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Resumen

La cépula es una conducta recompensante para las ratas macho, ellas son
capaces de copular de manera repetida en un periodo breve (7 eyaculaciones
en promedio en aprox. 2.5 h) hasta quedar sexualmente saciadas. En un lapso
de 24 a 72 h post-saciedad, las ratas exhiben poco o nulo interés por copular
nuevamente (inhibicion sexual). Durante la cépula repetida hay un incremento
sostenido en la liberacion de dopamina (DA) en el nucleo accumbens (NAc).
En contraste, a las 24 h post-saciedad los niveles basales de DA son menores
gue en el dia anterior. Bloquear la transmision dopaminérgica durante la
copula repetida no impide que la saciedad sexual se establezca. Sin embargo,
estimular la transmision dopaminérgica, directa o indirectamente, a las 24 h
post-saciedad revierte la inhibicion sexual. La metanfetamina (Met) aumenta
la liberacion de DA en el NAc en una magnitud superior a la que se produce
por recompensas naturales. La estimulacién dopaminérgica inducida por Met
se relaciona estrechamente con sus efectos motores y recompensantes. En
este trabajo estudiamos a nivel conductual la interaccion entre la Met y la
saciedad sexual, ya fuera durante la copula repetida asociada a la saciedad
sexual o alas 24 h. También analizamos la induccién de cambios moleculares
producidos por cada uno de estos estimulos. Encontramos que la Met prolong6
el desarrollo de la saciedad sexual, pero no modificé el porcentaje de ratas
macho que estaban sexualmente saciadas e inhibidas. Los efectos
recompensantes de la Met se potenciaron en animales sexualmente saciados.
Los efectos locomotores se exacerbaron si los animales copulaban un dia
antes, independientemente de la intensidad de la cépula. Tanto la estimulacion
sexual, como la Met (aguda o repetida), por si solas cambiaron la densidad de
los receptores a dopamina tipo D1 y D2 (D1R, D2R) o la expresion del
transportador a DA (DAT) en el estriado, pero de manera diferencial, la Met
redujo la expresion del D2R y aumento la densidad del DAT en el NAc shell,
mientras que la actividad sexual modifico la cantidad de las mismas proteinas
pero en el NAc core y el CPu: en el primero la expresion del DAT se redujo y
en el segundo la del D2R; la cOpula hasta la saciedad fue el Unico estimulo
gue aumento la expresiéon del D1R y lo hizo en el NAc core. Cuando la Met se
administré a las ratas macho estimuladas sexualmente, sus efectos en el NAc
shell fueron opuestos a los que describieron por la Met sola, y si las ratas
tenian la condicién de estar sexualmente saciadas, la Met redujo la expresion
de receptores dopaminérgicos en el NAc core y el CPu. En conclusion, un
estimulo natural de tipo sexual puede modificar los efectos de la Met a nivel
conductual y a nivel molecular, lo que evidencia una sensibilizacion cruzada
entre dos estimulos recompensantes de diferente naturaleza.






Abstract

Copulation is a rewarding behavior for male rats, they could display it
repeatedly in a short period (typically 7 ejaculations in approximately 2.5 h) until
they become sexually satiated. Between 24 to 72 h post-satiety, rats show little
or no interest in copulating (sexual inhibition). During repeated copulation
associated with sexual satiety, males show elevated dopamine (DA) release in
the nucleus accumbens (NAc). In contrast, 24 h post-satiety, DA basal levels
are lower than the day before. Blocking dopaminergic transmission during
repeated copulation does not prevent sexual satiety establishment. However,
stimulates DA transmission (directly or indirectly) 24 hours after satiety
reversed sexual inhibition. Methamphetamine (Met) increases DA release in
the NAc to a greater extent than natural rewards. Met-induced dopaminergic
stimulation is related to its rewarding and motor effects. In this work, we studied
the interaction between Met and sexual satiety at a behavioral level, either
during repeated copulation associated with sexual satiety or 24 h later. We also
analyze the induction of molecular changes produced by each of these stimuli.
We found that Met prolonged sexual satiety but did not modify the percentage
of male rats sexually satiated or sexually inhibited. Met’s rewarding effect was
potentiated in sexually satiated animals. Met's locomotor effects were
exacerbated if animals copulated the day before, regardless of the intensity.
Both sexual stimulation and Met (acute or repeated) changed the density of D1
and D2 dopamine receptors (D1R, D2R) or the expression of the DA
transporter (DAT) in the striatum, but in a differential manner. Met reduced D2R
expression and increased DAT density in the NAc shell, whereas sexual activity
modified these proteins in the NAc core and the CPu: DAT expression was
reduced in the former and D2R density in the latter. Copulation to satiety was
the only stimulus that affected D1R, increasing its expression in the NAc core.
When Met was administered to sexually stimulated males its effects in the NAc
shell were opposite to those described by Met alone, and if rats were sexually
satiated, Met reduced the expression of dopaminergic receptors in the NAc
core and CPu. In conclusion, a natural stimulus such as sexual behavior can
modify the effects of a psychostimulant drug at the behavioral and molecular
levels, evidencing cross-sensitization between two rewarding stimuli of
different natures.






1. Introduccién
¢Como se procesan los estimulos placenteros o heddnicos?, ¢qué regiones
del cerebro estan involucradas?, ¢cémo se sensibilizan y desensibilizan los
sistemas que procesan esos estimulos?, ¢como se desregulan dichos
sistemas cerebrales en trastornos como la adiccion? Estas son algunas de las

preguntas fundamentales en las Neurociencias contemporaneas.

Los estimulos placenteros poseen dos componentes, el liking, o gusto, que se
refiere al impacto heddnico que produce un estimulo; y el wanting, o deseo,
gue incluye las caracteristicas que vuelven atractivos a estos estimulos y que
conducen o motivan a los sujetos a su busqueda (Robinson & Berridge, 1993;
Olney et al.,, 2018; Badiani et al.,, 2019). Existen evidencias de que la
transmision dopaminérgica esta asociada con ambos componentes. En
particular, sujetos que poseen un tono hipodopaminérgico perciben mas
atractivos los estimulos placenteros, mayor liking; mientras que un tono
hiperdopaminérgico promueve las conductas dirigidas a obtener estimulos

apetitosos, facilitacion del wanting (Pecina et al., 2004; Blum et al., 2012).

Estudiar las consecuencias que tienen las drogas de abuso en sujetos que
expresan un sistema dopaminérgico desregulado puede conducir a la
identificacion de las primeras neuroadaptaciones en las regiones que regulan
estos procesos. Este trabajo analiza la interaccion de dos estimulos
gratificantes que modifican el sistema dopaminérgico: la conducta sexual en
ratas macho y el consumo de metanfetamina. En los siguientes apartados, se
revisan brevemente las caracteristicas principales de cada uno de los

estimulos y el sistema sobre el que actuan.

El sistema dopaminérgico

La dopamina (DA) es un neurotransmisor sintetizado en el citoplasma de las
terminales axonicas de las neuronas dopaminérgicas por la accién secuencial
de la enzima tirosina hidroxilasa y la descarboxilasa de L-aminoacidos

arométicos. La DA sintetizada es transportada al interior de las vesiculas



sinapticas por accion del transportador vesicular de monoaminas tipo 2
(VMAT?2), para después ser liberada al espacio sinaptico por exocitosis. El
transportador membranal de DA (DAT) remueve a la DA del espacio sinaptico
y la re-ingresa a las terminales dopaminérgicas para reciclarla. Las enzimas
monoamino-oxidasa A (MAO-A) y catecol-O-metil-transferasa son las
responsables de degradar a la DA (Meyer & Quenzer, 2019a). La DA es el
ligando enddgeno de dos familias de receptores metabotropicos, acoplados a
proteinas G: la familia de receptores tipo D1 (D1-like) que incluye a los subtipos
de receptores D1y D5 (D1R, D5R) y la familia tipo D2 (D2-like) que agrupa a
los subtipos de receptores D2, D3y D4 (D2R, D3R y D4R). Esta clasificacion
se basa en el mecanismo de transduccion de los receptores, ya que los
primeros estan acoplados a proteinas Gs, mientras que los segundos a
proteinas Gi (Meyer & Quenzer, 2019a). En consecuencia, los D1-like y los
D2-like aumentan y disminuyen la acumulacion de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc), respectivamente. La mayoria de los receptores
dopaminérgicos se concentra en regiones subcorticales, en particular en los
nucleos estriatales. De manera interesante, el 95% de las neuronas estriatales
son neuronas espinosas medianas (NEM) de naturaleza GABAérgica que se
clasifican por el tipo de receptor a DA que expresan, NEM que expresan D1R

0 que expresan D2R (Yager et al., 2015) (Fig. 1).

Los sistemas dopaminérgicos del mesencéfalo

Las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo se caracterizan por tener sus
cuerpos neuronales principalmente en la sustancia negra (substantia nigra,
SN) y el area tegmental ventral (ATV), dos regiones adyacentes entre si (Fig.
2). Estas neuronas también se caracterizan por tener axones largos que
recorren el encéfalo de manera caudo-rostral, hasta alcanzar regiones
limbicas y corticales, en particular la corteza prefrontal y los nucleos del
estriado donde se libera principalmente el neurotransmisor y donde se
concentra la mayoria de los receptores dopaminérgicos. El estriado se puede

dividir en dos nucleos, el nucleo caudado-putamen (CPu) ubicado en la parte



dorsal y el nucleo accumbens (NAc) en la porcion ventral. El NAc a su vez se
subdivide en dos regiones: la corteza y el centro, sin embargo es mas comun
referirse a ellos por sus términos en inglés shell y core. Las neuronas
dopaminérgicas del mesencéfalo se organizan en tres vias principales:
nigroestriatal, mesolimbica y mesocortical. El sistema nigroestriatal se refiere
a las neuronas dopaminérgicas cuyos somas se originan en la SN y sus
axones llegan al nacleo CPu, mientras que el sistema mesolimbico tiene sus
somas en el ATV y sus proyecciones alcanzan las regiones core y shell del
NAc. Finalmente el sistema mesocortical también se origina en el ATV pero
sus axones proyectan a la corteza prefrontal medial (Meyer & Quenzer,

2019a). En este trabajo, nos vamos a enfocar en los primeros dos sistemas.
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Figura 1. Regiones del estriado en el cerebro de rata. Se representan las subregiones
del estriado y los receptores dopaminérgicos que se encuentran en las neuronas
espinosas medianas (NEM) en un corte coronal del hemisferio izquierdo.

Participacion del sistema mesolimbico ante estimulos recompensantes
Los estimulos gratificantes, o recompensantes, son aquellos que producen

estados hedodnicos y que aumentan la frecuencia o el vigor con el que se



realizan ciertas conductas dirigidas a obtener esos estimulos (Russo & Nestler,
2013; Badiani et al., 2019). Los estimulos recompensantes se pueden
clasificar en dos grupos: aquellos obtenidos de fuentes naturales como la
comida apetitosa, los estimulos sexuales y las interacciones sociales, y
aquellos que poseen acciones farmacolégicas como las drogas de abuso
(Kelley & Berridge, 2002; Wise, 2009; Nall et al., 2021). Pese a que estos
estimulos son de diferente naturaleza, pueden activar a los sistemas
nigroestriatal, mesocortical y mesolimbico, siendo este ultimo el mejor

caracterizado.

En el sistema mesolimbico se ha postulado que la liberacion de DA depende
de dos tipos de patrones de disparo neuronal. Asi, disparos irregulares
llamados tipo marcapaso producen la liberacion tonica de DA, y disparos en
rafaga producen su liberacién fasica (lkemoto & Panksepp, 1999; Ikemoto,
2007; Bardo, 2013). La liberacion fasica de DA esta relacionada extensamente
con el procesamiento de estimulos recompensantes (Berridge & Robinson,
1998; Grace et al., 2007). Sin embargo, hay nuevas evidencias que indican
gue la liberacion ténica de DA se asocia a conductas motivadas (Kremer et al.,
2020; de Jong et al., 2022), que el disparo de las neuronas dopaminérgicas
del mesolimbico tiene mas de dos patrones de disparo y por lo tanto mas de
dos formas de liberar la DA (Mohebi et al., 2019), e incluso la liberacion de DA
puede ser independiente del disparo neuronal procedente del soma de las

neuronas dopaminérgicas (Threlfell et al., 2012; Berke, 2018).

Las aferencias que recibe el sistema mesolimbico modulan directa e
indirectamente la liberacion de DA. Entre los principales sistemas de
neurotransmision estan el glutamatérgico, GABAérgico, colinérgico y algunos
péptidos como los opioides y las orexinas (Russo & Nestler, 2013; Nieh et al.,
2016) (Fig. 2).



Todos los estimulos recompensantes que se experimentan por primera vez
aumentan la liberacion de DA en el sistema mesolimbico, esta liberacion
depende del tipo de estimulo, de su duracién y de los antecedentes de los
sujetos. Por ejemplo, en roedores la estimulacion sexual y la comida apetitosa
aumentan la liberacién de DA en el NAc entre 150 y 250% (Pfaus et al., 1990;
Damsma et al.,, 1992; Fiorino et al.,, 1997; Bassareo & Di Chiara, 1999),
mientras que las drogas de abuso que producen la mayor liberacién de DA,
las anfetaminas, pueden producir un incremento de mas del 1000% (Butcher
et al., 1988; Di Chiara & Imperato, 1988a; Kuczenski et al., 1991; Egenrieder
et al., 2020).
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Figura 2. Sistemas dopaminérgicos del mesencéfalo en el cerebro de rata.
Representacion de las areas y vias que conforman a los sistemas mesolimbico,
mesocortical y nigroestriatal, asi como los sistemas de neurotransmisién que modulan
su actividad. Vista sagital del cerebro.

La conducta sexual de la rata macho

La conducta sexual en los roedores es una conducta innata y genéticamente
determinada, y es susceptible de mejorar con la experiencia (Rodriguez-
Manzo & Canseco-Alba, 2014). En las ratas macho, esta conducta sigue un

patron estereotipado que consiste en la expresion de una serie de montas e



intromisiones intercaladas y sucesivas hasta que se presenta la eyaculacién.
La eyaculacion, en particular, es la respuesta que genera el mayor efecto
recompensante de la cépula (Tenk et al., 2009). Después de la eyaculacion,
las ratas macho presentan un periodo breve de inhibiciébn sexual en el que
dejan de responder a la estimulacion de la hembra, denominado intervalo post-
eyaculatorio. Una vez que este periodo transcurre, las ratas macho recuperan

la capacidad de copular (Karen & Barfield, 1975).

Las ratas macho que adquieren experiencia sexual (a través de varias
sesiones de copula) reducen la cantidad de montas e intromisiones y el tiempo
gue tardan (latencia) en presentarlas (Pfeiffer & Johnston, 1994; Woodson,
2002). Un porcentaje alto de estos animales logra estabilizar el patrén
copulatorio y expresarlo de manera 6ptima, por lo que se denominan machos
sexualmente expertos. Una serie copulatoria tipica de las ratas macho
sexualmente expertas sigue los siguientes parametros: latencia de intromisién
menor a un minuto, pocas montas e intromisiones (menos de 10 o 15,
respectivamente), una latencia de eyaculacion menor a 15 min y un intervalo
post-eyaculatorio de aproximadamente 5 min (Rodriguez-Manzo & Fernandez-
Guasti, 1995; Gonzéalez-Morales & Rodriguez-Manzo, 2020).

En ratas macho sexualmente experimentadas, la concentracion de DA en el
NAc aumenta cuando perciben a una hembra sexualmente receptiva aun sin
tener acceso a ella, y los niveles de DA se elevan ain mas cuando interactian
sexualmente con ella (Pfaus et al., 1990; Damsma et al., 1992; Wenkstern et
al., 1993; Fiorino et al., 1997). Ademas, mediante diferentes técnicas (lesiones
intracerebrales, experimentos farmacologicos, marcadores de actividad
neuronal, registros electrofisiolégicos e imagenologia) se ha confirmado que
la actividad sexual modula al sistema mesolimbico (Balfour et al., 2004, 2006;
Matsumoto et al.,, 2012; Aguilar-Moreno et al., 2022); y a la inversa, éste
sistema regula la expresion de la cépula (Eibergen & Caggiula, 1973;
Rodriguez-Manzo & Pellicer, 2007, 2010). Adicionalmente, la estimulacién

sexual repetida modifica el sistema mesolimbico. Por ejemplo, conforme los
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roedores hembra o macho incrementan su experiencia sexual aumenta la
respuesta neuronal de las neuronas del NAc y del ATV (West et al., 1992;
Lopez & Ettenberg, 2002; Pitchers et al.,, 2012) y cambia la expresion y
distribucién de receptores opioidérgicos en el ATV (Gardufio-Gutiérrez et al.,
2013a, 2018), o de receptores glutamatérgicos en el NAc (West et al., 1992;
Lépez & Ettenberg, 2002; Pitchers et al., 2012). Por lo tanto, el sistema
mesolimbico se activa por la conducta sexual y es susceptible de modificarse

por la experiencia sexual.

