h post-
saciedad, se consideraron las siguientes latencias para los farmacos
utilizados: Bicuculina: 20 min., baclofen: 30 min., AEA y 2-AG: 0 min.
Posteriormente se registr6 su conducta sexual. Al finalizar las pruebas de

conducta sexual se realiz6 la prueba de actividad locomotora. (Esquema 1).

Ratas sexualmente expertas
(n=8/grupo)

I

Copula hasta la saciedad (4h)

‘24!“1

Tratamiento farmacoldgico
sistémico

‘ Latencia de cada farmaco

Registro de la conducta sexual

4

Registro de actividad
ambulatoria espontanea

Esquema 1. Disefio experimental
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A continuacion, se detallan las series experimentales que se realizaron para

cumplir con cada uno de los objetivos particulares.

Objetivo 1. Para determinar si los receptores GABAa participan en la
interaccion de 2-AG y AEA con la transmision GABAérgica para revertir la

saciedad sexual se realizaron los siguientes experimentos:

Experimento 1
Se realiz6 una curva dosis-respuesta de dosis bajas de bicuculina para

identificar una dosis sub-efectiva para la reversion de la saciedad.

Experimento 2
Se administré una combinacién de dosis sub-efectivas de bicuculina'y de AEA

para determinar si revertian la saciedad sexual.

Experimento 3
Se administré una combinacién de dosis sub-efectivas de bicuculina y 2-AG

para determinar si revertian la saciedad sexual.

Objetivo 2. Para determinar si en el mantenimiento de la inhibicion sexual de
ratas sexualmente exhaustas mediado por GABA participan los receptores

GABAB, se realizaron los siguientes experimentos:

Experimento 4
Se determiné el efecto de diferentes dosis del agonista de receptores GABAB,
baclofen, y de su vehiculo sobre la conducta sexual de ratas sexualmente

saciadas

Objetivo 3. Para determinar si los receptores GABAs participan en la
interaccion de 2-AG y AEA con la transmision GABAérgica para revertir la

saciedad sexual de ratas macho, los experimentos fueron los siguientes:
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Experimento 5
Se identificé una dosis sub-efectiva de baclofen para la reversion de la
saciedad sexual

Experimento 6
Se administr6 una combinacion de dosis sub-efectivas de baclofen y de AEA

para determinar si en conjunto revertian la saciedad sexual

Experimento 7
Se administré6 una combinacién de dosis sub-efectivas de baclofen y 2-AG

para determinar si en conjunto revertian la saciedad sexual

Resultados.

Objetivo 1. Determinar si los receptores GABAa participan en la
interaccién de 2-AG y AEA con la transmision GABAérgica para revertir
la saciedad sexual.

En la figura 4 se muestra una curva dosis-respuesta de la proporcion de ratas
sexualmente saciadas que presenta intromisiones, eyacula y reinicia la copula
después de la eyaculacion) en respuesta a diferentes dosis de bicuculina (3-
100 pg/kg).
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Fig.4. Curva dosis respuesta del efecto de bicuculina sobre la conducta sexual de ratas
sexualmente saciadas. Se muestra el porcentaje de animales sexualmente exhaustos que
intromite (1), eyacula (E) y reinicia la cépula después de la eyaculacion (RC) a las 24 h
post-saciedad, tras la administracion de diferentes dosis de bicuculina (3-100 pg/kg).
Prueba F de Fisher *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. C.

Como se puede observar, todas las dosis de bicuculina probadas
aumentan significativamente el porcentaje de animales saciados capaces de
presentar intromisiones, las dosis de 10-100 pg/kg también aumentan
significativamente el porcentaje de machos saciados que eyacula, pero sélo
las dosis de 30 y 100 pg/kg de bicuculina aumentan significativamente el
porcentaje de ratas saciadas que reinicia la copula después de la eyaculacion.
Dado que el criterio para considerar que un tratamiento revierte la saciedad
sexual es que éste produzca un aumento significativo en el porcentaje de
machos sexualmente saciados que reinicia la cépula después de eyacular,
podemos decir que las dosis de 30 y 100 ug/kg de bicuculina revierten la
inhibicion sexual de ratas saciadas y que las dosis de 3 y 10 ug/kg son sub-

efectivas para la reversion de la saciedad.
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En la figura 5 se muestra la proporcidén de animales sexualmente saciados que
presenta las diferentes respuestas sexuales tras la co-administracion de dosis

sub-efectivas de bicuculina (3 pg/kg) y AEA (30 pg/kg) a las 24 hrs post-

saciedad.
I Control
100 - | Bicuculina 3 pg/kg
- [ | AEA30ugkg
80 ] /7] Bicuculina + AEA .
[4h) —
= 60 1
g Z
[&]
S 40 /
%
20 - ; '
i 8|8 8|8 Hm 8|/8
| E RC

Fig. 5. Efecto de la administracion de bicuculina (3 pg/kg), de AEA (30 pg/kg) y de su
combinacion sobre la proporcion de animales sexualmente exhaustos que intromite (1),
eyacula (E) y reinicia la cépula después de la eyaculacién (RC) a las 24 h post-saciedad.
Prueba F de Fisher *P<0.05 vs. C.