La saciedad sexual

Una forma de estimular al sistema mesolimbico ocurre al permitir que las ratas
macho sexualmente expertas copulen sin restriccion con una misma hembra
receptiva. Durante esa interaccién sexual, las ratas macho expresan varias
series copulatorias, presentando entre 5 - 12 eyaculaciones sucesivas, hasta
gue cesan de copular y quedan sexualmente saciados (Fig. 3) (Beach &
Jordan, 1956; Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994; Hull & Rodriguez-
Manzo, 2017). A las de 24 h de haber copulado intensamente, los animales
presentan una inhibicibn de la conducta sexual que se expresa de dos
maneras: por la ausencia de conducta sexual en presencia de una nueva
hembra receptiva en aproximadamente 2/3 de la poblacion; o bien, por la
ejecucion de una serie eyaculatoria después de la cual los animales no
reinician la copula en 1/3 de la poblacion (Rodriguez-Manzo & Fernandez-
Guasti, 1994). El estado de inhibicion sexual es de larga duracion ya que
permanece bien instalado por aproximadamente 72 h, y no es sino hasta
después de 15 dias de inactividad sexual que los animales recuperan su
capacidad eyaculatoria inicial (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994;
Rodriguez-Manzo et al., 2011). Este efecto contrasta con lo que se observa en
animales a los que se les permite copular hasta alcanzar una eyaculacion, ya

gue alas 24 h el 100% de la poblacion es capaz de copular con caracteristicas

11



similares a aquellas que present6 en su primera prueba (Rodriguez-Manzo et
al., 2011).

Eyaculaciones Inhibicidn sexual
sucesivas

- Y | No

Desarrollo de la saciedad: Series copulatorias sucesivas hasta quedar sexualmente exhaustos
1° 2 3° 4° 5° - 12°

| | | | |

[ o 30 23 20 €0 70 - 150 min

Figura 3. Fenémeno de saciedad sexual. Representacion de las series copulatorias
gue se expresan durante el desarrollo de la saciedad sexual (dia 1) y la inhibicién
sexual de las ratas saciadas a las 24 h (dia 2).

Ademas de la inhibicion sexual, las ratas macho sexualmente saciadas
expresan una hipersensibilidad a farmacos monoaminérgicos. Por ejemplo, un
antagonista dopaminérgico no selectivo, haloperidol, produce efectos motores
en animales sexualmente saciados con dosis que carecen de efecto en ratas
sexualmente expertas (Rodriguez-Manzo, 1999). De manera similar, el
agonista de los receptores 5-HTia, 8-OH-DPAT, produce sintomas del
sindrome serotoninérgico en las ratas sexualmente saciadas a dosis que son
sub-efectivas para animales sexualmente expertos y naive (Rodriguez-Manzo
et al., 2011). Esta hipersensibilidad al 8-OH-DPAT se expresa por 72 h, que
es la misma ventana temporal en la que se presenta la inhibicion sexual de
ratas sexualmente saciadas y el ATV participa en la expresion de este
fenomeno (Rodriguez-Manzo et al., 2011; Gonzéalez-Morales & Rodriguez-
Manzo, 2020). La inhibicibn sexual y la hipersensibilidad a farmacos que
caracteriza a las ratas sexualmente saciadas pueden ser un reflejo de cambios
en el funcionamiento del sistema mesolimbico promovidos por la estimulacion

sexual intensa.
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Cambios en el sistema mesolimbico asociados con la saciedad sexual

Hay evidencias de que el sistema mesolimbico, en particular el ATV y el NAc,
se modifica durante y después de la copula hasta la saciedad. Por ejemplo, en
el ATV la densidad de los receptores a opioides p aumenta después de que
las ratas macho eyaculan una vez, pero si los animales copulan hasta la
saciedad sexual, los receptores p se internalizan (Gardufio-Gutiérrez et al.,
2013a). De manera similar, una eyaculacion o la saciedad sexual disminuyen
la densidad de los receptores endocannabinoides del tipo CB1 en el ATV, y
estos receptores se encuentran internalizados en neuronas del ATV, sélo si
las ratas copulan hasta la saciedad (Rodriguez-Manzo et al., 2021). Por otro
lado, la densidad o composicion de los receptores glutamatérgicos tipo AMPA
y NMDA del ATV se altera después de la copula hasta la saciedad sexual, y
en ocasiones después de una eyaculacion (Rodriguez-Manzo et al., 2021).
Esta serie de cambios en los receptores opioidérgicos, cannabinoides y
glutamatérgicos indican que fueron activados por sus ligandos endogenos y
gue su internalizacién y los cambios en su composiciébn pudieran ser
mecanismos para contrarrestar la sobreestimulacién neuronal. Pareciera que
la copula hasta la saciedad activa varios sistemas de neurotransmision en el

circuito mesolimbico.

Aparte de los sistemas que ya se mencionaron (glutamatérgico, opioidérgico y
endocannabinoide) los sistemas colinérgico, GABAérgico, noradrenérgico,
serotonérgico y dopaminérgico también participan en el establecimiento y/o el
mantenimiento de la inhibicion sexual que caracteriza a la saciedad sexual
(Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994; Gardufio-Gutiérrez et al.,
2013b; Guadarrama-Bazante et al., 2014; Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo,
2016; Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2017; Guadarrama-Bazante &
Rodriguez-Manzo, 2019). Como se menciond previamente, todos estos
sistemas de neurotransmision son capaces de modular directa o
indirectamente la actividad de las neuronas dopaminérgicas en el ATV o la

liberacién de DA de las terminales dopaminérgicas en el NAc (Fig. 2). Por ello,
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se ha propuesto que la DA podria ser la via final comun para la reversion de
la saciedad (Rodriguez-Manzo, 1999).

También hay evidencias de que en el NAc ocurren cambios asociados a la
saciedad sexual. Por ejemplo, durante una sesion de copula hasta la saciedad,
las concentraciones de DA en el NAc incrementan hasta 250% y se mantienen
elevadas durante el tiempo en el que los animales eyaculan repetidamente
(aprox. 60 min). Cuando estos cesan de copular, la DA regresa a sus niveles
basales (Fiorino et al., 1997; Canseco-Alba et al., 2022). En cambio, en las
ratas que eyaculan una vez, el pico de DA es de magnitud similar al de los
machos que copulan repetidamente no obstante tiene una duracion menor.
Las diferencias entre estos grupos son mas evidentes a las 24 h, las ratas
macho sexualmente saciadas presentan una reduccion de la concentracion de
DA basal en el NAc en comparacién con la que presentaban ellos mismos
antes de la sesién de copula hasta la saciedad. En cambio, esta reduccién no
se presenta en los animales que so6lo eyacularon una vez 24 h antes
(Canseco-Alba et al., 2022). Asi, la liberacién de DA inducida de manera
natural por una conducta motivada posiblemente prolonga la activacién de las

neuronas dopaminérgicas del sistema mesolimbico.

Con base en estos antecedentes, es probable que la liberacion tonica reducida
de DA en el NAc, que se ha observado en las ratas sexualmente saciadas,
modifique los efectos de farmacos que tengan como blanco la liberacion de

DA en esta region del estriado.

Las drogas psicoestimulantes: metanfetamina

Las drogas de abuso activan el sistema mesolimbico, ya sea al aumentar el
disparo neuronal en las neuronas dopaminérgicas del ATV o al modular los
niveles extracelulares de DA en el NAc. En estas dos regiones se localizan los
blancos moleculares especificos para cada tipo de droga. Por ejemplo, los
opioides activan el sistema mesolimbico al estimular a sus receptores en el

ATV y el NAC; el alcohol ejerce sus acciones en los receptores GABAa y éstos
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aumentan por un lado, la liberacion de DA en el NAc y por otro lado la
liberacion de péptidos opioides en el ATV y el NAc; la nicotina estimula a los
receptores nicotinicos colinérgicos en el ATV y el NAc y los cannabinoides
estimulan a sus receptores en las mismas regiones, la nicotina y los
cannabinoides aumentan la liberacion de DA en el NAc a través de
mecanismos locales y/o al actuar dentro del ATV (Meyer & Quenzer, 2019b;
Volkow et al., 2019). Los psicoestimulantes como la cocaina y las anfetaminas
producen una liberacion de DA mayor en comparacion con otros tipos de
drogas, ya que éstas actian directamente en las terminales dopaminérgicas
del NAc (Di Chiara & Imperato, 1988b; Fiorino et al., 1997).

Las dos anfetaminas mejor caracterizadas son la anfetamina y la
metanfetamina (Met) y ambas poseen un alto potencial adictivo. La Met se
sintetiza en una reaccion simple de reduccion a partir de la efedrina y de la
pseudoefedrina (alcaloides naturales presentes principalmente en la hierba
Ephedra vulgaris). La Met se encuentra en forma de sal o cristales y ambas
presentaciones son altamente hidrosolubles. Las acciones de la Met son
rapidas ya que alcanza su pico maximo de concentracién en plasma entre 5 -
10 min después de ser administrada sistémicamente, la duracion de sus
efectos es dependiente de la dosis y la vida media en roedores es de

aproximadamente 1 h (Melega et al., 1995; Gentry et al., 2004).

La Met es un agonista dopaminérgico de accién indirecta, es decir que no
actua directamente sobre los receptores dopaminérgicos. En realidad, la Met
tiene un mecanismo de accién complejo pues actla a través de varios blancos
moleculares, sus acciones mejor descritas son sobre el VMAT2 y el DAT (Fig.
4). La Met ingresa a las terminales de las neuronas dopaminérgicas por
difusion pasiva y como sustrato del DAT; esta Ultima caracteristica se relaciona
con su similitud estructural con la DA. Una vez que esta en el citoplasma, es
sustrato del VMAT2 y provoca la redistribucion de la DA, translocando la DA
almacenada en las vesiculas citoplasmaticas hacia el citoplasma neuronal. La

DA no vesiculada del citoplasma se libera masivamente al espacio
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extracelular, por un mecanismo diferente a la exocitosis, debido a que la Met
genera el transporte reverso del DAT. Por ultimo, la DA del espacio extracelular
no puede reciclarse debido a que el sistema de recaptacion (DAT) se
encuentra bloqueado por la misma Met (Sulzer et al., 2005; Izawa et al., 2006;
Johnson et al., 2018; Reith & Gnegy, 2020). La consecuencia de esta serie de
acciones es que las concentraciones de DA en el espacio sinptico
permanecen elevadas en niveles no biolégicos y por periodos prolongados. La
Met también es sustrato de los transportadores de serotonina y noradrenalina
(SERT y NET), y de manera similar al DAT, invierte el funcionamiento del
SERT y del NET lo que produce el aumento de las concentraciones de
serotonina y noradrenalina (Rothman et al., 2001); sin embargo, la afinidad de
Met por SERT y NET es menor que por DAT (Rothman & Baumann, 2003).

» Dopamina
Neurotransmision ! Mecanismo de accion
dopaminérgicanormal !  dela metanfetamina Metanfetamina
DAT
VMAT2
' Receptores
o P " dopaminérgicos
4 @\
~ )] - . N
P
I\ m
(1_, Bly ”q‘viﬂ/‘r

Figura 4. Mecanismo de accion de la metanfetamina. Comparacion entre la
transmision dopaminérgica normal y las acciones de la metanfetamina (Met). (1)
Ingreso de la Met al citoplasma, (2) liberacibn de dopamina al citoplasma y (3)
liberacion de dopamina al espacio extracelular.
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La Met indirectamente promueve la activacibon de los receptores
dopaminérgicos y monoaminérgicos, al aumentar las concentraciones de DA,
serotonina y noradrenalina en el espacio sinaptico. La activacion de dichos
receptores produce una serie de efectos fisiologicos que son consistentes
entre humanos y roedores (Karch & Drummer, 2016; Daiwile et al., 2022).
Entre los principales se encuentran: incrementos en la energia, la atencion, la
productividad, la sociabilidad y la reduccién del apetito y de la fatiga. Dosis
altas de Met, de manera aguda, producen efectos adversos que pueden ser
letales, como colapso cardiovascular e hipertermia (Brown et al., 2003; Hassan
et al., 2016; Reddy et al., 2020). Algunos usuarios de Met reportan que
consumen esta sustancia para facilitar la excitacion sexual (Berry et al., 2022);
el consumo de Met se relaciona con la toma de decisiones de alto riesgo, con
agresiones sexuales facilitadas y con una alta incidencia de VIH (Jansen &
Theron, 2006; Giorgetti et al., 2017).

Efectos conductuales de la metanfetamina

En roedores, la Met se caracteriza por producir efectos motores, ser altamente
recompensante y adictiva (Hiroi & White, 1991; Conti et al., 1997; Gu et al.,
2019; Bhimani et al., 2021). Estos efectos estan asociados a la activacion de
receptores principalmente dopaminérgicos en el NAc, el CPu, y la corteza
prefrontal medial, es decir los efectos conductuales de la Met se regulan en
los sistemas dopaminérgicos del mesencéfalo (Vanderschuren & Kalivas,
2000; Tzschentke, 2007). EI aumento de la actividad locomotora o
hiperlocomocion inducido por la Met se produce a dosis bajas a moderadas.
En cambio, dosis altas (a partir de 3 mg/kg) causan un patron de activacion
motora completamente diferente, que se caracteriza por movimientos
repetitivos y sin sentido, llamados estereotipias motoras o0 movimientos
estereotipados (Camp et al., 1994; Grilly & Loveland, 2001; Gentry et al., 2004;
Hall et al., 2008; Jing, Zhang, & Li, 2014; Jing, Zhang, Li, et al., 2014). Las
estereotipias se manifiestan con olfateo, lamido, mordisqueo y balanceo de la
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cabeza continuos y anormales, y ocurren en ausencia de locomocién (Fowler,
2010). Los movimientos locomotores y las estereotipias inducidas por Met se
regulan en diferentes regiones del estriado, la hiperlocomocion esta
relacionadas con la liberacion de DA que se produce en el NAc, mientras que
las estereotipias con su liberacion en el CPu (Le Moal & Simon, 1991; Amalric
& Koob, 1993).

La Met, a dosis no toxicas, produce efectos recompensantes; es decir, un
estado motivacional placentero. Los efectos recompensantes de la Met y de
otras drogas de abuso son subjetivos por lo que se estudian de manera
indirecta por las conductas que provocan (Mueller & de Wit, 2011). Uno de los
paradigmas mas utilizados para este proposito es la preferencia de lugar
condicionada (PLC; o conditioned place preference: CPP). En la prueba de
PLC los roedores aprenden a asociar un contexto particular con la experiencia
recompensante que produce la droga. Los contextos son diferentes entre si
por claves neutras para facilitar las asociaciones. En consecuencia, los
animales pasan mas tiempo en el compartimento donde recibieron la droga en
comparaciéon con el tiempo que pasan en donde recibieron solucién salina. La
Met administrada en roedores por diferentes vias induce consistentemente la
PLC en un amplio rango de dosis; por ejemplo, por via sistémica, dosis entre
0.125 - 5.6 mg/kg de Met inducen la PLC (Schindler et al., 2002; Zakharova et
al., 2009; Thorn et al., 2012; Taslimi et al., 2018). La administracién intra-
accumbens de agonistas dopaminérgicos, incluidos no selectivos y selectivos
de los D1IR y D2R, induce de manera consistente la PLC, mientras que
antagonistas dopaminérgicos intra-NAc disminuyen o0 bloguean las
propiedades recompensantes de drogas de abuso administradas por via
sistémica (Tzschentke, 1998; Shizgal & Hyman, 2013). Por lo tanto, los
receptores dopaminérgicos del NAc son criticos para evaluar los efectos

recompensantes de farmacos en esta prueba.

Hay evidencias que sefalan una doble disociacion entre las subregiones core

y en shell del NAc, y respecto a la actividad locomotora y el efecto
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recompensante inducidos por anfetamina en ratas (Carr et al., 1988; Sellings
& Clarke, 2003); el NAc shell contribuye a los efectos recompensantes (Sackett
et al., 2017) y el NAc core patrticipa en la hiperlocomocion (Boye et al., 2001).
Sin embargo, hay algunos estudios que indican que las funciones de cada
region no estan claramente segregadas (Pierce & Kalivas, 1995; Parkinson et
al., 1999)

Neuroplasticidad inducida por la exposicion repetida a metanfetamina

El consumo frecuente de psicoestimulantes puede cambiar el funcionamiento
del sistema nervioso central en general, y del sistema mesolimbico en
particular. En roedores, la exposicion repetida a drogas tipo anfetamina puede
producir rapidamente sensibilizacion, tolerancia, dependencia y adiccién. El
término sensibilizacion tiene dos sentidos en el area de la farmacologia. La
sensibilizacién conductual se refiere al aumento progresivo de una respuesta
conductual con administraciones repetidas de una misma dosis del farmaco y
a la hipersensibilidad conductual de animales que fueron expuestos a un
farmaco en el pasado. Por otro lado, la sensibilizacion neuronal se refiere al
aumento de una respuesta celular por administraciones repetidas de un
farmaco. Presumiblemente a la sensibilizacion conductual le subyace la
sensibilizacion neuronal; es decir, que la respuesta conductual exacerbada se
debe a que el farmaco provoca adaptaciones a largo plazo que facilitan la
activacion de los sistemas neuronales (Robinson, 2010; Becker et al., 2013).
Uno de los cambios mas estudiados, y que es comun a drogas como el etanol,
la morfina y los psicoestimulantes, es el cambio que ocurre en el tono y
liberaciéon de DA en el sistema mesolimbico. Por ejemplo, después de un
tratamiento prolongado con anfetamina, las concentraciones basales de DA se
reducen en el NAc y ese pre-tratamiento con anfetamina aumenta o sensibiliza
la liberacion de este neurotransmisor ante un reto farmacoldgico (Rossetti et
al.,, 1992). Otras adaptaciones, como modificaciones en la expresién y

funcionamiento de los receptores dopaminérgicos y en otros sistemas de
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neurotransmision, también estan relacionadas con la sensibilizacion neuronal
(Vanderschuren & Kalivas, 2000; Robinson, 2010). A pesar de que hay mucha
informacion sobre las neuroadaptaciones asociadas a la sensibilizacién, no se
ha entendido por completo las relaciones causa-efecto de este fenomeno
(Robinson, 2010).

La sensibilizacion conductual se estudia tipicamente mediante el paradigma
de sensibilizacion locomotora. En esta prueba se evalla la actividad
locomotora de los roedores después de administrar repetidamente una misma
dosis de un farmaco; los animales aumentan gradualmente su respuesta
motora con cada administracion y esta respuesta exacerbada se mantiene por
un plazo largo. Estos efectos se inducen con varios tipos de drogas de abuso,
como psicoestimulantes, opioides, etanol, nicotina e inhalables (Kalivas et al.,
1993; Domino, 2001; Lessov et al., 2001; Truijillo et al., 2004; Paez-Martinez et
al., 2020). La prueba se divide en dos, fase de desarrollo y fase de expresion.
En la primera, la droga de abuso se administra repetidamente, en dias
consecutivos o alternados, hasta que la respuesta es mayor que la producida
en la primera administracion. La segunda fase se realiza después de varios
dias o semanas de suspender el farmaco, y consiste en retar a los roedores
con una dosis igual o menor a la utilizada en el pre-tratamiento. Aquellos
animales sensibilizados expresan mayor locomocién que los que reciben por
primera vez el farmaco (Pierce & Kalivas, 1997; Becker et al., 2013). Se ha
propuesto que la sensibilizacién locomotora se acompafia del aumento en el
efecto recompensante de la droga (Becker et al., 2013; Siciliano et al., 2015).
Las neuroadaptaciones que estan relacionadas con el desarrollo y expresion
de la sensibilizacion locomotora inducida por anfetaminas incluyen: cambios
en el tono dopaminérgico, en la sefalizacion y sensibilidad de los receptores
D1RyD2R Yy en las propiedades fisiologicas de las neuronas del NAc, del ATV,
y de la corteza prefrontal (Vanderschuren & Kalivas, 2000; Scholl et al., 2009;
Steketee & Kalivas, 2011; Wang et al., 2017; Gatica et al., 2020).
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Interaccién entre la actividad sexual y las anfetaminas

En general, los estimulos que producen una estimulacién excesiva del sistema
mesolimbico, independientemente de su naturaleza, promueven alteraciones
en la fisiologia normal de las neuronas que regulan este sistema (Luscher &
Malenka, 2011). Como se ha mencionado, la actividad sexual y las drogas tipo
anfetamina activan y modifican el sistema mesolimbico. Sin embargo, son
pocos los trabajos que abordan la influencia de la actividad sexual sobre los
efectos de las anfetaminas, y viceversa. Estos estudios se enfocan en la
interacciéon de dichos estimulos a nivel conductual. Por ejemplo, se ha
reportado que la Met deteriora la motivacion y ejecucion de la cépula de ratas
macho sexualmente experimentadas y naive (Frohmader et al., 2010); por el
contrario, la ratas que tienen experiencia sexual expresan una facilitacion en
las conductas motoras y recompensantes inducidas por anfetamina (Pitchers
etal., 2010, 2014). Estas evidencias sugieren que la Met deteriora la conducta
sexual, mientras que la actividad sexual sensibiliza los efectos conductuales
de la anfetamina. Por lo tanto, las anfetaminas y la conducta sexual pueden

alterarse el uno al otro, aungque no necesariamente en el mismo sentido.

Las ratas que pasan por una sesion de cépula hasta la saciedad presentan
cambios a nivel del sistema mesolimbico (Gardufio-Gutiérrez et al., 2013a,
2013b; Guadarrama-Bazante et al., 2014; Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo,
2016; Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2017; Guadarrama-Bazante &
Rodriguez-Manzo, 2019; Rodriguez-Manzo et al., 2021), en particular, niveles
bajos de DA en el NAc 24 h después de la saciedad sexual (Canseco-Alba et
al., 2022), que podria hacerlas mas vulnerables a los efectos de las
anfetaminas. En modelos farmacoldgicos, la hipodopaminergia es uno de los
signos de sensibilizacion neuronal en el NAc, y bajo dicho estado, un reto
farmacolégico produce la liberacion exacerbada de DA (Rossetti et al., 1992).
Esto lleva a pensar que es posible que las ratas macho sexualmente saciadas
sean particularmente reactivos a los efectos conductuales de la Met y que
estos efectos conductuales estén acompafiados de cambios en la densidad de
los receptores dopaminérgicos y del DAT en las regiones del estriado. Indagar
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en este tema puede llevar a la identificacion de neuroadaptaciones que

participen en el procesamiento anormal de los estimulos recompensantes.

Planteamiento del problema

Los estimulos recompensantes naturales, como la conducta sexual, y los
estimulos recompensantes farmacoldgicos, como las drogas de abuso, activan

al circuito mesolimbico dopaminérgico (circuito de la recompensa).

La cépula repetida que tiene lugar durante el desarrollo de la saciedad sexual
produce un aumento sostenido y prolongado en las concentraciones de DA en
el NAc, como resultado de la activacion constante de las neuronas
dopaminérgicas del sistema mesolimbico. Ello produce cambios conductuales
y fisiolégicos de larga duracién, que sugieren fendmenos de plasticidad

cerebral, pero que son reversibles.

Por otro lado, las drogas psicoestimulantes como la Met también activan al
sistema mesolimbico de forma intensa y producen un aumento desmedido en
las concentraciones de DA en el NAc, que dan por resultado cambios plasticos

gue no son reversibles.

Es posible que algunos de los mecanismos involucrados en la induccion de
plasticidad neuronal sean comunes a ambos tipos de estimulacion, por lo que
los cambios cerebrales inducidos por uno de ellos pudieran influir en el
desarrollo de las alteraciones neuronales producidas por el otro tipo de
estimulacion, modificando los efectos conductuales y las adaptaciones

moleculares inducidas por cada uno de estos estimulos por si mismo.
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2. Hipotesis

La estimulacion del sistema mesolimbico producida por la Met modificara el
desarrollo y el establecimiento de la saciedad sexual, mientras que la
estimulacion del sistema mesolimbico producida por la copula hasta la
saciedad sexual alterara los efectos motores y recompensantes de la Met. En
ambos casos, estos efectos conductuales estardn acompafiados de
modificaciones en la densidad de los receptores dopaminérgicos y en la
expresion del DAT en las subregiones del estriado que modulan estas

conductas.

3. Objetivos

Objetivo general

Estudiar la posible interaccion entre la activacion repetida del sistema
mesolimbico por la administracion de Met y por la actividad sexual en la
induccion de cambios conductuales y celulares producidos por cada uno de

estos estimulos.

Objetivos particulares
1. Determinar el efecto de la administracion aguda de Met sobre el desarrollo

y establecimiento de la saciedad sexual.

2. Analizar si la saciedad sexual modifica la hiperlocomocion inducida por la

administracion aguda de Met en ratas macho sexualmente expertas.

3. Estudiar si la saciedad sexual modifica la sensibilizacion locomotora,
inducida por la administracion repetida de Met en ratas macho sexualmente

expertas.

4. Establecer si la saciedad sexual intensa modifica el efecto recompensante

de la Met en ratas macho sexualmente expertas.
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5. Examinar cambios en la expresion del DAT y de los D1R y D2R en el NAc
shell, el NAc core y el CPu inducidos por la administracion de Met o por la

copula hasta la saciedad sexual.
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4. Materiales y métodos

4.1 Animales

En todos los experimentos se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar
sexualmente expertas (250 - 350g). Para que los machos adquieran
experiencia sexual, se les sometié a pruebas copulatorias independientes con
hembras sexualmente receptivas cada tercer dia, hasta completar 8 sesiones.
En cada sesion, las parejas copularon por 30 min, o hasta que el
experimentador observé la conducta de eyaculacién, lo que ocurriera primero.
Las ratas macho que eyacularon en menos de 15 min en al menos 3 de las
tltimas 5 pruebas se consideraron sexualmente expertos (Rodriguez-Manzo
& Fernandez-Guasti, 1994).

Se utilizaron ratas hembra (Wistar) intactas, en condiciones de receptividad
sexual como estimulos sexuales. La receptividad sexual fue inducida por la
inyeccion secuencial de benzoato de estradiol (13 pg/rata s.c.) seguida 24 h
después de progesterona (7 mg/rata, s.c.). Las hembras estan sexualmente

receptivas 4 h después de la administracién de progesterona.

Todos los animales fueron proporcionados por el bioterio del Cinvestav Sede
Sur y se mantuvieron en grupos de 8 animales por caja. Una semana antes de
utilizar a los animales, se aclimataron al vivario de la Institucién bajo un ciclo
invertido de luz- oscuridad (12 h/12h, las luces se encendieron a las 10:00 pm)
y con temperatura (22 £ 2 °C) y humedad (50 - 60%) controladas. El agua y
alimento estuvieron disponibles ad libitum, excepto durante las pruebas
conductuales. Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el
Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio CICUAL-
CINVESTAV (protocolo 0230-16), que cumple con las regulaciones
establecidas en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).
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4.2 Farmacos

Se utilizo clorhidrato de metanfetamina (pureza confirmada por espectrometria
infrarroja por transformada de Fourier), donado por la Secretaria de Salud
(Ciudad de México, México). El farmaco se disolvid en solucion salina (0.9%)
y siempre fue preparado antes de su uso. La Met se administré via
intraperitoneal (i.p.) en los tratamientos agudos y via subcutanea (s.c.) para
administraciones repetidas. Esta Gltima se eligié para evitar el minimo dolor o
incomodidad de los animales ante las frecuentes administraciones (Gentry et
al., 2004; Cloutier et al., 2014). La Met se utilizé en un rango de dosis de 0.03
a 4 mg/kg, en cada disefio experimental se especifican. En ambos casos, el
volumen de administracion fue de 1 ml/kg. El pentobarbital sédico (200 mg/kg,
i.p., Pisa, Ciudad de México) se utilizo para anestesiar a los animales antes de

la extraccion de tejido cerebral.

4.3 Actividad sexual

La actividad sexual fue regulada por las ratas macho y se llevé a cabo en
cilindros de acrilico transparente (60 x 40 cm) con una cama gruesa de aserrin
(10 cm). Cada sesion inicioé con un periodo de habituacién en el cual el macho
se coloco individualmente en la arena (5 min) antes de introducir a una hembra
receptiva. Después se permitio la interaccion sexual espontanea entre la
pareja. Dependiendo del propdsito de cada experimento, la sesion de actividad
sexual concluyod después de que las ratas macho presentaron una eyaculacion
0 de que alcanzaron la saciedad sexual. Algunos de los animales sexualmente

saciados se probaron 24 h después.

Cépula hasta una eyaculacioén
El macho presentd la primera eyaculacion y permanecio con la hembra durante
el intervalo post-eyaculatorio. La sesion finalizé después de que las ratas

macho mostraron la primera intromisiéon de una segunda serie copulatoria.
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Copula hasta la saciedad sexual

Los animales copularon ad libitum y la prueba concluyé cuando las ratas
macho alcanzaron el criterio de saciedad sexual, que consiste en que
transcurran 90 min sin que el macho eyacule después de la Gltima eyaculacion
(Rodriguez-Manzo et al., 2011). Los animales fueron regresados a sus cajas

de alojamiento al finalizar las pruebas.

Registro de la cOpula hasta la saciedad sexual
El paradigma de saciedad sexual se realizé en dos dias (Rodriguez-Manzo &
Fernandez-Guasti, 1994). Durante el desarrollo de la saciedad sexual, primer

dia, se registraron los siguientes parametros:

e Latencia de intromision: tiempo que transcurre entre que la hembra entra a

la arena y el macho realiza la primera intromisién de la serie.

e Numero de montas y numero de intromisiones que preceden a cada

eyaculacion.

e Latencia de eyaculacion: tiempo que transcurre entre la primera intromision

y la eyaculacion de cada serie.

¢ Intervalo post-eyaculatorio: tiempo que transcurre entre de la eyaculacion

de una serie y la primera intromisién de la siguiente serie.
e Numero de eyaculaciones que preceden a la saciedad sexual.

e Latencia a la saciedad sexual: tiempo que transcurre desde que ocurre la
primera intromision hasta la Ultima eyaculacion de la sesion de copula hasta

la saciedad.

Los parametros de los animales tratados con el farmaco se compararon con el
de los animales tratados con el vehiculo; adicionalmente, se compararon el
numero de montas e intromisiones, la latencia de eyaculacion y el intervalo
post-eyaculatorio de la segunda, tercera y Ultima serie de cada sujeto con

aquellos expresados en la primera serie.
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A las 24 h post-saciedad, se determind la capacidad para copular de los
machos al ser presentados con nuevas hembras receptivas y se registré si
mostraron alguna de siguientes respuestas: monta, intromision, eyaculacién o
reinicio de la cépula después de la eyaculacién. La prueba finaliz6 al transcurrir
30 min sin que el macho sexualmente saciado presentara alguna de ellas. El
namero de animales que expresaron cada una de las respuestas sexuales en

un grupo se expresoé en porcentajes.

4.4 Prueba de actividad motora

Como ya se menciond, la actividad motora espontanea permite detectar la
activacion psicomotora caracteristica de algunas drogas de abuso (Pierce &
Kalivas, 2007). La actividad motora fue registrada a través de un actimetro
electronico (Panlab, Barcelona, Espafia), equipado con un marco infrarrojo (16
x 16 haces, 2.5 cm entre cada uno, elevado 3 cm del suelo) y acoplado a una
caja de acrilico transparente (45 x 45 x 45 cm). El equipo registra el nimero
de interrupciones de los haces con el programa Sedacom (Panlab, Barcelona,
Espafa). El procedimiento inici6 con la habituacién individual de las ratas
macho al aparato (30 min) seguido por la administracion del farmaco o su
vehiculo, inmediatamente después de éste se inicié la prueba de actividad
motora. Se registraron los ultimos 9 min de la habituacion y los 60 min
posteriores a la administracion del farmaco, en intervalos de 3 min. En cada
intervalo el programa registré cuatro tipos de movimientos: ambulatorios
rapidos, ambulatorios lentos, estereotipados rapidos y estereotipados lentos.
La suma de los movimientos ambulatorios répidos y lentos se interpreté como
actividad locomotora, mientras que los movimientos estereotipados se
obtuvieron de la suma de sus respectivos movimientos rapidos y lentos. Entre
cada sesion se limpié cuidadosamente el aparato para evitar estimulos

olfativos entre individuos.
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4 .5 Prueba de sensibilizacién locomotora

La prueba de sensibilizacion locomotora evalla el incremento progresivo de la
actividad locomotora en respuesta a la administracidon repetida de una misma
dosis del farmaco (Phillips et al., 2011). Para esta prueba se utilizaron los
actimetros electrénicos que se describieron antes. Previo al inicio de la prueba
se realizaron dos sesiones independientes de habituacion en un mismo dia,
separadas por un intervalo de 5 h. En cada sesién, los animales
permanecieron individualmente en el actimetro (45 min). El procedimiento
comprendié dos fases: 1) desarrollo de la sensibilizacién locomotora y 2)

expresion de la sensibilizacién locomotora a corto y largo plazos:
e Desarrollo de la sensibilizacion

En la primera sesion de esta fase, se colocdé a los animales de manera
individual en el actimetro. Después de 10 min se administré el farmaco e
inmediatamente después de la inyeccion, se regreso a los animales al aparato
y se registro su actividad motora por 45 min. Al finalizar la prueba, los animales
se regresaron a su caja de alojamiento. Después de un intervalo de 5 h, se
realizé la segunda sesion del dia, replicando el procedimiento de la primera
sesion. Durante los siguientes dias consecutivos se repitio el procedimiento
hasta completar 10 sesiones, todas las administraciones del farmaco fueron
con la misma dosis. En esta prueba se registrd0 Unicamente el total de la
actividad locomotora desplegada en cada sesidon. La actividad locomotora
desplegada durante la segunda, cuarta y décima sesiones se comparo con la
primera. El incremento significativo de la actividad locomotora después de la

primera sesion sugiere que el fendmeno de sensibilizacion se establecio.
e Expresion de la sensibilizacion

Después de finalizar la primera fase de la prueba, los animales pre-tratados
con la droga pasaron por un periodo de lavado. Durante este tiempo, se evalu6
si la sensibilizacion locomotora siguié expresandose después de un periodo

de corto o largo plazo (4 o 14 dias, respectivamente). La mitad de los animales
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de cada grupo, fueron sometidos a un reto con Met en el dia 4 del periodo de
lavado (reto 1); la otra mitad de los animales fue sometida al reto en el dia 14
(reto 2). En ambas sesiones, se registro la actividad locomotora de la misma
manera que se describié antes, pero administrando la mitad de la dosis de Met.

Entre cada sesion se limpié cuidadosamente el aparato.