La grafica muestra que, en respuesta al tratamiento combinado, el 75%
de los animales sexualmente saciados realiza intromisiones, 62.5% animales
eyacula y 25% reinicia la cépula. Estas proporciones no son significativamente
distintas de las del grupo control, por lo que muestran que la AEA y la
bicuculina no actdan en conjunto para revertir la inhibicion sexual de las ratas

macho sexualmente saciadas.

En la figura 6 se muestra la proporcion de animales sexualmente saciados que
presenta intromisiones, eyacula y reinicia la cOpula después de la eyaculacion,
en respuesta a la combinacion de dosis sub-efectivas de bicuculina (3 pg/kg)
y 2-AG (30 pg/kg).
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Fig. 6. Efecto de la administraciéon de bicuculina (3 pg/kg), de 2-AG (30 ug/kg) y de su
combinacion sobre la proporcién de animales sexualmente exhaustos que intromite (1),
eyacula (E) y reinicia la copula después de la eyaculacién (RC) a las 24 h post-saciedad.
Prueba F de Fisher *P<0.05, *P<0.01
En la gréafica se aprecia que la administracion de bicuculina induce per
se un aumento en la proporcion de animales sexualmente saciados que
presentan la conducta de intromision que no alcanza significancia estadistica,
el 2-AG carece de efecto per se sobre la copula de los machos saciados, y que
la combinacion de ambos farmacos no induce la expresién de la cépula en los
animales sexualmente saciados. De hecho, hay una diferencia
estadisticamente significativa en la proporcion de animales que intromite
producido por la bicuculina y por la combinacion, indicando que el 2-AG
cancela el aumento producido por bicuculina. Con el objeto de confirmar este
efecto del 2-AG, se realizé un experimento con una combinacién de dosis

efectivas de ambos farmacos.
En la figura 7 se ilustra la proporcion de machos sexualmente saciados que

intromite, eyacula y reinicia la cépula tras la administracion de la combinacién
de dosis efectivas de bicuculina (300 pg/kg) y 2-AG (300 pg/kg).
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Fig. 7. Efecto de la administracion de dosis efectivas de bicuculina (300 pg/kg), de 2-AG
(300 pg/kg) y de su combinacién sobre la proporcion de animales sexualmente exhaustos
que intromite (1), eyacula (E) y reinicia la copula después de la eyaculacién (RC) a las 24

E

h post-saciedad. Prueba F de Fisher *P<0.05, **P<0.01 vs. C

Se aprecia que la combinacion de dosis efectivas de ambos farmacos

produce aumentos menores en las proporciones de ratas saciadas que

presentan actividad sexual, incluyendo la proporcion de animales que reinicia

la cépula, cancelando asi su capacidad para revertir la saciedad.

Objetivo 2. Establecer si

los

receptores GABAs participan en el

mantenimiento de la inhibicién sexual de ratas sexualmente exhaustas.

En la figura 8 se muestra la proporcion de ratas sexualmente saciadas que

presenta intromisiones, eyacula y reinicia la copula después de la eyaculacion

en respuesta a la administracion de diferentes dosis del agonista de receptores

GABAB&, baclofen (10-1000 pg/kg).
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Fig. 8. Curva dosis respuesta del efecto de baclofen sobre la copula de ratas sexualmente
saciadas. Se muestra el porcentaje de ratas sexualmente exhaustas que intromite (1),
eyacula (E) y reinicia la copula tras la eyaculacion (RC) a las 24 h post-saciedad, en
respuesta a la administracién de diferentes dosis de baclofen (10-1000 pg/kg). Prueba F de
Fisher * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001 vs. C.

Se aprecia que el porcentaje de animales saciados que intromite y eyacula
aumenta significativamente con las dosis de 30-1000 pg/kg de baclofen, sin
embargo, ninguna de las dosis utilizadas aumenta significativamente el
porcentaje de animales que reinicia la copula después de la eyaculacion. Por
lo tanto, el baclofen no revierte la saciedad sexual a ninguna de las dosis

probadas.

Objetivo 3. Determinar si los receptores GABAs participan en la
interaccién de 2-AG y AEA con la transmision GABAérgica para revertir

la saciedad sexual.