4.6 Prueba de preferencia de lugar condicionada

La prueba de preferencia de lugar condicionada (PLC) evalia el efecto
recompensante de una droga. Esta prueba se realiz6 en una caja rectangular
(60 x 30 x 45 cm), dividida en dos compartimentos por una pared central que
contenia una puerta removible (10 x 12 cm). Los compartimentos difirieron
entre si en el color, la iluminacién y la textura del piso. Uno estuvo configurado
con paredes oscuras, iluminacion tenue indirecta y piso de barras de acero; el
otro tenia paredes rayadas, luz tenue directa y piso de malla. El procedimiento
consistio de tres fases: 1) la habituacion y evaluacion de la preferencia inicial,
2) el condicionamiento y 3) la evaluacion de la preferencia final (Mueller & de
Wit, 2011).

e Habituacion y preferencia inicial

Se realizaron cuatro sesiones independientes de habituacion, dos sesiones al
dia separadas por un intervalo de 5 h. En cada una de ellas, los animales
tuvieron libre acceso a ambos compartimentos por 15 min. La cuarta sesion se
videograbd para posteriormente cuantificar el tiempo que pasaron los animales
en cada compartimento (evaluacion de la preferencia inicial). Se consideré que
los animales habian entrado al compartimento cuando la cabeza y los
omoplatos cruzaban la puerta central. Se excluy6 a los animales que pasaron
menos del 30% del tiempo total en alguno de los compartimentos para evitar

una preferencia inicial exacerbada.

e Fase de condicionamiento
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Se utiliz6 un disefio sesgado, en el cual la droga se administr6 en el
compartimento donde el animal pas6é menos tiempo durante la evaluacion de
la preferencia inicial (no preferido) y el vehiculo en el compartimento opuesto
(preferido). Durante la primera sesion del condicionamiento, la mitad de los
animales iniciaron el condicionamiento con la administracion de la Met e
inmediatamente después de la inyeccién se introdujeron al compartimento no
preferido, donde permanecieron durante 30 min. Después de 5 h se realizo la
segunda sesion de condicionamiento del dia, en ésta el vehiculo fue
administrado inmediatamente antes de introducir a los animales al
compartimento preferido. Durante los siguientes dias se invirtié el orden de las
administraciones. En la otra mitad de los animales, la secuencia de las
sesiones del condicionamiento con la droga y con el vehiculo se alternaron.
En todos los grupos se realizaron un total de seis sesiones de

condicionamiento, tres con la droga y tres con el vehiculo.
e Preferencia final

En esta fase se permiti®6 a los animales el libre acceso a ambos
compartimentos (15 min) y se videograbd la prueba para su posterior analisis.
El efecto recompensante de la doga fue determinado con el puntaje de la PLC,
obtenido a partir de restar el tiempo que pasaron en el compartimento no
preferido durante la preferencia inicial, del tiempo que pasaron en el mismo
compartimento (asociado con la droga) durante la evaluacion de la preferencia
final (McKendrick & Graziane, 2020). Valores positivos indican el
establecimiento de la PLC y por tanto del efecto recompensante, y valores
cercanos a cero sugieren ausencia de este efecto Todas las fases se
condujeron bajo ruido blanco (65 dB). Entre cada sesion se limpid

cuidadosamente el aparato.

4.7 Procesamiento de las muestras de tejido
Después de 24 h de concluir los experimentos conductuales, los animales

fueron sacrificados bajo anestesia profunda. Los cerebros se extrajeron en
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menos de 2 min e inmediatamente después se almacenaron en congelacion (-
80°C). Se utilizé un criostato (-23°C; Hyrax C25, Zeiss, Waldorf, Alemania)
para realizar cortes coronales (150 um) que contuvieran las tres subregiones
del estriado: NAc shell, NAc core y CPu (2.52 a 0.84 mm relativo a bregma)
con base en un atlas de cerebro de rata (Paxinos & Watson, 2009). En cada
rebanada se obtuvieron muestras del NAc shell, NAc core y CPu de ambos
hemisferios con ayuda de sacabocados de diametro adecuado para cada
subregioén (0.75, 1 y 3 mm, respectivamente; Fine Science Tools Inc., Foster
City, CA, USA). Las muestras se homogenizaron en frio, con un buffer que
contenia sacarosa (250 mM, Sigma-Aldrich, cat. S-0389), EDTA (1 mM,
Sigma-Aldrich, cat. EDS) y Tris (10 mM, Bio-Rad, cat. 1610716) a pH 7.2,
suplementado con inhibidores de proteasas (Thermo Fisher, cat. 78430). El
volumen del buffer que se agregd a las muestras fue de 100 pl para cada
muestra del NAc core o shell y de 300 ul para el CPu. El tejido se emulsioné
(10 pulsos, 5000 rpm, 4°C) con un homogenizador de tejido (BioSpec Products
Inc., cat. 985370, Bartlesville, OK, EUA) adaptado con un mortero tipo teflon
(Thomas Scientific, cat. 3432N55, Swedesboro, NJ, EUA). Los
homogenizados se centrifugaron (3000 x g 15 min, 4°C; Z233 MK2 Hermle
Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemania) y los sobrenadantes se
recuperaron y pasaron por una segunda centrifugacion (14,000 x g 30 min,
4°C). Los sobrenadantes de esta ultima centrifugacion se almacenaron para la
determinacion de proteinas. La concentracion de proteinas en cada muestra
se determiné con el kit de ensayo de proteinas DC (Bio-Rad, cat. 5000116),
en un espectrofotometro (longitud de onda 750 nm; Epoch Biotek-Instrument,
Winooski, VT, EUA). En cada muestra se realizaron célculos para cargar 22.5

ug de proteina por carril del gel.

4.8 Western Blot
El marcador de peso molecular (Bio-Rad, cat.1610376) y las muestras se

diluyeron en buffer Laemmli (Sigma-Aldrich, cat. S3401). Las muestras se
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hirvieron por 1 min para las determinaciones del DAT y por 5 min para los D1R
y D2R. Las muestras desnaturalizadas se separaron en un gel de
poliacrilamida-SDS discontinuo (4 - 7.5%) en frio, por 2.5 h (90 mV; camara
Mini-protean Tetra, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Las proteinas en el gel se
transfirieron electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (0.45 um;
Santa Cruz, cat. SC201706) por 1 h, en frio (100 mV). Las membranas
transferidas se lavaron (10 min) con el buffer de fosfato de sodio (BFS) 10 mM,
preparado con fosfato de sodio monobasico monohidratado (Sigma-Aldrich,
cat. S0751), fosfato de sodio dibasico (Sigma-Aldrich, cat. S3264) y cloruro de
sodio 0.9% (Sigma-Aldrich, cat. S9888). Posteriormente, se bloquearon por 60
min en BPS complementado con Tween-20 0.3% (Bio-Rad, cat. 1706531),
gelatina de pescado 3% (Sigma-Aldrich, cat. G7765) y leche (Bio-Rad, cat.
1706404) en distintos porcentajes: 0.1% para el D1R; 0.11% para el D2R y la
actina; 0.12% para el DAT. Las membranas fueron incubadas en agitacién
toda la noche, a 4°C, en la solucion de bloqueo adicionada con los siguientes
anticuerpos primarios: anti-D1R fabricado en raton (Santa Cruz, cat. sc33660,
diluido 1:300), anti-D2R, en conejo (Millipore, cat. AB5084P, 1:1500), anti-
DAT, en conejo (Sigma-Aldrich, cat. D6944, 1:1600), anti-g actina, en cabra
(Santa Cruz, cat. SC1616, 1:7500). Después de lavados con la solucion que
contiene BFS/gelatina/Tween-20 (4x, 10 min), las membranas se incubaron en
agitacion (2 h, temperatura ambiente) en la solucion de bloqueo con los
siguientes anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano (HRP):
burro anti-ratén (cat. 115-035-003, 1:1000 para las determinaciones del D1R),
burro anti-conejo (cat. 711-035-152, 1:9000 para las determinaciones del D2R
y 1:12,000 para el DAT) y burro anti-cabra (cat. 705-036-147, 1:5000 para la
B-actina), todos fabricados por Jackson ImmunoResearch. El marcador de
peso molecular se incub6 con StrepTactin (Bio-Rad, cat. 161-0380, 1:90,000).
Las membranas se lavaron con PBS/ Tween-20 0.1% (4x, 10 min), seguido de
lavados con PBS (2%, 5 min). Finalmente, las membranas se incubaron con el
kit de quimioluminiscencia (Bio-Rad, cat.170-5061). Los anticuerpos

acoplados a las membranos se visualizaron en peliculas azules de rayos X
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(Carestream Health Inc., cat. 6041222, Windsor, CO, EUA). Las peliculas se
digitalizaron y en las imagenes se midieron las densidades 6pticas de las
bandas utilizando el programa Image Studio Lite 5.2.5 (LI-COR Biosciences,
Lincoln, NE, EUA). Las densidades de las proteinas de interés se normalizaron
con las densidades de la B-actina. Los resultados se expresaron como

unidades arbitrarias.

4.9 Anélisis estadistico

Una vez que se confirmd que los datos tenian una distribucion normal, se
utilizaron pruebas de estadistica paramétrica para analizar diferencias entre
grupos o tratamientos. El analisis de varianza (ANOVA) de una via se utilizé
para comparar tres grupos independientes. ANOVASs de dos vias se emplearon
para comparar los tipos de actividad motora (locomocion o estereotipias), la
condicion sexual y su interaccién (actividad motora x condicion sexual); o bien,
para comparar el tratamiento, la condicion sexual y su interaccion (tratamiento
x condicion sexual). Se utilizaron ANOVAs de medidas repetidas para hacer
comparaciones a lo largo del tiempo en un mismo grupo. Se utilizé la prueba
de Tukey como prueba post hoc. Los datos analizados con estas pruebas se

representaron con la media * el error estandar de la media (EEM).

Los datos que no siguieron la distribucion normal fueron analizados con
estadistica no paramétrica. Se utilizaron ANOVAs de Kruskal-Wallis para
comparar tres grupos independientes. La prueba de Friedman se usé para
hacer comparaciones entre distintas series copulatorias presentadas por un
mismo grupo. Se utilizd la prueba de Dunn como post hoc. Los resultados
analizados con estadistica no paramétrica se representaron con la mediana +
el rango intercuartil. En todas las pruebas consideramos que los valores de P
< 0.05 indicaron diferencias estadisticamente significativas. Se utilizo el
programa Prism 8.2.1 (GraphPad, San Diego, EUA) para los analisis
estadisticos y las representaciones gréficas.
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4.10 Disefo experimental
Todos los procedimientos conductuales se condujeron siempre en los mismos

horarios, durante la fase oscura del ciclo y bajo iluminacion roja.

Experimento 1. Efecto agudo de la metanfetamina sobre la saciedad
sexual

El experimento 1 tuvo por objetivo determinar el efecto que tiene la Met sobre
el desarrollo y establecimiento de la saciedad sexual. En el dia 1, grupos
independientes de ratas sexualmente experimentadas se introdujeron al
aparato y recibieron de manera aguda Met (0.5, 1 o 2 mg/kg) o su vehiculo (n
= 13, cada uno). Inmediatamente después de la inyeccion se introdujo a la
hembra y se registraron los parametros de la copula hasta alcanzar el criterio
de saciedad sexual (Fig. 5). A las 24 h se registr6 la conducta sexual en los

animales sexualmente saciados.

Copula sin Prueba de
Met restriccion conducta sexual
Registro \ Registro
Hab. 1 § de copula \ - Hab.$ GeM,l,E
. e~ .\ S
5  Omin aprox. 4 h | -5 Omin 30 min
e S

Figura 5. Disefio experimental del experimento 1. Grupos independientes de ratas
macho sexualmente expertas fueron administradas con distintas dosis de Met o su
vehiculo. Inmediatamente después copularon hasta la saciedad sexual. A las 24 h se
registré6 nuevamente su actividad sexual durante 30 min.

Para los siguientes experimentos se utilizaron ratas macho sexualmente

expertas con las siguientes condiciones sexuales:

e Grupo control (C): ratas que no tuvieron actividad sexual entre 3 y 4 dias
previo al experimento y permanecieron en su caja de alojamiento
e Grupo de una eyaculacion (1E): ratas que copularon hasta lograr una

eyaculacién un dia antes del experimento
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e Grupo sexualmente saciado (S-S): animales que copularon hasta la

saciedad sexual un dia antes del experimento

Experimento 2. Efecto de la condicion sexual sobre la hiperlocomocion
inducida por metanfetamina

Para determinar la influencia de la actividad sexual reciente sobre el
incremento en la actividad locomotora inducida por Met aguda, animales de
cada una de las tres condiciones sexuales (n=8, cada uno) recibieron 0.5, 1,
2, 3 0 4 mg/kg de Met, o su vehiculo y se registré su actividad motora por 60
min (Fig. 6). Un dia después se extrajeron los cerebros de los grupos tratados
con la dosis de 3 mg/kg de Met y con el vehiculo (n=3, cada uno) para
determinar la densidad de los D1R y D2R, y DAT en las subregiones del
estriado: NAc shell, NAc core y CPu.

Condicién
sexual
Control Actividad locomotora
(© M Met Extraction
WSS Habituacion®  Registro de cerebros
Y ey
1 eyaculacion =30 0 60 min {
> (1E) . CPu Western
- 4“: “ NA,feﬁ["&‘ blot .
> Sexualmente A ysnel | £ DR,
saciado (S-S) = ’ g DAT
T T T Za s
Dia 1 2 3

Figura 6 Disefio experimental del experimento 2. Grupos independientes de ratas
macho sexualmente expertas que copularon hasta presentar una eyaculacion (1E),
hasta alcanzar la saciedad sexual (S-S) o que no fueron se sometieron a la actividad
sexual, control (C). Al dia siguiente todos los animales de las tres condiciones
sexuales recibieron, diferentes dosis de Met o su vehiculo e inmediatamente después
se evalu6 su actividad motora por 60 min. Veinticuatro horas mas tarde se extrajeron
los cerebros para los andlisis por western blot.

Experimento 3. Efecto de la condicién sexual sobre la sensibilizacion
locomotora inducida por metanfetamina

Para analizar el efecto de la actividad sexual reciente sobre la sensibilizacion
locomotora inducida por Met, primero se habituaron a las ratas sexualmente

expertas al actimetro. Posteriormente, todos los animales fueron asignados a
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una de las tres condiciones sexuales (n = 8, cada uno) en el dia 1. En los
siguientes dias cursaron la fase de desarrollo de la sensibilizacion locomotora
administrando repetidamente 0.5 mg/kg de Met (10 sesiones, 2 por dia) y
registrando su actividad locomotora (dias 2 a 6). Después del periodo de
lavado (4 o 14 dias) se realiz6 la segunda fase de la prueba de sensibilizacion
locomotora en los animales pretratados con la Met. En cada reto se administré
0.25 mg/kg de Met seguido del registro de la actividad locomotora (Fig. 7).
Grupos independientes de cada condicién sexual sirvieron como control al
administrarles el vehiculo durante la fase de desarrollo de la sensibilizacion (n
= 8, cada uno). La mitad de estos animales recibieron por primera vez Met
(0.25 mg/kg) en el reto 1, mientras que la otra mitad la recibieron durante el
reto 2 (grupos no sensibilizados, NS). La locomocién registrada durante cada
reto de los animales pretratados con Met se comparo con la locomocion de los

animales NS.

Desarrollo de la sensibilizacion

Condicién (Met 0.5 mg/kg)
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_— ; " (._)\_\
5h~ _ - ey?:g?m" Reto102
2° sesidn
— o o 0 10 0
-, Sexuaimenie R LMt | Ry eMet | Ry BMet | Ry EMet | Ry 10°Met R, Met
saciado (S-S) —_—
ol 3 JL -
T f t t f t t — >
Dia -1 1 2 3 4 5 6 u oA

dias

Figura 7. Disefio experimental del experimento 3. Las ratas sexualmente expertas se
habituaron al actimetro 24 h antes de ser asignadas a una de las tres condiciones
sexuales en el dia 1. Al dia siguiente iniciaron la fase de desarrollo de la
sensibilizacion locomotora. El desarrollo de la sensibilizacion consistio en 10 sesiones
en total, cada una administrando 0.5 mg/kg de Met, 2 sesiones al dia con un intervalo
de 5 h. La fase de expresion de la sensibilizacion se evalu6 al retar a los animales
pretratados con Met con 0.25 mg/kg del farmaco en el dia 11 o 21 del periodo de
lavado del farmaco.

Experimento 4. Influencia de la condicion sexual sobre el efecto
recompensante de la metanfetamina
En este experimento, los animales sexualmente expertos fueron habituados al

aparato de la PLC por dos dias consecutivos y se evaluo la preferencia inicial.
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Posteriormente se generaron las tres condiciones sexuales en el dia 1 del
experimento. A las 24 h, se inicio la fase de condicionamiento, realizando dos
sesiones de condicionamiento al dia, una de ellas con el vehiculo y la otra con
la Met (0.03, 0.3 y 3 mg/kg, n=8 por grupo). La fase de condicionamiento se
realiz6 en los dias 2 a 4. Después de un dia en el cual los animales
permanecieron sin manipulacion, se evaluo la preferencia final en el dia 6 (Fig.
8). Como condicion control se utilizaron grupos independientes de cada
condicion sexual que recibieron solamente vehiculo en las seis sesiones de
condicionamiento, grupos no condicionados (NC). Los puntajes de la PLC de
los animales condicionados con la droga fueron comparados con los puntajes

de los animales NC.

Veinticuatro horas después de la evaluacién de la preferencia final se
extrajeron los cerebros de los animales que fueron condicionados con la dosis
de 0.3 mg/kg de Met y los de los grupos NC (n=3, por grupo). Los cerebros se
utilizaron para determinar la densidad de D1R y D2R, y DAT en el estriado (el
NAc shell, el NAc core y el CPu).

Condicion Preferencia de lugar condicionada
Habituacion y sexual (6 sesiones de condicionamiento)
preferencia inicial
1°y 3° sesion 15 mjn
| | 4 ¥ o Extraction
| ©  map
v de cerebros
LbEEDER 1 eyaculacion Preferencia
(1E) . final CPu Western
4 . S ¥ NAG core blot -
Sexualmente ) el &R
saclado (S-S) il ?.._ S

Figura 8. Disefio experimental del experimento 4. Ratas sexualmente expertas se
habituaron a los compartimentos del aparato de prueba de la preferencia de lugar
condicionada (PLC) y en la tltima se determind la preferencia inicial. Después fueron
asignados a una de las tres condiciones sexuales en el dia 1, y todos los animales
cursaron por la 6 sesiones de la fase de condicionamiento, 2 al dia con un intervalo
de 5 h entre ambas y balanceando el orden entre las administraciones de Met y de
vehiculo. La preferencia condicionada fue evaluada 48 h después de la dltima sesién
de condicionamiento. Los cerebros de fueron extraidos 24 h después de finalizar la
prueba para los analisis por western blots.
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5. Resultados
La metanfetamina retrasa el establecimiento de la saciedad sexual

Las figuras 9y 10 muestran los parametros especificos de la cépula registrados
durante la sesion de cépula hasta la saciedad en animales tratados con
diferentes dosis de Met o con vehiculo. Primero se describen los resultados
del grupo tratado con el vehiculo para tener una referencia de como se
desarrollan los parametros sexuales en la primera, segunda, tercera y ultima
serie copulatoria de los sujetos. Como se puede observar, todos los animales
de este grupo presentaron un numero de montas menor a 5, de forma
consistente, en las distintas series copulatorias. El nUmero de intromisiones
fue de alrededor de 10 en la primera serie y se redujo a la mitad a partir de la
segunda. La latencia de eyaculacion fue de 5 min en la primera serie y en las
siguientes series este tiempo disminuyd significativamente en comparacion
con la primera serie. El intervalo post-eyaculatorio incrementé su duracion
progresivamente, aumento que fue estadisticamente significativo en la tercera
y en la ultima de las series copulatorias en comparacién con la primera serie.
La latencia de intromision fue menor a 1 min, el nimero de eyaculaciones
previas a la saciedad sexual fue de entre 6 y 7 y la latencia a la saciedad sexual
en la mayoria de los animales fue de alrededor de 100 min (barras vacias, Fig.
9y 10).

La Met de manera general aumento varios de los parametros de la copula. La
dosis méas alta de Met probada (2 mg/kg) produjo los principales efectos
(barras rellenas, Fig. 9 y 10). En la primera serie copulatoria, esta dosis
aumento significativamente el nimero de montas e intromisiones. En la
segunda serie, el efecto se mantuvo al continuar expresando un numero
elevado de montas e intromisiones. Ademas, en la segunda serie, la latencia
de eyaculacion aumentd significativamente en comparacion con el grupo
tratado con el vehiculo. Para la tercera serie copulatoria, la latencia de
eyaculacion fue el Unico parametro que se mantuvo aumentado. La dosis mas

baja que se probd (0.5 mg/kg de Met) Unicamente aumentd el nimero de
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intromisiones y la latencia de eyaculacion en la tercera serie copulatoria, en
comparacion con el vehiculo. La dosis de 1 m/kg de Met no modificé los
pardmetros de la cépula en ninguna de las series. Finalmente, no se
encontraron diferencias en la latencia de intromision, ni en el nUmero de
eyaculaciones en los grupos tratados con Met con respecto al grupo tratado
con vehiculo. La dosis alta de Met alargo el tiempo en el que las ratas macho

alcanzaron la saciedad sexual.

En la tabla 1 se muestra la proporcion de los animales sexualmente saciados
pre-tratados con Met o vehiculo, que presentaron respuestas copulatorias a
las 24 h post-saciedad. En el grupo tratado con el vehiculo, la mitad de los
animales (46%) eyaculd una vez al presentarles a una nueva hembra
receptiva, pero ninguno de ellos reinicié la copula después de esa primera
eyaculacion. En los grupos pretratados con Met, entre 54 y 62% de los
animales saciados eyacularon una vez. Las dosis mas altas de Met
aumentaron el porcentaje de animales que continuaron copulando después de
esa eyaculacion, un tercio de ellos reiniciaron la cépula (31%), la cuarta parte
presentd una segunda eyaculacion (23%) e incluso un macho de cada grupo
presentd una tercera eyaculacion (8%). Aunque estos porcentajes no fueron
estadisticamente significativos respecto del grupo tratado con el vehiculo,
sobresale que algunos de los animales pre-tratados 24 h antes con Met fueran

capaces de presentar hasta tres eyaculaciones sucesivas.
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Figura 9. Efecto de la administracién aguda de diferentes dosis de metanfetamina
sobre los parametros especificos durante el desarrollo de la saciedad sexual. Curvas
dosis-respuesta de los parametros de la cépula de ratas macho tratadas con distintas
dosis de Met (0.5 - 2 mg/kg, barras rellenas) en comparacion con los del grupo tratado
con vehiculo (barras vacias). Prueba de Dunn *P < 0.05; **P < 0.01; dosis vs vehiculo
(ANOVA de Kruskal-Wallis, latencia de intromision: Hgsg= 8.6, P = 0.036; no. de
montas 12 serie: Hz 4y = 8.1, P = 0.044; 22 serie: Hz 48 = 10, P = 0.015; 32 serie: Hz4s)
= 6.1, P = 0.106; dltima serie: Hg 48 = 4.6, P = 0.206; no. de intromisiones: 12 serie:
Hias = 8.7, P = 0.034; 22 serie: Hz gy = 11, P = 0.012; 32 serie: Hi 48 = 9, P = 0.029;
Gltima serie: Hgas) = 5.4, P = 0.14; latencia de eyaculacion: 12 serie: Hizas = 6, P =
0.11; 22 serie: Hzag) = 12, P = 0.009; 32 serie: Hgag) = 10, P = 0.016; dltima serie:
Hgas = 5.6, P = 0.131; intervalo post-eyaculatorio: 12 serie: Hi 48 = 7, P = 0.072; 22
serie: Hias = 5.8, P =0.123; 32 serie: Hzag) = 3.8, P = 0.283; Ultima serie: Hz 48 = 1.4,
P =0.708; n = 13 por grupo. Prueba de Dunn, 4P < 0.05; P < 0.01; 4¢P < 0.001 no.
de serie vs. 12 serie (ANOVA de Friedman para medidas repetidas, no. montas: Q =
2, P =0.58; no. intromisiones: Q = 23, P < 0.001; latencia eyaculacién: Q = 12, P =
0.008; intervalo post-eyaculatorio: Q = 39, P < 0.001). Los parametros se expresan
como medianas  rango intercuartil.
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Figura 10. Cambios en curso de la saciedad sexual. Curvas dosis-respuesta de los
parametros de la cépula de ratas macho tratadas con distintas dosis de Met (0.5 - 2
mg/kg, barras rellenas) en comparacion con los del grupo tratado con vehiculo (barras
vacias). Prueba de Dunn *P < 0.05; dosis vs vehiculo (ANOVA de Kruskal-Wallis, no.
eyaculaciones: Hiz4g) = 3.1, P = 0.374; latencia de saciedad: H 48 = 9.4, P = 0.024; n
= 13 por grupo. Los pardmetros se expresan como medianas * rango intercuartil.
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Tabla 1. Proporcién y porcentaje de animales sexualmente saciados, pretratados
con metanfetamina o el vehiculo

1E 1RC 2E 3E
Vehiculo 6/13 46% 0/13 0% - -
0.5 mg/kg 7/13 54% 2/13 15% 2/13 15% 0/13 0%
Met 1 mg/kg 7/13 54% 4/13 31% 3/13 23% 1/13 8%

F de Fisher, no significativo. Primera eyaculacion (1E); primer reinicio de cépula
(1RC); segunda eyaculacion (2E); tercera eyaculacion (3E).

La actividad sexual aumenta lalocomocién inducida por metanfetamina

La figura 11 muestra la actividad locomotora inducida por la administracion
aguda de distintas dosis de Met. De manera general, todas las dosis
aumentaron significativamente el nUmero de desplazamientos en todos los
grupos, produciendo curvas dosis respuesta en forma de U invertida (Fig.11a).
Es decir, las dosis de 0.5 a 2 mg/kg aumentaron progresivamente la actividad
locomotora; sin embargo, con dosis mas altas (3 y 4 mg/kg) el aumento de la
actividad locomotora fue menor debido a la aparicion de movimientos
estereotipados. En los grupos C y 1E el efecto maximo de locomocion se
alcanzé con 2 mg/kg de Met. En el grupo S-S el efecto maximo de locomocion
se produjo con dos dosis de Met: 2 y 3 mg/kg.

Al analizar los cursos temporales en cada grupo se observé que las dosis
intermedias a altas de Met (2 - 4 mg/kg) produjeron marcadas diferencias en
la locomocion (Fig. 11b). En el grupo C, la dosis de 2 mg/kg de Met elevé la
locomocion de manera sostenida durante toda la prueba; 3 mg/kg aumento la
locomocién, pero después de 15 min ésta empez06 a decaer hasta reducirse
de manera significativa; 4 mg/kg primero produjo un pico de locomocion y
después de 15 min la intensidad de las estereotipias aumentod hasta abolir casi
por completo la locomocion (panel izquierdo, Fig. 11b). En el grupo de 1E, la

Met produjo cursos temporales similares al del grupo C, aunque los efectos
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fueron mas exacerbados entre las tres dosis (panel central, Fig. 8b). En el
grupo S-S no se presentaron diferencias entre las dosis de Met durante los
primeros 20 min de la prueba y en el resto de la prueba 2 y 3 mg/kg de Met
produjeron una respuesta de locomocion equivalente (panel derecho, Fig.
11b).
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Figura 11. Efectos locomotores inducidos por metanfetamina en animales con
diferente condicion sexual. (a) Curvas dosis-respuesta de los efectos sobre la
locomocién producidos por Met (0.5 - 4 mg/kg) o su vehiculo (Veh) en ratas macho
control (C), con una eyaculacion (1E) y sexualmente saciadas (S-S) a lo largo de 60
min. La actividad locomotora se expresa como promedio de interrupciones de los
haces de luz. Prueba de Tukey, *P < 0.05; *P < 0.01; ***P < 0.001 Met vs Veh o entre
dosis (ANOVAs de una via, C: Fs,47) = 13, P < 0.001; 1E: Fs,46) = 27, P < 0.001; S-S:
Fe, 47y = 34, P < 0.001) n = 8 por grupo. (b) Cursos temporales de los cambios en la
locomocién producidos por dosis de moderadas a altas de Met (2 - 4 mg/kg) o su
vehiculo (Veh) en los mismos grupos. Las flechas indican el momento de la inyeccién.
La actividad locomotora se expresa como promedio de interrupciones de los haces
de luz a intervalos de 3 min y sélo se expresan los EEM positivos para dar claridad a
las graficas *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 prueba de Tukey (ANOVA de dos vias
de medidas repetidas, C: dosis F, 23 = 7.9, P =0.002; tiempo F(.9,66)= 4.6, P = 0.006;
interaccion Fss, 437y= 7.3, P < 0.001; 1E: dosis F(, 24y = 20, P < 0.001; tiempo Fs,60)=
3.2, P =0.036; interaccion Fss, 4s6)= 11, P < 0.001; S-S: dosis F,24) = 15, P < 0.001;
tiempo Fs, 92) = 10, P < 0.001; interaccion Fsg, 4s6)= 12, P < 0.001.
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La figura 12 compara los movimientos locomotores y las estereotipias
inducidas por las dosis mas altas de Met (2, 3 y 4 mg/kg) entre los animales
con las tres condiciones sexuales. En todos los grupos, la dosis de 2 mg/kg de
Met incremento significativamente la actividad locomotora en comparacion con
los movimientos estereotipados (Fig. 12a). Al comparar la respuesta de
locomocion entre los grupos, las ratas que tuvieron actividad sexual (1E y S-
S) se mostraron aproximadamente un tercio mas activos que el grupo C

durante la mayor parte de la prueba (Fig. 12b).

Con la dosis de 3 mg/kg, los grupos que copularon una vez o hasta la saciedad
expresaron una mayor cantidad de movimientos en comparacion con la
cantidad de estereotipias. En cambio, el grupo C desplegé una cantidad
equivalente de ambos tipos de movimientos (Fig. 12a). Al comparar
Unicamente la locomocion entre los tres grupos, los animales con actividad
sexual reciente mostraron una respuesta de hiperlocomocién significativa en
comparacién con el grupo C, siendo los animales S-S los que mostraron la
respuesta maxima; es decir, los que tuvieron mayor sensibilizacion a la Met.
En contraste con los efectos locomotores, la cantidad de movimientos
estereotipados no difirid entre los animales de las tres condiciones sexuales.
Se compararon los cursos temporales de la actividad locomotora en respuesta
a la dosis de 3 mg/kg de Met entre las tres condiciones sexuales. Observamos
gue la locomocion de los animales S-S fue significativamente mas elevada
durante la mayor parte de la prueba en comparacion con el grupo C (min 9 a
60) y con grupo de 1E (min 12 a 57) (Fig.12b).

Con la dosis de 4 mg/kg no se observaron diferencias entre la actividad
locomotora y las estereotipias que expresaron cada uno de los grupos. El
analisis de las tres condiciones sexuales indico que la locomocién no difiere
entre ellos. La unica diferencia encontrada fue un incremento en las
estereotipias del grupo de 1E respecto del grupo C (Fig. 12a). Al analizar el
curso temporal de la actividad locomotora se observo que todos los grupos

presentaron un pico de locomocién durante los primeros 30 min de la prueba,
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gue fue de mayor duracién en los animales que habian tenido actividad sexual.
En particular, las ratas de 1E mantuvieron elevada su locomocién por algunos
minutos, antes de descender (15 a 18 min), mientras que en las ratas S-S
hiperlocomocion se prolong6 por casi 10 min (12 a 21 min) en comparacion
con el grupo C (Fig. 12b).
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Figura 12. Movimientos locomotores y estereotipados inducidos por la metanfetamina
en animales con diferente condiciébn sexual. (a) Comparacién de la actividad
locomotora (barras) y los movimientos estereotipados (achurado) producidos por 2, 3
y 4 mg/kg Met en el grupo control (C), el de una eyaculacién (1E) y el sexualmente
saciado (S-S). La actividad locomotora se expresa como promedio de interrupciones
de los haces de luz. Prueba de Tukey *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 (Met 2 mg/kg
ANOVA de dos vias, condicion sexual F, 48y = 3.8, P =0.027, tipo de actividad motora
Fa, 48y= 78.5, P <0.001, y su interaccion F, sy = 2.09, P = 0.13. Met 3 mg/kg ANOVA
de dos vias, condicion sexual F(, 48y = 26.2, P < 0.001, tipo de actividad motora F, 4s)
=65.8, P < 0.001, y su interaccion F, 45y= 15.1, P < 0.001. Met 4 mg/kg ANOVA de
dos vias, condicion sexual F 47y = 8.8, P < 0.001,tipo de actividad motora F, 47) =
0.98, P =0.33, suinteraccion F,47y= 0.2, P =0.82) n = 8 por grupo. (b) Curso temporal
de la actividad locomotora producida por 2, 3 y 4 mg/kg de Met, expresada por el
promedio * el EEM de interrupciones de haces a intervalos de 3 min. Las flechas
indican el momento de la inyeccién. ***P < 0.001; prueba de Tukey (Met 2 mg/kg
ANOVA de dos vias de medidas repetidas; condicion sexual, F, 24) = 3.08, P = 0.064;
tiempo Fuas, 108)= 25.9, P <0.001, su interaccion Fss, 4s6)= 2.32, P <0.001. Met 3 mg/kg
ANOVA de dos vias de medidas repetidas; condicion sexual, Fp, 24) = 23, P < 0.001;
tiempo Fia, s2)= 4.9, P = 0.002, su interaccion Fss, 45 = 1.7, P = 0.007). P < 0.05; 4p
< 0.01; prueba de Tukey (Met 4 mg/kg ANOVA de dos vias de medidas repetidas,
condicion sexual Fp, 24y = 2.6, P < 0.098; tiempo F.4,58 = 31, P < 0.001; interaccion
Fs, 456)= 1.8, P = 0.004.
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La actividad sexual favorece el desarrollo y la expresion de la

sensibilizacién locomotora

La figura 13 muestra los resultados obtenidos en la prueba de sensibilizacion
locomotora, producida por administraciones repetidas de Met (0.5 mg/kg, 10x).
El grupo C no modific6 su actividad locomotora después de cuatro
administraciones de Met, y fue hasta la décima administracion que se observé
un aumento significativo de la actividad locomotora (fig. 13a). En cambio, el
grupo de 1E increment6 significativamente su actividad ambulatoria desde la
cuarta y hasta la décima administracion de Met, en comparacion con la
actividad registrada después de la primera administracion. Las ratas S-S
también aumentaron significativamente su locomocion después de la cuarta y
hasta la dltima administracion de Met, respecto de la registrada en la primera
de ellas. Adicionalmente en este ultimo grupo, el aumento en la locomocion
producido por la tltima administracion de Met fue significativamente mayor que
el producido por la segunda y la cuarta administraciones. Como se esperaba,
el grupo no sensibilizado no modificé su actividad locomotora después de las
administraciones del vehiculo. No se observaron diferencias entre las
condiciones sexuales, ni en la primera ni en la décima de las administraciones

del farmaco (fig. 13b).
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Figura 13. Desarrollo de la sensibilizacion locomotora inducida por la metanfetamina
en animales con diferente condicién sexual. (a) La sensibilizacion se indujo con
administraciones repetidas, 10 administraciones de Met (0.5 mg/kg) sobre la actividad
locomotora de ratas macho control (C), con una eyaculacion (1E) y sexualmente
saciadas (S-S) a lo largo de 45 min. La actividad locomotora se expres6 como el
promedio de interrupciones * el EEM de haces. El grupo no sensibilizado (NS) recibié
vehiculo (Veh) en cada administracién. Prueba de Tukey, *P < 0.05; **P < 0.01; No.
de admon. vs 1 (ANOVAs de medidas repetidas, NS: F.4,17) = 0.45, P =0.68; C: F7,
16) = 7.1, P =0.003; 1E: F(2_4, 17) = 10, P < 0.001; S-S: F(z_s, 16) = 15, P < 0.001) n=7-
8 por grupo. (b) Comparacion de la primera y décima administraciéon de Met entre las
tres condiciones sexuales. No significativo (ANOVA de una via, 12 admon.: Fp, 20) =
0.14, P =0.87; 102 admon.: Fp, 200 = 1.1, P = 0.35).