En la figura 9 se muestra la proporcidon de animales sexualmente
saciados que presenta las diferentes respuestas sexuales después de la co-
administracion de dosis sub-efectivas de baclofen (10 upg/kg) y 2-AG (30
Ha/kg).
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Fig. 9. Efecto de la administracién de dosis subefectivas de baclofen (10 ug/kg), de 2-AG
(30 pg/kg) y su combinacién sobre la proporcion de animales sexualmente exhaustos que
intromite (1), eyacula (E) y reinicia la cépula después de la eyaculacién (RC) a las 24 h
post-saciedad. Prueba F de Fisher *P<0.05 vs. C; *P<0.05, *P<0.01 vs. 2-AG

En la gréfica se aprecia que ni baclofen, ni 2-AG inducen per se un
incremento significativo en la proporcion de machos sexualmente exhaustos
que monta, intromite, eyacula y reinicia la cépula después de la eyaculacion.
Sin embargo, la combinaciéon de baclofen y 2-AG produce un aumento
significativo en el porcentaje de animales que intromite y eyacula, asi como
una clara tendencia a aumentar el porcentaje de animales que reinicia la
copula después de la eyaculacion, sin que este aumento alcance significancia
estadistica.

En la figura 10 se muestra la proporcién de animales que presenta las
diferentes respuestas sexuales tras la co-administracion de dosis sub-
efectivas de baclofen (10 pug/kg) y AEA (30 pg/kg). Se observa que la dosis
sub-efectiva de baclofen produce un aumento en la proporcion de animales
gue monta, intromite y eyacula. La dosis sub-efectiva de AEA carece de efecto
sobre la proporcién de animales que presentan las diferentes conductas

sexuales y la combinacion de estos farmacos produce una tendencia a
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incrementar la proporcion de machos sexualmente exhaustos que monta,

intromite y eyacula sin llegar a la significancia estadistica comparado con el

grupo control.
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Fig. 10. Efecto de la administracién de baclofen (10 pg/kg), de AEA (30 pg/kg) y de su
combinacioén sobre la proporciéon de animales sexualmente exhaustos que intromite (1),
eyacula (E) y reinicia la cépula después de la eyaculacion (RC) a las 24 h post-saciedad.

Prueba F de Fisher, no significativa

En las tablas 2- 4 se muestran los datos de actividad ambulatoria espontanea

de los animales sometidos a los distintos tratamientos farmacoldgicos y sus

vehiculos. Como se puede observar, ninguno de los tratamientos modificd

significativamente la actividad locomotora de los animales sexualmente

saciados al compararlos con los vehiculos.
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Tabla 2. Actividad ambulatoria de la curva dosis respuesta de bicuculina

Farmaco Dosis No. de cruces en 5 min
Mediana +/- Error estandar
0 42.75+ 3.12
Sol. salina
Bicuculina 3 ug/kg 51.62+ 2.93
10 pg/kg 5.87+ 3.59
30 ug’kg 56.37+ 5.00

ANOVA de una via no significativo

Tabla 3. Actividad ambulatoria de la curva dosis respuesta de baclofen

No. de cruces en 5 min

Mediana +/- Error

estandar
Sol. salina 0 42.75+ 3.12
Baclofen 10 pa/kg 51.87+ 4.49
30 pg/kg 54.62+ 2.84
100 pg/kg 45.75+ 4.96
300 pg/kg 50.75+ 3.04
1000 pg/kg 47.37+ 5.39

ANOVA de una via no significativo

Tabla 4. Actividad ambulatoria de tratamientos combinados

No. de cruces en 5 min
Mediana +/- Error

AG/AEA

Salina+ Vehiculo de 2-

0

estandar

39.50+ 3.77

Bicuculina + 2-AG

3 ug/kg + 30 ug/kg

48.62+ 5.15

Baclofen + 2-AG

10 pg/kg + 30
g/kg

32.62+ 4.04

Bicuculina + AEA

3 ug/kg + 30 ug/kg

37.87+ 4.49

Baclofen + AEA

10 pg/kg + 30
g/kg

45.87+ 2.16

ANOVA de una via no significativo
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Discusion

Esta investigacion tuvo como objetivo establecer la posible interaccion entre el
sistema GABAérgico y el sistema endocannabinoide en la reversion
farmacoldgica de la inhibicién sexual que caracteriza a las ratas sexualmente
saciadas, asi como determinar la posible participacion de los receptores
GABAE& en el mantenimiento de la inhibicién sexual mediado por la transmision
GABAérgica.

Los resultados obtenidos se resumen a continuacion:

e EIl antagonista de receptores GABAAa, bicuculina, no actué en conjunto
con los eCBs 2-AG y AEA para revertir la saciedad sexual.

e 2-AG bloquea los efectos facilitadores de bicuculina sobre la conducta
sexual de ratas macho saciadas.

e El agonista de receptores GABAsg, baclofen, aumento la proporcién de
animales sexualmente saciados que presentd actividad sexual, pero no
la proporcion de los que reiniciaron la cépula, por lo que no revierte la
saciedad sexual.

e La combinacién de baclofen con 2-AG produjo una clara tendencia a
incrementar el nUmero de animales saciados que reinicié la cépula

e La combinacion de baclofen con AEA no produjo cambios en la

conducta sexual de las ratas macho sexualmente saciadas.