La figura 14 muestra la respuesta locomotora a los dos retos (Met 0.25 mg/kg)
realizados en la fase de expresion de la prueba. El grupo C presenté un
aumento en la actividad locomotora frente al primer reto en comparacién con
los animales no sensibilizados. En el segundo reto, las respuestas del grupo
C sensibilizado y del grupo no sensibilizado con Met fueron similares. Los
animales que tuvieron actividad sexual antes de iniciar la prueba mostraron
una actividad locomotora mayor frente a ambos retos en comparacién con la
gue expresaron los grupos no sensibilizados respectivos (Fig. 14a). La
locomocion producida durante el primer reto no difiere entre los animales

sensibilizados de cada condicion sexual, tampoco encontramos diferencias en

48



el segundo reto entre las tres condiciones sexuales. (Fig. 14b). En conclusion,
la actividad sexual favorecio que la sensibilizacion locomotora inducida por Met
se desarrollara con menos administraciones y que continuara expresandose a
largo plazo, sin embargo, la intensidad de estimulacion sexual no modifica el

desarrollo de la sensibilizacion locomotora, ni su expresién a corto o largo

plazo.
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Figura 14. Expresion de la sensibilizacion locomotora inducida por metanfetamina en
animales con diferente condicion sexual. (a) Expresion de la sensibilizacion a corto
plazo, reto 1 (R1) y a largo plazo, reto 2 (R2) en ratas macho control (C), con una
eyaculacion (1E) y sexualmente saciadas (S-S), en comparacion con los grupos no
sensibilizados (NS). En todos los grupos se administr6 Met 0.25 mg/kg. La actividad
locomotora esta expresada como el promedio + el EEM de interrupciones de los haces
de luz, a lo largo de 45 min. Prueba de Tukey, *P < 0.05; **P < 0.01; R1, R2 vs NS
(ANOVAs de una via, C: F2, 19 = 4.9, P = 0.019; 1E: F2,21) = 6.5, P = 0.006; S-S: F,,
21y = 8.6, P = 0.002) n = 8 por grupo. (b) Comparacion de la expresion de la
sensibilizacion en el reto 1 y el reto 2 entre las tres condiciones sexuales. No
significativo (ANOVA de una via, R1: F(, 20 = 1.3, P = 0.29; R2: F2, 20) = 3.4, P = 0.06).
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La saciedad sexual potencia el efecto recompensante de la

metanfetamina

La figura 15 muestra la influencia de las diferentes condiciones sexuales sobre
la PLC inducida por Met. En las ratas C todas las dosis de Met produjeron PLC
con puntajes muy similares entre ellas. En el grupo de 1E soélo la dosis de 0.3
mg/kg de Met indujo PLC. Y en el grupo de ratas S-S, la Met produjo PLC a
todas las dosis probadas y la curva dosis respuesta siguié una forma de U
invertida. Es decir, que la dosis de 0.3 mg/kg produjo el puntaje mas alto y la

dosis de 3 mg/kg produjo un puntaje significativamente menor (Fig. 15a).

Las curvas dosis respuesta hicieron evidente que, si bien la dosis intermedia
de Met (0.3 mg/kg) fue recompensante para todos los grupos, no produce los
mismos efectos en todas las condiciones sexuales. La comparacién entre los
grupos mostrd que, con esa dosis en particular, los animales S-S expresan el
puntaje maximo en la PLC y éste es significativamente mayor al que expresé
el grupo C (Fig. 15b). Es decir, la Met es mas recompensante en los animales
S-S.
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Figura 15. Efectos recompensantes inducidos por metanfetamina en animales con
diferente condicién sexual. (a) Curvas dosis respuesta producidas por Met (0.03 - 3
mg/kg) sobre la PLC en ratas macho control (C), con una eyaculacion (1E) y
sexualmente saciadas (S-S) en comparaciéon con los grupos no condicionados (NC).
El puntaje de la PLC se expresa como el promedio + el EEM. C: prueba de Tukey, *P
< 0.05 dosis vs NC (ANOVA de una via, F, 290 = 4.6, P = 0.009). 1E: prueba de Tukey,
*P < 0.05 dosis vs NC (ANOVA de una via, Fg, 27 = 3.1, P = 0.04). S-S: prueba de
Tukey, *P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001 dosis vs NC (ANOVA de una via F, 2¢) =
15, P < 0.001) n = 8 por grupo. (b) Comparacion entre las tres condiciones sexuales
de los puntajes promedios + el EEM con la dosis de 0.3 mg/kg de Met. Prueba de
Tukey, *P = 0.012 comparaciones entre grupos (ANOVA de una via, Fp,21)=5.4,P =
0.013).
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Evaluacion de la expresion de los D1R, D2R y del DAT en regiones
estriatales de animales tratados con metanfetamina o que tuvieron

actividad sexual

Con el propésito de establecer la expresion de los principales componentes
del sistema dopaminérgico en los diferentes grupos experimentales, se
evaluaron los cambios en la expresion de los D1R, D2R y DAT en las distintas
regiones del estriado inducidos por la administracion aguda o repetida de Met,
por la actividad sexual o en respuesta a la combinacion de ambos estimulos.
Estos cambios se muestran en las figuras 16 y 17 y en las tablas 2 y 3. En
todos los casos, las bandas de los anticuerpos que reconocen a las proteinas
dopaminérgicas se expresaron en los pesos moleculares esperados, una
banda de ~50 kDa para el D1R (Almanza et al., 2019), dos bandas de ~75y
~100 kDa para el D2R (Chauhan et al., 2014; Stojanovic et al., 2017) y tres
bandas para el DAT, una de ~55 kDa correspondiente a la proteina y otras dos
de ~65y ~68 kDa relacionadas con modificaciones postraduccionales del DAT
(Luis-Ravelo et al., 2021).

La figura 16 muestra la expresion de D1R, D2R y DAT en NAc shell, NAc core
y CPu en respuesta a la estimulacion aguda de 3 mg/kg de Met y a la
estimulacion sexual reciente (-2 dias). Este analisis tuvo tres propdsitos;
primero, explorar, por primera vez, el estado de los receptores y del
transportador de DA estriatales después de que se experimenta la actividad
sexual; segundo, hacer una comparacion de los cambios que se producen por
un estimulo natural y por una droga de abuso; y tercero, averiguar si los
cambios moleculares producidos por la actividad sexual tienen el potencial de
volver a estos animales mas vulnerables a los efectos conductuales de la Met.
Si bien las comparaciones pueden ser multiples y se analizan mas adelante,
cabe destacar que cada estimulo produjo cambios diferenciales. La actividad
sexual fue capaz de alterar la expresiéon de ciertas proteinas en el NAc core y
en el CP, pero no en la region shell del NAc. De manera inversa, la Met si
cambid6 la expresion de los D2R en NAc shell, y no afectd la expresion de

proteinas en el NAc core y CP. En la tabla 2 se muestran los resultados de los
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ANOVAs vy Unicamente se resaltan los valores de P que fueron

estadisticamente significativos en las pruebas post hoc.
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Figura 16. Efecto de la administracion aguda de metanfetamina y de la condicién
sexual sobre la expresién de los receptores y del transportador a dopamina en
diferentes regiones del estriado de ratas macho. Expresion del receptor a dopamina
D1 (D1R), del receptor a dopamina D2 (D2R) y del transportador de dopamina (DAT)
en el (a) nacleo accumbens shell (NAc shell); (b) el nicleo accumbens core (NAc
core) y (c) el nucleo caudado-putamen (CPu) de ratas control (C), con una
eyaculacion (1E) o sexualmente saciadas (S-S), condicionadas con Met (3 mg/kg) o
no condicionadas (NC, vehiculo). Las determinaciones se realizaron 24 h después de
la administracion de Met y 2 dias después de la actividad sexual. Los datos se
expresan como proporcién entre la densidad éptica de la proteina de interés y la de
la B-Actina (B-Act) en unidades arbitrarias (u.a.), (n=3 ratas por grupo). Debajo de las
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gréficas se presentan imagenes representativas de las bandas. * P < 0.05; ** P <0.01;
*** P < 0.001; prueba de Tukey.

Tabla 2. Pardmetros de los ANOVAs de dos vias parametros correspondientes a la

figura 16

Met (3 mg/kg)

Condicion sexual

Met x condicién sexual

NAc shell DI1R

D2R

DAT

Fa12=1.7,P=0.22
Fa12 = 2.75; P =0.12

F12 =0.01; P =0.92

F@12=25;P=0.13
F@12) =9.69; P = 0.003

F12 =0.98; P = 0.403

Fe12)=0.62; P =0.55
F@,12)=20.9; P <0.001

F12) = 8.53; P = 0.005

NAc core DI1R

Fa12=2.1; P =0.175

F12=6.3; P =0.013

Fei12 =4.1; P =0.044

D2R Fa12=2.4;P=0.15 F@,12)=0.15; P =0.87 Fe,120= 3.4; P =0.069
DAT Fai12) =5.6; P = 0.036 Fe12 =11; P =0.002 Fe12=1.6; P=0.24
CPu D1R F@,120=0.07; P=0.80 F,12) = 11; P = 0.002 Fe12=2.3; P=0.15
D2R Fa12=2.7,P=0.12 Fei12=1.5, P =0.25 F@,12)= 8.1, P = 0.006
DAT Fu12=1.1;P=0.31 Fe12=1.8; P =0.208 Fe12=1.3; P=0.31

La figura 17 muestra los niveles de expresiéon de D1R, D2R y DAT en las
distintas regiones del estriado en respuesta a la administracion repetida de una
dosis baja de Met (0.3 mg/kg) en animales que tuvieron diferentes tipos de
actividad sexual 6 dias antes de la medicion. Al igual que en el caso anterior,
las comparaciones posibles son numerosas y se analizan con detalle mas
adelante, no obstante cabe destacar que la administracion repetida de Met
s6lo aumento la expresion de DAT en NAc shell y no tuvo ningan otro efecto
significativo, ni en la expresion de este transportador ni en la de los receptores
a DA. Los resultados de los analisis estadisticos derivados de las
comparaciones entre los distintos grupos tratados repetidamente con Met se

presentan en la tabla 3.
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Figura 17. Efecto de la administracion repetida de metanfetamina y de la condicién
sexual sobre la expresion de los receptores y del transportador a dopamina en
diferentes regiones del estriado de ratas macho. Expresion del receptor a dopamina
D1 (D1R), del receptor a dopamina D2 (D2R) y del transportador de dopamina (DAT)
en el (a) nacleo accumbens shell (NAc shell); (b) el nacleo accumbens core (NAc
core) y (c) el nucleo caudado-putamen (CPu) de ratas control (C), con una
eyaculacion (1E) o sexualmente saciadas (S-S), condicionadas con Met (0.3 mg/kg)
o no condicionadas (NC, vehiculo). Las determinaciones se realizaron 72 h después
de terminar el tratamiento y 6 dias después de la actividad sexual. Los datos se
expresan como proporciéon entre la densidad 6ptica de la proteina de interés y la de
la B-Actina (B-Act) en unidades arbitrarias (u.a.) (n= 3 ratas por grupo). Debajo de las
gréaficas se presentan imagenes representativas de las bandas. * P <0.05; ** P <0.01;
*** P < 0.001; prueba de Tukey.

54



Tabla 3. Parametros de los ANOVAs de dos vias parAmetros correspondientes a la

figura 17

Met (3 x 0.3 mg/kg)

Condicion sexual

Met x condicién sexual

NAc shell DI1R

D2R

DAT

F12=1.1;P=0.32
Fa12=7.1; P=0.021

Fa,12=9.2; P=0.010

Fe,12) = 15; P < 0.001
Fe12) = 8; P =0.006

Fe12 =3.7; P = 0.055

Fe12 = 11; P = 0.002
Fei12=2.5;,P=0.12

Fe12)=8.8; P =0.004

NAcC core D1R

Fai12=1.8;P=0.21

Fe,12=5.9; P =0.017

Fe12=1.2;P=0.33

D2R Fa12=2.3; P=0.16 Fe12=7.1; P =0.009 F@12=0.031; P =0.97
DAT F12=0.11; P =0.74 Fe12=7;,P=0.01 Fe12=1.8;P=0.21
CPu D1R Fai=2.1;,P=0.17 F@12 = 6.1, P =0.015 Fe12=0.31; P=0.74
D2R F@, 120=1.3; P=0.27 Fei12=23;P=0.14 Fe,12 =4.9; P =0.028
DAT Fa,12=1.5;P=0.24 Fei12=2.5;P=0.12 Fe12 =6; P =0.016

La metanfetamina y la actividad sexual modifican diferencialmente la
expresion de los receptores y transportador de DA en diferentes areas

estriatales

Los cambios en la expresion de los receptores a DA y del DAT inducidos por
la administracién de Met o por la actividad sexual, por si mismos, se resumen
en la tabla 4. Se puede observar que la administraciéon aguda de Met en las
ratas C disminuyo la expresion del D2R solo en el NAc shell, mientras que la
administracion repetida de Met a este grupo incremento la expresion de DAT
en la misma region como unico efecto. Por otro lado, la actividad sexual por si
misma produjo cambios en el NAc core y el CPu, pero no modifico las proteinas
del NAc shell. En particular, en animales que tuvieron actividad sexual 2 dias
antes del sacrificio, tanto en los grupos 1E como S-S, se detectdé una
disminucion en la densidad de DAT en el NAc core y en la expresion de los
D2R en el CPu. En las ratas S-S también se encontr6 un aumento en la
expresion del D1R en el NAc core. Los animales sacrificados 6 dias después

de haber eyaculado una vez, mostraron un incremento de la expresion del DAT
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en el CPu mientras que las ratas S-S presentaron una disminucion del DAT en

el NAc core.

Tabla 4. Cambios en la densidad de D1R, D2R y DAT en diferentes regiones del
estriado por la administracion de metanfetamina o por la actividad sexual

Met Met . Actividad
. Actividad sexual
aguda repetida > dias sexual
(3 mg/kg) (3 x 0.3 mg/kg) -6 dias
Region c 1E S-S 1E S-S
estriatal
NAc shell LD2R 11 DAT _ _
|DAT
NAc core - - DR |DAT
CPu - - ID2R -

C= animales control sin actividad sexual reciente; 1E = animales que eyacularon una vez; S-
S = animales que copularon hasta la saciedad; | expresién reducida; 1 expresion
incrementada; Met = metanfetamina; NAc = ndcleo accumbens; CPu = caudado-putamen;
DAT = transportador de dopamina; D1R = receptor de dopamina D1; D2R = receptor de
dopamina D2

La metanfetamina produce cambios en la expresion de los receptores y
del transportador de dopamina en diferentes regiones del estriado

dependiendo de la condicion sexual

Los cambios inducidos por la administracion aguda o repetida de Met sobre la
expresion de D1R, D2R, y DAT en las diferentes regiones del estriado de ratas
macho con diferente condicion sexual se resumen en la tabla 5. Se puede
observar que la administracion aguda de Met incrementé la expresion del D2R
en el NAc shell de animales que tuvieron actividad sexual, 1E o S-S, pero el
efecto fue notoriamente mayor en los S-S. Ademas, en este Ultimo grupo se
detecto una disminucion en la expresion del D1R en el CPu. En contraste, la
administracién repetida de Met disminuyé de manera similar la expresiéon del

D1R y de DAT en el NAc shell de los animales con 1E y S-S. La administracion
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repetida de Met también redujo la expresién del D1R en el NAc core y del D2R
en el CPu de las ratas S-S.

Tabla 5. Cambios en la densidad de D1R, D2R y DAT en diferentes regiones del
estriado por la administracion metanfetamina en animales con diferente condicion

sexual
Met aguda Met repetida
(3 mg/kg) (3 x 0.3 mg/kg)
Region C 1E S-S c 1E S-S
estriatal
|DAT,
NAc shell | |D2R M1D2R 11 DAT L1ID1R
NAc core - - - ID1R
CPu - ID1R -

ID2R
C= animales control sin actividad sexual reciente; 1E = animales que eyacularon una vez; S-
S = animales que copularon hasta la saciedad; | expresion reducida; 1 expresion
incrementada; Met = metanfetamina; NAc = nlcleo accumbens; CPu = caudado-putamen;

DAT = transportador de dopamina; D1R = receptor de dopamina D1; D2R = receptor de
dopamina D2
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6. Discusiodn

La hipétesis de este trabajo se divide en tres: primero supone que la
estimulacién del sistema mesolimbico dada por la exposicion a Met modificaria
el desarrollo y establecimiento de la saciedad sexual, que la estimulacién del
sistema mesolimbico dada la copula hasta la saciedad alteraria los efectos
motores y recompensantes de la Met y, finalmente que los efectos
conductuales estarian acompafiados de modificaciones en la densidad de los
receptores dopaminérgicos y la expresion del DAT en las distintas regiones del

estriado.
De acuerdo con la hipotesis, nuestros resultados mostraron que:

1) La Met alarg6 el desarrollo de la saciedad sexual y aumentd el nimero de
montas e intromisiones que las ratas macho despliegan durante las primeras
series copulatorias, mas no impidi6 que todos los animales quedaran

sexualmente saciados.