El circuito MSL, cuyas neuronas surgen en el ATV y proyectan al NAcc,
juega un papel central en la expresion de la conducta sexual masculina de
ratas (Everitt, 1990; Hull & Rodriguez-Manzo, 2017; Melis & Argiolas 1995). La
actividad basal de las neuronas DAérgicas de este circuito esta regulada por
la transmisibn GABAérgica en el ATV, que ejerce un tono inhibitorio sobre
ellas. Ante la presencia de un estimulo recompensante, este tono inhibitorio
disminuye permitiendo que, en conjunto con la activacion de la sefalizacion
glutamatérgica en el ATV (Grace et al., 2007) aumente la actividad de las

neuronas DAérgicas, generando un disparo en rafaga que da lugar a una
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liberacion fasica de DA incrementando su concentracion en el NAcc (Covey et
al., 2017; Grace, 1991).

El NAcc actta como un filtro de estimulos asociados a eventos
motivacionalmente relevantes para estimular el inicio y mantenimiento de
conductas de acercamiento a estimulos recompensantes o de evitacion de
estimulos aversivos (Covey & Yocky, 2021). Se ha descrito que el circuito ATV-
NAcc es relevante para el fendmeno de la saciedad sexual, ya que
intervenciones farmacoldgicas dentro de éste pueden revertir la inhibicion
sexual caracteristica de los machos saciados a las 24 h post-saciedad. Asi, el
antagonista de receptores opioides p y &, naltrexona, revierte la saciedad
sexual tras su administracion intra-ATV, indicando la presencia de un tono
opioidérgico en esta region que participa en la inhibicién de la conducta sexual
en las ratas sexualmente saciadas (Gardufio-Gutiérrez et al., 2013). Asi
mismo, la transmisibn GABAérgica en esta region participa en el
mantenimiento de la inhibicion sexual de las ratas sexualmente saciadas, ya
que la administracion intra-ATV del antagonista de receptores GABAa,
bicuculina, también revierte la inhibicién sexual en los machos sexualmente
saciados (Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2017). Ademas de la
transmision GABAérgica, la transmision glutamatérgica también participa en el
mantenimiento de la saciedad sexual, ya que la administracién sistémica de
antagonistas de los receptores glutamatérgicos AMPA, NMDA y mGIuR5
revierte la inhibicion sexual que la caracteriza (Rodriguez-Manzo, 2015).

Estudios de nuestro laboratorio demostraron que el eCB AEA, revierte
la inhibicion sexual de ratas macho sexualmente saciadas al ser administrado
tanto por via sistéemica como intra-ATV (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo,
2014; 2016) y este mismo efecto se obtuvo con la administracién sistémica del
eCB 2-AG (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2019). Por otro lado, los
antagonistas de los receptores NMDA y mGIuRS5 interactian con los eCB, AEA
y 2-AG para revertir la inhibicion sexual y la reversion producida por la
administracion sistémica de 2-AG, es cancelada por la administracion intra-

ATV de un agonista de receptores mGIuR5 (Hernandez, 2017, tesis de

33



maestria). En conjunto, estos datos indican que los neurotransmisores
involucrados en la regulacion de la actividad de las neuronas DAérgicas en el
ATV, i.e. GABA, glutamato, eCBs y opioides enddgenos, estan involucrados
en la regulacion de la inhibicién sexual de machos sexualmente saciados y
que los eCBs interactian con la transmisién glutamatérgica para revertir esa
inhibicion sexual.

En este trabajo se evaluo la participacion de los receptores GABAs en
los efectos de la transmision GABAérgica sobre el fendmeno de saciedad
sexual, asi como la posible interaccion de los efectos de los eCB con los
receptores GABAa y GABAs para la reversion de la inhibicion sexual que la

caracteriza.

Participacion del receptor GABAs en el fendbmeno de saciedad sexual

La participacion de los receptores GABAs en el mantenimiento de la
inhibicion sexual producido por la transmision GABAérgica se explor6 con la
administracion del agonista de estos receptores baclofen, a los animales
sexualmente saciados. La activacion de los receptores GABAs produjo un
incremento significativo de la proporcion de machos sexualmente saciados
que eyaculo6 con la mayoria de las dosis probadas, sin embargo, no revirtio la
inhibicién sexual pues no aumentd el porcentaje de animales saciados que
reinicio la copula tras la eyaculacion. Este resultado indica que la activacion
de los receptores GABAs mediante su agonista, baclofen, no participa en el
mantenimiento de la inhibicion sexual de larga duracion, mediado por GABA.
De manera contrastante, en estudios con animales sexualmente expertos, se
ha descrito que el baclofen inhibe casi por completo la conducta sexual de
ratas macho, a una dosis de 2.5 mg/kg (Agmo y Paredes, 1985; Paredes y
Agmo, 1989) por lo que a futuro habra de estudiarse el efecto de un
antagonista de los receptores GABAs. En el ATV, los receptores GABAs se
expresan en las terminales GABAérgicas donde actian como autorreceptores,
por lo que su activacion inhibe el tono GABAérgico que mantiene a las