2) Los dos tipos de actividad sexual exacerbaron la hiperlocomocion que
producen dosis intermedias y altas de Met, facilitaron el desarrollo de la
sensibilizacion locomotora y prolongaron su expresion a largo plazo. Sin
embargo, la estimulacion sexual intensa no modific6 de manera generalizada

los efectos motores de la Met.

3) La condicion sexual altero el valor recompensante de la Met, para aquellos
animales que tuvieron una actividad sexual intensa dada por la cépula hasta

la saciedad.

4) Tanto la copula hasta la saciedad como la Met modificaron por si solas la
expresion de los receptores a DA y del DAT en el estriado; la primera indujo
adaptaciones especificamente en el NAc core y el CPu, mientras que la
segunda produjo modificaciones unicamente en el NAc shell.

5) Cuando la Met se administr6 a los grupos de 1E y S-S, se produjeron

cambios en el NAc shell opuestos a los que se presentaron en los animales
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gue no tuvieron previamente actividad sexual. Ademas, en los animales que si
copularon, la expresién de los D1R se redujo en esa misma region. Por otro
lado, los animales sexualmente saciados tratados con Met presentaron
cambios adicionales en los receptores dopaminérgicos del NAc core y en el
CPu.

6.1 El efecto de la metanfetamina sobre el desarrollo de la saciedad
sexual

Se ha descrito que hay dos componentes que regulan la expresion de la
conducta sexual, el componente motivacional y el componente motor (Hull et
al., 2002). Cuando un farmaco altera el componente motivacional, se modifican
las latencias de monta e intromision y el intervalo post-eyaculatorio; mientras
gue farmacos que alteran el componente motor (también denominado de
ejecucion o consumatorio) modifican el nUmero de montas e intromisiones y
la latencia de eyaculacién. Durante la coOpula hasta la saciedad se ha
observado consistentemente que los parametros motores de la copula se van
reduciendo conforme se presentan las series copulatorias sucesivas (Beach &
Jordan, 1956; Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994; Rodriguez-Manzo
et al.,, 2011). Los animales que en nuestro trabajo recibieron el vehiculo
mostraron esa reduccion en los parametros motores. Esto se ha interpretado
como la facilitacién en la ejecucion de la copula conforme la saciedad sexual
se va desarrollando (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994) y era el

resultado esperado.

La Met en cambio, afectd los parametros motores durante el desarrollo de la
saciedad sexual y retrasé el tiempo en el que las ratas quedaron saciadas.
Particularmente la dosis mas alta de Met impidié que el nUmero de montas e
intromisiones y la latencia de eyaculacién se redujeran en las primeras tres
series copulatorias. Estas alteraciones y la ausencia de efectos en la ultima
serie del desarrollo de la saciedad sexual son consistentes con los parametros

farmacocinéticos de la Met, cuyos efectos inician rapidamente (5 min) y su vida
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media es de 1 h (Melega et al., 1995; Gentry et al., 2004). Ademas, el aumento
en el niumero de montas e intromisiones y en la latencia de eyaculacién
inducidos por la Met pudo haber contribuido al retraso para lograr la saciedad
sexual. Sin embargo, la Met no afect6 el nimero de animales que se saciaron

sexualmente, ni la capacidad eyaculatoria de los animales.

En este trabajo observamos que la Met no altero los parametros asociados al
componente motivacional de la cépula, sin embargo en un reporte previo se
describe que la Met (2 y 4 mg/kg) afecta principalmente el componente
motivacional (Frohmader et al., 2010). Es posible que las discrepancias entre
nuestros resultados y los de dicho trabajo se deban a diferencias
metodoldgicas, tales como la latencia del farmaco, (0 min versus 30 min) el

criterio de inclusion de los animales y la duracién de la prueba.

A las 24 h post-saciedad, algunos de los animales pre-tratados con Met,
independientemente de la dosis, no se encontraron sexualmente inhibidos
porque desplegaron dos o tres series eyaculatorias; sin embargo, esta
proporcion de animales no fue diferente a la del grupo tratado con vehiculo.
En conclusion, la Met, un agonista indirecto de la transmision dopaminérgica
impidié6 que el desarrollo de la saciedad sexual se facilitara conforme
transcurrieron las series copulatorias sucesivas, al afectar especificamente la
ejecucion de la copula. Adicionalmente, la Met retrasd, pero no impidio, el
establecimiento de la saciedad sexual y tampoco afecté la inhibicion sexual
tipica que presentan estos animales a las 24 h. Recientemente se reporté que
el pre-tratamiento con un antagonista no selectivo de los receptores
dopaminérgicos (haloperidol) especificamente durante el desarrollo de la
saciedad sexual no impide el establecimiento de este fendmeno, nila aparicién
de la inhibicibn sexual a las 24 h post-saciedad (Gonzalez-Morales &
Rodriguez-Manzo, 2020). En cambio, de 24 a 72 h después de la copula
repetida, modificar la transmisién dopaminérgica (directa o indirectamente)
tiene un alto impacto a nivel conductual porque revierte la inhibicion sexual de

las ratas saciadas (Guadarrama-Bazante & Rodriguez-Manzo, 2019;
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Canseco-Alba et al., 2022). Con base en nuestros resultados y en esta
evidencia, es posible sugerir que alterar la transmision dopaminérgica,
aumentandola o bloqueandola, durante las series copulatorias sucesivas no

modifica la forma en que se desarrolla o se establece la saciedad sexual.

Las principales alteraciones en los parametros motores de las primeras series
copulatorias (aumento en el nUmero montas e intromisiones y en la latencia de
eyaculacion) se presentan con la dosis de 2 mg/kg de Met. Como se observo
en la prueba de actividad motora, 2 mg/kg de Met produjeron el maximo efecto
de locomocion en todos los grupos. Ademas, en una prueba piloto en la cual
administramos una dosis mayor de Met (4 mg/kg) observamos que los
movimientos estereotipados aumentaban tanto que limitaban la capacidad
copulatoria de los animales, razén por la que el experimento se suspendid. Es
posible que las alteraciones que la Met indujo sobre el desarrollo de la copula
estén influenciadas por un efecto motor inespecifico que paralelamente se

presenta, y no sobre la expresion de la conducta sexual masculina.

Se ha reportado que la magnitud con que la Met incrementa la liberacion de
DA es dependiente de la dosis (Bhimani et al., 2021). En el rango de dosis que
nosotros utilizamos, el incremento de DA en el NAc inducido por Met va de
200%, con la dosis mas baja, al 600% con la dosis mas alta (Adachi et al.,
2001; Zhang et al., 2006; Johnson et al., 2018). Nuestros resultados indican
gue la hiperdopaminergia inducida por dosis bajas (0.5 y 1 mg/kg) de Met
practicamente no interfiere con el desarrollo de la saciedad sexual, mientras
gue una hiperdopaminergia mas elevada altera los sistemas dopaminérgicos
encargados de regular el componente de ejecucion de la copula. De acuerdo
con los reportes mencionados previamente, dosis similares a las que usamos
en este trabajo (0.32, 1 y 2 mg/kg) elevan la liberacién de DA entre 50 - 120
min después de su administracion (Adachi et al., 2001; Zhang et al., 2006;
Johnson et al., 2018), mientras que la cépula hasta la saciedad lo hace hasta
por 60 min (Canseco-Alba et al., 2022). Hasta donde tenemos conocimiento,

no se ha determinado cémo se modifican los niveles de DA cuando este tipo
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de estimulos se presentan al mismo tiempo, sin embargo con base en estas
evidencias es posible pensar, que la estimulacion en la liberacion de DA
inducida por cada estimulo ocurre en la misma ventana temporal y que esto

puede provocar que la ejecucion de la cépula se deteriore.

6.2 El impacto de la condicién sexual sobre los efectos conductuales de
la metanfetamina

En esta serie de experimentos, la actividad sexual precedidé por 24 h a los
tratamientos con Met, es decir que los efectos de la Met se experimentan
cuando los tres grupos de ratas macho poseian diferente condiciéon sexual,
desde haber copulado hasta la saciedad sexual, hasta una eyaculacién o no

tener actividad sexual previa.

6.2.1 Efectos motores de la metanfetamina

Encontramos que la actividad sexual previa interfiri6 con algunos de los
efectos motores de la Met. Aquellos grupos que tuvieron actividad sexual 24 h
antes fueron los que expresaron una respuesta de locomocién exacerbada. Y
entre estos grupos, los animales que tuvieron la actividad sexual intensa (S-S)
fueron los mas vulnerable a expresar una cantidad de locomocion mayor y por
mas tiempo ante la dosis de 3 mg/kg de Met. Con la dosis més alta de Met (4
mg/kg) los animales S-S se mostraron mas sensibles al efecto de
hiperlocomocién por algunos minutos de la primera mitad de la prueba. Dichas
diferencias se desvanecieron cuando la locomocion empez0 a decaer a costa
de una mayor expresion de estereotipias. Las dosis de 3 y 4 mg/kg son
consideradas de moderadas a altas en pruebas de locomocion (Gentry et al.,
2004; Singh et al., 2012) y dosis mayores (3 — 7 mg/kg) se ha descrito que
inducen la expresion intensa de movimientos estereotipados (Balsara et al.,
1979; Ito et al., 1997; Milesi-Halle’ et al., 2007). En linea con estos datos, las
dosis altas de Met que nosotros probamos indujeron la aparicion de

movimientos estereotipados. Sin embargo, en contraste con las amplias
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diferencias que observamos en la hiperlocomocion, la cantidad de
movimientos estereotipados no varié en funcion de la actividad sexual. Con
base en estos resultados se puede concluir que la actividad sexual reciente
sensibiliza preferentemente la respuesta locomotora inducida por Met, si las

dosis son intermedias o altas (2 - 4 mg/kg).

De manera interesante, se han relacionado regiones especificas del estriado
con la regulacion de los movimientos locomotores y estereotipados inducidos
por las anfetaminas. Por ejemplo, microinyecciones de D-anfetamina o de
agonistas directos de los receptores a DA dentro del NAc incrementan la
actividad locomotora en mayor magnitud que cuando se administra en el CPu.
De manera opuesta, la administracion de dichos farmacos en el CPu induce la
aparicion de estereotipias, que no se observan con su administracion en
ambas regiones del accumbens (Costall et al., 1977; Staton & Solomon, 1984).
Con base en estas evidencias, se ha sugerido que el efecto de
hiperlocomocion de las anfetaminas esta relacionado con la activacion del
sistema mesolimbico dopaminérgico, mientras que los movimientos
estereotipados estan relacionados con la activacion del sistema nigroestriatal
(Ares-Santos et al., 2013). Dado que la actividad sexual reciente afecto la
hiperlocomocion inducida por Met, y no las estereotipias, toma relevancia el
analisis de la expresién de los receptores y del DAT en las diversas regiones

estriatales que discutiremos mas adelante.

6.2.2 Efectos en la sensibilizacion locomotora inducida por la
metanfetamina

En este trabajo encontramos que los animales mas vulnerables a los efectos
locomotores inducidos por administraciones repetidas de la Met fueron
aquellos que copularon un dia antes de iniciar el tratamiento. Asi, los dos
grupos que tuvieron actividad sexual, (lE y S-S) desarrollaron la
sensibilizaciébn locomotora con menos administraciones (a partir de la 42

administracion), y se mantuvieron sensibilizados después de un plazo largo (2
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semanas después de terminar el pre-tratamiento). La Unica diferencia entre los
grupos que si copularon fue que las ratas S-S siguieron progresando en el
desarrollo de la sensibilizacién después de la cuarta administracién de Met,
mientras que la respuesta locomotora se estancé entre la cuarta y la décima
administracion de Met en las ratas 1E. En contraste, los animales que no
copularon antes de iniciar la prueba se mostraron resistentes a desarrollar una
respuesta locomotora sensibilizada al requerir hasta diez administraciones de
Mety a expresar la sensibilizacion a largo plazo pues después de dos semanas
el efecto se desvanecio. En conclusion, la actividad sexual favorece la

expresion de la sensibilizacion locomotora a largo plazo.

Estos resultados son consistentes con los efectos agudos que se describieron
previamente al observar que los animales que copularon un dia antes de
recibir una dosis de Met se mostraron mas sensibles a la hiperlocomocion, y
con estudios que muestran que la anfetamina produce una mayor respuesta
locomotora en animales sexualmente experimentados en comparacion con la
gue produce en animales sexualmente naive (Bradley & Meisel, 2001; Pitchers
et al., 2010).

Estudios previos, muestran que las ratas sexualmente saciadas son
hipersensibles a los efectos de un agonista serotoninérgico durante un periodo
de 72 h, después de este plazo la hipersensibilidad empieza a desvanecerse
(Rodriguez-Manzo et al., 2011). Nuestros datos indican que las ratas
sexualmente saciadas también son hipersensibles a un agonista
dopaminérgico indirecto, y que la hipersensibilidad que produce este farmaco
se desarrolla hasta por 5 dias si el farmaco se administra de manera repetida.
En este trabajo no se determiné el nimero de administraciones necesarias
para llegar a una meseta en el desarrollo de la sensibilizacion de ratas
sexualmente saciadas, ni se analiz6 la expresion de las proteinas
dopaminérgicas. Estos andlisis pueden ser interesantes para evaluar las
posibles neuroadaptaciones subyacentes durante la fase de desarrollo de la

sensibilizacion.
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Existen evidencias que sugieren que modificar la transmisién dopaminérgica 'y
glutamatérgica en el ATV durante la administracién repetida de anfetamina
facilita o previene el desarrollo de la sensibilizacion (Xue et al., 1996; Del Arco
et al., 1999; Vanderschuren & Kalivas, 2000); y en particular, manipular el
receptor glutamatérgico tipo NMDA (NMDAR) pueden afectar los cambios en
el sistema mesolimbico que acompafan al desarrollo de la sensibilizacién
(Wolf et al., 1994). Recientemente se reporté que la densidad y compaosicion
de los NMDAR cambia en el ATV de las ratas sexualmente saciadas
(Rodriguez-Manzo et al., 2021). Los autores sugieren que los cambios que se
producen en este receptor pueden conducir a un aumento de la afinidad por el
glutamato y al incremento del influjo de Ca?* en las neuronas dopaminérgicas
del ATV de las ratas S-S. Si bien en este trabajo no evaluamos a los receptores
glutamatérgicos, es probable que por las similitudes metodolégicas para
inducir la saciedad sexual, los animales S-S de este experimento también
expresen los cambios en la densidad y composicion de los receptores NMDA
en el ATV vy, por lo tanto, produzcan una facilitacion en la excitabilidad del
sistema mesolimbico. En conjunto, estas evidencias nos permiten sugerir que
la facilitacién en el desarrollo de la sensibilizacién locomotora que observamos
en las ratas saciadas puede relacionarse con adaptaciones en el NMDAR que
facilitan la excitabilidad de las neuronas dopaminérgicas del sistema

mesolimbico.

Varios mecanismos estan asociados con la expresién a largo plazo de la
sensibilidad locomotora a anfetaminas; por ejemplo, una hipersensibilidad en
las sistemas dopaminérgico mesolimbico y nigroestriatal, un aumento de la
sensibilidad de los D1R en el NAc, un aumento de la fosforilacion del DAT en
el estriado y una reduccion de los receptores glutamatérgicos de tipo AMPA
(AMPAR) en el NAc (lwata et al., 1997; Lu & Wolf, 1999; Vanderschuren &
Kalivas, 2000). Dado que estos procesos ocurren en el sistema mesolimbico,
es probable que algunos de ellos se presenten en los animales que se

siguieron mostrando sensibles a la Met después de dos semanas de terminar
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el pre-tratamiento. Se requieren estudios posteriores para confirmar la

presencia de estas adaptaciones en las ratas sexualmente saciadas.

6.2.3 Efectos en la preferencia del lugar condicionada a metanfetamina

En este trabajo encontramos que la condicibn sexual alter6 el efecto
recompensante de la Met. Los animales que previamente copularon hasta la
saciedad o que no tuvieron actividad sexual expresaron un efecto
recompensante generalizado con todas las dosis, mientras que los animales
que copularon hasta lograr una eyaculacién sélo percibieron como
recompensante a la dosis intermedia de Met (0.3 mg/kg). En protocolos
similares al nuestro, la dosis de 0.3 mg/kg de Met es sub-efectiva para producir
un efecto recompensante (Schindler et al.,, 2002; Gehrke et al., 2003;
Khanegheini et al., 2021). Unicamente cuando se utiliza un procedimiento
extenso, de ocho o méas sesiones de condicionamiento, las dosis sub-efectivas
de Met (0.1 - 0.5 mg/kg) logran percibirse como recompensante (Gehrke et al.,
2006; Zakharova et al., 2009; Hofford et al., 2014). Con base en lo anterior,
podemos pensar que en nuestro experimento, todos los animales expresaron
cierta sensibilizacion al efecto recompensante de la Met dado que expresaron

una PLC con dosis sub-efectivas de Met y seis sesiones de condicionamiento.