neuronas DAérgicas con una actividad basal, favoreciendo el aumento de su
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actividad de estas neuronas DAérgicas (Xi & Stein, 1998; Heaney & Kinney,
2016). Por otro lado, los receptores GABAs también se expresan post-
sinapticamente, en los somas de las neuronas DAérgicas y su activacion las
hiperpolariza (Xi & Stein, 1998). Se ha descrito que el tipo de receptores
GABAB que se activa en el ATV puede depender de la dosis de agonista
administrada, ya que dosis bajas activan a los receptores presinapticos,
mientras que dosis altas activan tanto a los receptores presinapticos como a
los postsinapticos (Cruz et al., 2004).

El hecho de que en nuestros experimentos el baclofen haya tenido
efectos facilitadores y no inhibitorios sobre la expresion de la conducta sexual
de las ratas sexualmente saciadas puede estar relacionado con el rango de
dosis de baclofen utilizadas.

Si bien en nuestra investigacion el agonista de receptores GABAg se
administr6 por via sistémica, existe evidencia de que la transmisiéon
GABAérgica en el MSL, en patrticular en el ATV, participa en el mantenimiento
de la inhibicién sexual de ratas saciadas. Por ello, se podria pensar que el
aumento en la actividad sexual de los machos sexualmente saciados
producido por dosis bajas de baclofen (0.03-1 mg/kg) fuera resultado de la
activacion de receptores presinapticos del ATV, que favorecerian un aumento
en la actividad de las neuronas DAérgicas que, sin embargo, no fuera
suficiente para revertir la saciedad sexual.

En el NAcc, los receptores GABAB se expresan tanto en las terminales
DAérgicas (Covey & Yocky, 2021) como glutamatérgicas (Manz et al., 2019) y
su activacion inhibe la liberacion del neurotransmisor, lo que da por resultado
la disminucion de la liberacion de DA en el NAcc, de forma directa e indirecta,
respectivamente (Covey & Yocky,2021). Es posible que la activacion de estos
receptores GABAs presinapticos en el NAcc contribuya a contrarrestar el
aumento en la actividad DAérgica mediado por la activacion de los receptores
GABA& del ATV, dando por resultado un aumento moderado en la liberacion
de DA que permita la facilitacion de la copula hasta la eyaculacién, pero no

sea suficiente para revertir la saciedad sexual.
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En este trabajo se identificé una dosis de bicuculina sub-efectiva para
revertir la saciedad sexual, que por si sola produjo un aumento significativo en
la proporcion de animales sexualmente saciados que presentd conductas de
monta e intromision a las 24 h post-saciedad, sin modificar la proporcién de
los que eyacularon. Este resultado sugiere que esta dosis de bicuculina
aumenta la motivacion sexual, que en los machos sexualmente saciados esta
disminuida (Guadarrama-Bazante & Rodriguez-Manzo, 2019; Canseco-Alba &
Rodriguez-Manzo, 2019), pero no revierte la inhibicion sexual. Estos
resultados, en conjunto con el hecho de que a dosis mayores la bicuculina
revierte la saciedad sexual por si misma (Rodriguez-Manzo &Canseco-Alba,
2017), indica que la participacion de la transmision GABAérgica en el
mantenimiento de la inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas esta
mediada principalmente por sus acciones sobre el receptor GABAAa, facilitando

el componente motivacional de la conducta sexual masculina.

Interaccion de bicuculina con los eCB AEA y 2-AG

Debido a la distribucién anatémica reportada para el CB1R en el circuito MSL,
especificamente su localizacion en las terminales GABAérgicas del ATV, la
existencia de una interaccion entre los efectos de los eCBs y la transmision
GABAEérgica era probable, tanto a través de los receptores GABAA localizados
en las neuronas DAérgicas (Engin et al., 2018; Ciccarelli et al., 2012), como
de los receptores GABAs, que se expresan a nivel presinaptico en las
terminales GABAérgicas del ATV (Cruz et al., 2004; Ciccarelli et al., 2012;
Kasten & Boehm, 2015), asi como en los somas de las neuronas DAérgicas y
no DAérgicas (Ciccarelli et al., 2012).

Nuestros resultados muestran que combinaciones de dosis sub-
efectivas de bicuculina y de los eCBs AEA o 2-AG no actuaron en conjunto
para revertir la saciedad sexual. Mas aun, el 2-AG canceld los efectos
facilitadores sobre la motivacién sexual producidos por dosis sub-efectivas y
efectivas de bicuculina en los machos sexualmente saciados. Una interaccion

similar se reportd en pollos en los que la administracion de 2-AG les indujo un
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incremento en el apetito; sin embargo, cuando se coadministré una dosis baja
del antagonista de receptores GABAA picrotoxina, la hiperfagia inducida por 2-
AG se bloqueé (Zendehdel et al., 2017). Estos datos sugieren que los efectos
del 2-AG y de antagonistas de receptores GABAa se contrarrestan. La
combinacion con AEA, en cambio, carecié de efecto y no modifico las acciones
de la dosis sub-efectiva de bicuculina.

En conjunto, nuestros resultados muestran, por un lado, que el efecto
de ambos eCBs de inhibir la liberacion de GABA de sus terminales, no se suma
al efecto del bloqueo de receptores GABAAa postsinapticos para inducir la
reversion de la saciedad sexual y, por otro, que la AEA y el 2-AG no actian de
la misma manera. Este ultimo dato coincide con el hallazgo previo de que el 2-
AG interactia con la DA para revertir la saciedad sexual a través de la
activacion de receptores D2-like, mientras que la AEA lo hace principalmente
a través de la activacion de receptores D1-like (Canseco-Alba & Rodriguez-
Manzo, 2019), mostrando que estos dos eCBs no comparten un mismo
mecanismo de accion.

Por otro lado, se ha reportado que los eCBs pueden actuar como
moduladores alostéricos positivos de la familia de canales i6nicos activados
por ligando “cys-loop”, dentro de los que se encuentran los receptores GABAA
(Zzhang & Xiong, 2009; Sigel et al. 2011; Bakas et al., 2017; Baur et al., 2013).
Estudios electrofisiolégicos mostraron que el 2-AG se une a un sitio alostérico
en las subunidades B2 de los receptores GABAAa y es capaz de incrementar la
amplitud de las corrientes inhibitorias postsingpticas (IPSC) de estos
receptores expresados en oocitos de Xenopus. Este efecto se observo a
concentraciones bajas de GABA. La AEA también posee actividad como
modulador alostérico positivo del receptor GABAa, sin embargo, esta actividad
es de menor magnitud que la del 2-AG (Sigel et al., 2011; Golovko et al., 2015).

Esta investigacion involucré administraciones sistémicas de eCBs y de
bicuculina, por lo que no se pueden hacer aseveraciones sobre el efecto de
los farmacos en un area especifica del SNC. Sin embargo, la evidencia

existente indica que el MSL es de gran relevancia para el fendbmeno de
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saciedad sexual (Rodriguez-Manzo, 1999; Gardufio-Gutiérrez et al., 2013;
Guadarrama-Bazante & Rodriguez-Manzo, 2019; Rodriguez-Manzo &
Canseco-Alba, 2017) y se ha demostrado que la reversion de la inhibicién
sexual de machos saciados mediada por el eCB AEA, como la mediada por
bicuculina administradas por via sistémica, se reproduce tras la administracion
de estos farmacos directamente en el ATV (Rodriguez-Manzo & Canseco
Alba, 2015; Canseco-Alba & Rodriguez Manzo, 2016). Estos datos nos
permiten pensar que los efectos de estos farmacos sobre la saciedad sexual
pudieran tener lugar en el MSL.

En el NAcc, la subunidad B2 del receptor GABAaA se expresa,
predominantemente en neuronas de tamafio mediano e interneuronas, sin que
se haya identificado su naturaleza neuroquimica, y en el ATV se encontré esta
subunidad en dendritas y axones, aunque en menor cantidad (Schwarzer et
al., 2001). No se ha reportado la expresion de la subunidad 32 del receptor
GABAA en las neuronas dopaminérgicas del ATV, ni en sus terminales en el
NAcc (Schwarzer et al., 2001; Okada et al., 2004).

Por otro lado, se ha reportado que 2-AG y AEA también pueden modular
la actividad de los receptores GABAAa, independientemente del CB1R, y de
manera dependiente de las concentraciones de GABA. A concentraciones
bajas de GABA, los eCBs incrementan las corrientes de cloruro, mientras que
a concentraciones altas de GABA, las reducen (Golovko et al., 2015). Por lo
tanto, podria pensarse que dosis sub-efectivas de 2-AG y de AEA, ademas de
bloquear parcialmente la liberacion de GABA en las terminales, podrian
incrementar las corrientes inhibitorias de los receptores GABAA postsinapticos
que no hayan sido bloqueados por la dosis sub-efectiva de bicuculina, un
efecto que pudiera contrarrestar el bloqueo de las acciones GABAérgicas.

Ademas, también habria que contemplar la posible participacién de los
CB2R en las acciones mediadas por los eCBs, ya que se ha reportado la
expresion de CB2R en las terminales DAérgicas del NAcc y del ARNm del
CB2R en las neuronas DAérgicas del ATV de ratas, y que la administracion

intra-NAcc de agonistas de CB2R disminuye las concentraciones de DA
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(Covey et al., 2021; Zhang et al., 2014; Zhang et al., 2017). Sin embargo, los
datos obtenidos en esta investigacion no nos permiten establecer un
mecanismo para explicar la falta de interaccion entre el antagonista GABAa y
los eCBs para la reversion de la saciedad sexual.

Se requiere profundizar en la investigacion acerca de la interaccion
entre los eCBs y la transmision GABAérgica mediada por el receptor GABAAa
en el MSL.

Interaccion entre baclofen y los eCB AEA 'y 2-AG

La co-administracion de dosis sub-efectivas del agonista de receptores GABAs
baclofen y del eCB 2-AG produjo un incremento significativo en la proporcion
de animales sexualmente saciados que eyaculd, asi como un incremento
importante en el porcentaje de animales que reinicio la copula después de la
eyaculacién, que no alcanzé significancia estadistica. Estos datos sugieren
que los efectos de la activacion de receptores GABAg, sumados a la inhibicién
parcial de la liberacién de GABA producida por el 2-AG al activar a los CB1R
de las terminales GABAérgicas, podrian sumarse para facilitar la expresion de

la conducta sexual en las ratas sexualmente saciadas.

La co-administraciéon de AEA con baclofen también presenté una tendencia a
incrementar la proporcién de animales sexualmente saciados que presenta
actividad sexual, sin embargo, este incremento fue de menor magnitud que el
obtenido con 2-AG y baclofen. Ademas, la combinacion de AEA y baclofen no
aumento la proporcion de machos saciados que reinicio la copula. Estos datos
muestran nuevamente que el 2-AG y la AEA tienen efectos distintos.

Los efectos sexuales que se obtuvieron con la combinacion de los eCBs
y el agonista de receptores GABAs pudieran ocurrir en el ATV, ya que se ha
reportado la presencia de CB1R (Covey et al. 2017) y de receptores GABAs
en esta region cerebral (Ciccarelli et al., 2012). Por otro lado, se ha demostrado
gue tanto los eCBs como la bicuculina revierten la inhibicidon sexual cuando
son administrados en el ATV (Rodriguez-Manzo & Canseco Alba, 2015; 2017,
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Canseco-Alba & Rodriguez Manzo, 2016). La explicacion de los efectos de
estas combinaciones en las ratas sexualmente saciadas no es facil, puesto
que la regulacion GABAérgica en el ATV es compleja.

En esta region cerebral, los receptores GABAgs se localizan en las
terminales GABAérgicas, donde funcionan como autorreceptores que inhiben
la liberacion de GABA, asi como en los somas de las interneuronas
GABAérgicas y de las neuronas DAérgicas, cuya activacion inhibe la actividad
neuronal (Ciccarelli et al., 2012). Se ha descrito que en el ATV hay mayor
expresion de receptores GABAs presinapticos que postsinapticos, cuya
activacion puede disminuir el tono GABAérgico, desinhibiendo a las neuronas
DAérgicas. Los CB1R, como ya se menciond, se expresan también en las
terminales glutamatérgicas en el ATV (Covey et al., 2017).

La activacion parcial de los CB1Rs en las terminales GABAérgicas del
ATV inhibiria parcialmente la liberacion de GABA y este efecto podria sumarse
a la inhibicién parcial de la liberacion de este neurotransmisor producida por la
activacion de autorreceptores GABAs en la misma terminal. Estos efectos
sumados probablemente inhibirian por completo la liberacion de GABA, lo que
daria por resultado un aumento en la actividad de las neuronas DAérgicas con
el consecuente aumento de DA en el NAcc, que podria ser el mecanismo
responsable de la reversion de la saciedad producida por dosis efectivas, tanto
de los eCBs como del antagonista de receptores GABAAa bicuculina. Sin
embargo, la activacién parcial de los receptores GABAg postsinapticos en las
neuronas DAérgicas y en las interneuronas GABAérgicas, tendria efectos
opuestos sobre la actividad de las neuronas DAérgicas. Por un lado, inhibiria
parcialmente a las interneuronas GABAérgicas reduciendo la inhibicion que
éstas ejercen sobre las neuronas DAérgicas, pero este efecto seria
contrarrestado por la activacion parcial de los receptores GABABg en las propias
neuronas DAérgicas, que reduciria directamente su actividad. Por lo tanto, los
efectos de la activacion parcial conjunta de receptores GABAs y CB1R en el

ATV sobre la actividad sexual de ratas sexualmente saciadas posiblemente
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dependan del resultado neto que producen sus agonistas sobre la actividad de
las neuronas DAérgicas.

Podria proponerse que el aumento en la liberacion de DA producido por
el conjunto de acciones resultante de la activacion parcial de receptores
GABAs y CBI1R en el ATV es suficiente para facilitar la expresion de la
conducta sexual en estos animales, pero no suficiente para revertir la inhibicion
sexual. Sin embargo, también se ha reportado la presencia de receptores
GABAE& en el NAcc, tanto en las interneuronas GABAérgicas del tipo FSI como
en las terminales de las neuronas glutamatérgicas y DAérgicas (Covey et al.,
2021), asi como la expresion de CB2R en las terminales de las neuronas DA
del NAcc, cuya activacién inhibe la liberacién de DA (Covey et al., 2021; Zhang
et al., 2014; Zhang et al., 2017). La activacién de estos receptores en el NAcc
pudo haber contrarrestado parcialmente el aumento en la liberacion de DA
producido en el ATV, evitando que la estimulacion fuera suficiente para que

los animales saciados reiniciaran la copula después de la eyaculacion.

Por otro lado, también hay evidencia de interacciones entre los
receptores GABAA y GABAs. En el estudio de Brodnik y colaboradores del
2019 se describié que diazepam, un modulador alostérico positivo del receptor
GABAAa, administrado intra-NAcc en presencia de concentraciones bajas de
GABA, es capaz de reducir la liberacién de DA en el NAcc, efecto que es
bloqueado por un antagonista del receptor GABAAa que se une al sitio alostérico
de benzodiazepinas, el flumazenil. De forma similar, la administracion del
agonista de receptores GABAa, muscimol, reduce la liberacion de DA en el
NAcc, efecto que es bloqueado por bicuculina. Cabe mencionar que la
bicuculina por si sola no tuvo efecto sobre la liberacién de DA en el NAcc. De
manera interesante, y de importancia para este estudio, los efectos producidos
por diazepam y muscimol fueron bloqueados por un antagonista de los
receptores GABABg, el CGP 55845, indicando que existe interaccion entre los
receptores GABAaAy GABAs en el NAcc para la modulacion de la liberacion de
DA (Brodnik et al., 2019).
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En esta investigacion utilizamos una combinacion de un agonista
GABAB&, con los eCBs AEA o 2-AG, que como ya se menciono0, también actian
como moduladores alostéricos positivos del receptor GABAA., por lo que la
activacion de los receptores GABAs sumada a la modulacion alostérica
positiva del 2-AG sobre receptores GABAa pudiera también disminuir la
liberacion de DA en el NAcc, explicando en parte por qué la combinacion de
2-AG y baclofen no lleg6 a revertir la saciedad sexual.

Se requiere profundizar en la investigacion de las interacciones entre la
transmision GABAérgica y endocannabinoide, especialmente a través de
administraciones intracerebrales de los farmacos utilizados en este trabajo,
para poder dilucidar su posible interaccion en el MSL para la reversion de la
saciedad sexual.

Los resultados distintos obtenidos con las combinaciones de cada uno
de los eCBs con bicuculina o con baclofen muestran que, a pesar de que
ambos eCB activan al CB1R, no actian por el mismo mecanismo para revertir

la saciedad sexual.

Conclusiones

a) AEA no interactta con bicuculina ni baclofen para revertir la saciedad sexual

b) ElI 2-AG bloquea los efectos facilitadores de bicuculina sobre la conducta

sexual de ratas sexualmente saciadas y favorece los de baclofen

c) Los receptores GABA& no participan en los efectos del GABA para mantener

la inhibicién sexual de ratas sexualmente saciadas

d) AEA y 2-AG, a pesar de activar ambos a los receptores CB1, parecen no

actuar por el mismo mecanismo para revertir la saciedad sexual

Perspectivas

a) Determinar el efecto del antagonista GABAs, faclofen, en el fenédmeno de

saciedad sexual de ratas macho
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b)

f)

Determinar la participacion del antagonista GABAs, faclofen, en la
reversion de la saciedad sexual mediada por los eCB AEA y 2-AG
Determinar si existe participacion de los receptores GABAAa del NAcc en
el mantenimiento del fendmeno de la saciedad sexual de ratas macho.
Establecer la posible participacion de los receptores GABAs del ATV y del
NAcc en el fendmeno de saciedad sexual de ratas macho

Determinar mediante el uso de herramientas farmacolégicas la
participacion del receptor CB2R en el fenébmeno de saciedad sexual
Valorar una posible interaccion entre los receptores GABAa y GABAs en

el circuito mesolimbico en el fendbmeno de la saciedad sexual
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