La hipersensibilidad al efecto recompensante de la Met que aqui observamos
coincide con lo que se observa en animales sexualmente experimentados.
Pitchers y colaboradores (2010) reportan que la experiencia sexual sensibiliza
la PLC inducida con anfetamina, s6lo después de un periodo de abstinencia
sexual de 10 dias. Los autores sugieren que esta sensibilizacion se asocia a
cambios morfoldgicos en el NAc inducidos por la estimulacién sexual. Estas
evidencias pueden explicar por un lado, que en nuestro experimento la
sensibilizacién al efecto recompensante de la Met se debe a que todos los
grupos tenian un sistema mesolimbico remodelado al haber adquirido
experiencia sexual semanas antes de iniciar el experimento; y por otro lado,

puede explicar por qué el grupo C se mostré sensible a todas las dosis de Met,
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ya que los animales pasaron por un periodo de inactividad sexual (6-7 dias)
entre el inicio del condicionamiento y la Gltima sesidn copulatoria del periodo

de entrenamiento.

Las ratas que eyacularon repetidamente (S-S) antes del condicionamiento
percibieron que todas las dosis probadas de Met fueron recompensantes;
mientras que para el grupo que eyaculd solo una vez, las dosis mas alta y baja
de Met carecieron de efecto. Estas diferencias no se pueden relacionar con un
periodo de inactividad sexual, pero pueden estar asociadas con cambios en el
funcionamiento del sistema mesolimbico inducidos por la cantidad de
estimulacion sexual reciente. Por ejemplo, 24 h después de la S-S estos
animales expresan un tono hipodopaminérgico en el NAc, que no se presenta
en aquellos animales que copulan hasta 1E (Canseco-Alba et al., 2022). Dado
gue nosotros inducimos la saciedad sexual de la misma manera que en el
trabajo que se mencion0, es probable que los animales S-S, a diferencia de
los otros grupos, tengan un tono dopaminérgico reducido precisamente al
iniciar el condicionamiento con la Met. Diversos autores han hipotetizado que
entre mayor diferencia hay entre el estado dopaminérgico basal y el que
produce una drogas de abuso, es mas facil percibir el efecto hedoénico o
recompensante de la sustancia (Koob & Le Moal, 2001; George et al., 2012).
Por ejemplo, en un modelo de hipodopaminergia en el NAc que estéa asociado
al alto consumo espontaneo de etanol, se reportan resultados que coinciden
con los nuestros ya que estos animales son hipersensibles al efecto
recompensante de la cocaina y también a la hiperlocomocion que producen
las anfetaminas (Stromberg & Mackler, 2005; Mathews et al., 2009; Ericson et
al., 2019). Adicionalmente, utilizando otros protocolos, se ha relacionado que
los animales con un estado hipodopaminérgico producido por factores
naturales o artificiales son mas sensibles a los efectos adictivos de varias
drogas de abuso (Di Chiara & Imperato, 1988a; Karkhanis et al., 2019; Samaha
et al., 2021; Sanna et al., 2021). Con base en estas evidencias es probable
que la hipersensibilidad que las ratas S-S mostraron a los efectos
recompensantes de la Met se asocie con el tono hipodopaminérgico en el NAc.
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6.3 Expresion de los receptores a DA y del DAT en el estriado después

de la metanfetamina o de la actividad sexual

Se ha descrito que los efectos conductuales de las anfetaminas son procesos
modulados en las diferentes subregiones del accumbens; el NAc shell
contribuye a los efectos recompensantes de estas drogas y el NAc core
participa en la hiperlocomocion (Carr et al., 1988; Boye et al., 2001; Sellings &
Clarke, 2003). Ademas, el nucleo CPu regula los efectos motores inducidos
por anfetaminas y es activado por la conducta sexual (Pfaus et al., 1990;
Damsma et al., 1992). Por lo tanto, en este estudio consideramos relevante
analizar cambios en los receptores a DAy en el DAT en las diferentes regiones
del estriado producidos por la actividad sexual, o por la Met, y cuando los

animales experimentaron ambos estimulos.

6.3.1 Efectos de los tratamientos con metanfetamina

Los dos tratamientos con Met en animales que no copularon previamente a la
administracion del farmaco (grupo C) modificaron la expresion de las proteinas
en el NAc shell. Es decir, el tratamiento agudo redujo la expresion de los D2R
en el NAc shell; mientras que la administracion repetida del farmaco
incremento los niveles de DAT en esa misma region. Pocos trabajos han
relacionado cambios en la expresion de proteinas con dosis bajas de Met
como las que usamos en este estudio. Por ejemplo, Chauhan y colaboradores
(2014) encontraron un decremento similar al que encontramos en la expresion
del D2R con una administracion aguda de Met, pero con el doble de la dosis y
en sinaptosomas del CPu; mientras que Broom y Yamamoto (2005) reportan
un aumento de la densidad del DAT en el NAc similar al que aqui reportamos,
con la diferencia de que ellos lo observan con una dosis mas alta y con mayor
numero de administraciones (0.3 mg/kg, por 3 dias versus 2 mg/kg al dia, por
10 dias). Estas evidencias y nuestros resultados apoyan la idea de que la Met,
incluso de manera aguda, es capaz de modificar los niveles del D2R y del DAT

en el estriado.
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Como se mencion6 brevemente, el grupo C posee un sistema mesolimbico
remodelado por la adquisicion de experiencia sexual. Entre los cambios que la
actividad sexual genera en el NAc de roedores hembras y machos hay un
aumento en el numero de espinas dendriticas (Pitchers et al., 2010; Staffend
et al., 2014), una sensibilizacion de la liberacién de DA ante la estimulaciéon
sexual (Kohlert & Meisel, 1999) y una facilitacion de la acumulacion de AMPc
y de los factores de transcripcion c-Fos y AFosB involucrados en la activacion
neuronal (Bradley & Meisel, 2001; Bradley et al., 2004; Pitchers et al., 2010).
Este tipo de cambios pudieron volver a los animales C mas reactivos a que la
Met modificara la densidad de los D2R y del DAT. Seria importante hacer la
comparacién sobre los cambios moleculares inducidos por la Met entre

animales con y sin experiencia sexual para comprobar dicha hipotesis.

6.3.2 Efectos de la actividad sexual

En contraste con los efectos de la Met, los cambios en la expresién de los
receptores dopaminérgicos y del DAT inducidos por la actividad sexual se
confinaron a la region core del NAc y al CPu. Esto se observé dos dias
después de la actividad sexual (1E o S-S), donde disminuy6 la densidad del
DAT en el NAc core y del D2R en el CPu en ambos grupos, e incremento la
expresion de los D1R en el NAc core en los animales S-S. Hasta donde
tenemos conocimiento, este es el primer estudio que correlaciona cambios en
la expresion de los receptores dopaminérgicos y del DAT estriatales con la
estimulacién sexual reciente en ratas macho sexualmente experimentadas,
por lo que podemos hipotetizar que la regulacion a la baja del DAT en el NAc
core y del D2R en el CPu resulta del despliegue reciente de la conducta sexual,
independientemente de su intensidad; mientras que la regulacion a la alta de
los D1R en el NAc core resulta de una estimulacion sexual intensa dada por la

copula hasta la saciedad.

La presencia de cambios en el NAc core y en el CPu asociados a la actividad

sexual van en linea con el papel que tienen ambas regiones en la modulacion
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de conductas motivadas por estimulos naturales como la copula o los
alimentos apetitosos (Pfaus et al., 1990; Damsma et al., 1992; Corbit et al.,
2001; Palmiter, 2008; Berridge & Kringelbach, 2015; Dai et al., 2022). El
incremento en la densidad de los D1R selectivamente en el NAc core de las
ratas S-S es similar a lo que reportan Staffend y colaboradores (2014) en
hamsteres hembras, en donde la actividad sexual aumenta la densidad de
espinas dendriticas que expresan especificamente D1R en las NEM de la
region core del NAc. No obstante, a diferencia de ese trabajo, nosotros
observamos que la actividad sexual también modifica la expresion del D2R en
el CPu y del DAT en el NAc core. Las discrepancias pueden explicarse por la
forma en que se estimula la actividad sexual, la especie y el sexo de los

animales.

Se han reportado cambios moleculares en varios sistemas de
neurotransmision en el sistema mesolimbico de las ratas sexualmente
saciadas. Por ejemplo, en el ATV de las ratas S-S se observa la internalizacion
del receptor opioidérgico p y del receptor endocannabinoide CB1, asi como
cambios en la composicién de los receptores glutamatérgicos (Gardufio-
Gutiérrez et al., 2013b; Rodriguez-Manzo et al., 2021); mientras que en el NAc
se observan alteraciones en el tono y liberacién de DA (Canseco-Alba et al.,
2022). Asi, el incremento de los D1R en el NAc core que nosotros observamos
en las ratas S-S se suma a los cambios que previamente se han reportado y
en conjunto sugieren que la copula hasta la saciedad es un estimulo suficiente
para desencadenar neuroadaptaciones en el sistema mesolimbico

dopaminérgico y en los sistemas de neurotransmision que lo modulan.

En este trabajo observamos que la mayoria de las adaptaciones resultado de
la actividad sexual reciente fueron transitorias, porque casi todas
desaparecieron después de seis dias de haber copulado, y sélo persisti6 el
decremento del DAT en el NAc core de las ratas S-S. Es posible que la
liberacién prolongada de DA, dada por la copula intensa, pueda demandar una

mayor recaptacion del neurotransmisor que realiza el transportador e impactar
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a largo plazo en su densidad. Hasta este momento, no tenemos una
explicacion al incremento en la expresion del DAT en el CPu observado 6 dias
después de que los animales tuvieran 1E. Este hallazgo requiere mayor

investigacion en el futuro.

Finalmente, con el andlisis de los cambios en los receptores dopaminérgicos
y en el DAT inducidos por la Met o la actividad sexual podemos concluir que
bajo nuestras condiciones observamos una disociacion de las regiones
estriatales que cada uno afecta. Estos resultados pueden reflejar que
estimulos recompensantes que tienen en comdn aumentar la liberacién de DA
en el estriado, al ser de diferente naturaleza, reclutan preferentemente
neuronas de subregiones particulares. Recientemente se ha empezado a
analizar si existe una selectividad en los sistemas o circuitos que procesan el
componente adictivo de las drogas de abuso y de las recompensas naturales
(Nall et al., 2021), sin embargo, estos analisis todavia no son concluyentes y
por ahora ninguno se ha enfocado a hacer esa comparacién con la conducta

sexual.

6.3.3 Interaccion entre la actividad sexual y las adaptaciones inducidas
por Met

En este trabajo encontramos que los efectos de los tratamientos con Met se
modificaron si los animales copulan un dia antes de recibir el farmaco. Asi,
contrario a lo que la Met produjo en el NAc shell, cuando la actividad sexual le
precedio, la expresion de los D2R, en vez de disminuir, aumenté con la
administracion aguda (3 mg/kg); y la expresion de DAT, en vez de aumentar,
disminuyé con el tratamiento repetido (0.3 mg/kg). Estos resultados muestran,
por primera vez, que la estimulacion sexual es suficiente para invertir los
cambios en la expresion del D2R y del DAT en el NAc shell inducidos por la
Met.

Adicionalmente, ambos tratamientos indujeron nuevas modificaciones en el

NAc shell y core y en el CPu, particularmente en las ratas S-S. No podemos
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discernir si la estimulacion sexual intensa y/o el tono hipodopaminérgico de las
ratas S-S favorece que la Met induzca neuroadaptaciones adicionales en el
estriado, pero podemos sugerir que esta condicién sexual favorece que todo
el estriado se vuelva reactivo a los efectos moleculares de los
psicoestimulantes. En conclusiéon, un estimulo natural como es la conducta
sexual puede modificar los efectos moleculares de una droga de abuso; y la
intensidad de dicha estimulacion es relevante porque a mayor estimulacion

sexual, mas se extienden las afectaciones inducidas por la Met en el estriado.

En conjunto, estos resultados aportan evidencias adicionales a los
antecedentes que existen sobre la capacidad de los psicoestimulantes para
producir adaptaciones en el estriado (Sun et al., 2003; German et al., 2012;
Ashok et al., 2017) y amplian las evidencias de que, aun a dosis bajas y con
tratamientos sub-crénicos, la Met pueden generar adaptaciones si el sistema
mesolimbico de los sujetos esta sensibilizado. Estos resultados también van
en linea con los antecedentes que sugieren que los cambios plasticos
inducidos por estimulos naturales pueden ser distintos a los que se producen
por recompensas artificiales (Berridge & Kringelbach, 2015; Nall et al., 2021).
Sin embargo, si el estriado se activa intensamente por un estimulo natural,
éste se muestra mas reactivo a un psicoestimulante pese a que ambos

estimulos no coincidan temporalmente.
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7. Resumen de resultados

Los hallazgos de esta investigacion se resumen a continuacion:

La Met interfiere con el desarrollo de la saciedad sexual al limitar el
efecto facilitador en la ejecucion de series copulatorias sucesivas y
retrasar el establecimiento de la saciedad sexual, pero no impide que el
fendmeno se establezca, ni altera la expresion de la inhibicion sexual
gue lo caracteriza.

La actividad sexual no modifica de manera generalizada los efectos
locomotores y recompensantes de la Met; la actividad sexual intensa
dada por la cépula hasta la saciedad amplifica ambos efectos mientras
gue la ejecucion de 1E so6lo aumenta las acciones motoras de esta
droga de abuso.

La sola estimulacibn con Met o por la actividad sexual cambia la
densidad de los D1R, D2R y del DAT, y estas adaptaciones se
presentan en distintas regiones del estriado, segun la naturaleza del
estimulo. La Met, aguda o repetida, modifica la densidad de los D2R y
del DAT en el NAc shell (Fig.18a), mientras que la actividad sexual,
independientemente de su intensidad, altera la expresion de los
receptores a DAy del DAT en el NAc core y en el CPu (Fig.18b).

La actividad sexual induce neuroadaptaciones opuestas a las
producidas por la Met. Esta ultima modifica a los D2R y al DAT en el
NAc shell, mientras que la en los animales sexualmente saciados la Met

induce neuroadaptaciones en los D1R del NAc core y del CPu (Fig.18c).
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Figura 18. Relacion de cambios moleculares producidos por la condicién sexual y el
esquema de tratamiento con metanfetamina. (a) Después de la administracion aguda
o repetida de metanfetamina (Met) se observaron cambios en la expresién del
receptor a dopamina tipo D2 (D2R) y del transportador de dopamina (DAT) en la
region shell del nacleo accumbens (NAc). (b) Después de la actividad sexual hasta
una eyaculacion o hasta la saciedad sexual los cambios en la expresién de los
receptores a dopamina y del transportador se limitaron al NAc core y al ndcleo
caudado-putamen (CPu). (c) Cuando los animales primero experimentaron la
actividad sexual y 24 h después las administraciones de Met, los cambios en la
densidad de los receptores a dopamina y del transportador se extendieron a todas las
subregiones del estriado y a nivel conductual, los animales que copularon hasta la
saciedad sexual se mostraron mas sensibles a los efectos locomotores vy
recompensantes de la Met.
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8. Conclusiones
Los resultados obtenidos nos permiten confirmar la hipétesis planteada, ya que
la Met modificd el desarrollo y el establecimiento de la saciedad sexual, la
copula hasta la saciedad sexual aumentd los efectos motores y
recompensantes de la Met y se detectaron modificaciones en la densidad de
los receptores dopaminérgicos y en la expresion del DAT en las distintas

regiones del estriado involucradas en la modulacion de estas conductas.

En conclusion este trabajo demuestra es que una conducta motivada de tipo
natural, como es la actividad sexual, modifica los efectos de un
psicoestimulante tanto a nivel conductual como a nivel molecular, lo que
evidencia la existencia de un fenbmeno de sensibilizacién cruzada entre

estimulos recompensantes de diferente naturaleza.
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9. Perspectivas

A patrtir de los resultados obtenidos se plantean las siguientes perspectivas:

Determinar las concentraciones de DA en las distintas regiones del
estriado a través de técnicas con una alta resolucion temporal,
principalmente en dos momentos, 1) mientras concurren la copula hasta
la saciedad y la administracion de anfetaminas para determinar si los
incrementos en la concentraciones de DA se presentan en las mismas
regiones y si son respuestas que se suman, potencian 0 no
interaccionan; y 2) cuando se administra Met a las 24 h post-saciedad
sexual para analizar la magnitud del incremento de DA inducido por la
droga en animales con un tono hipodopaminérgico.

Estudiar si en un modelo animal de hipodopaminergia estriatal
reversible, quimiogenéticamente u optogenéticamente inducido, se
modifica el componente motivacional de una conducta recompensante
como es la conducta sexual, y en particular si bajo estas condiciones
cambia la forma en que se desarrolla la saciedad sexual y se expresa
la inhibicion sexual a las 24 h.

Profundizar sobre la respuesta de las neuronas dopaminérgicas de los
sistemas mesolimbico o nigroestriatal al evaluar sus disparos y la
cantidad de neurotransmisor liberado a lo largo de la prueba de
sensibilizacion locomotora, mediante registros electrofisiolégicos vy
voltametria ciclica de escaneo rapido en animales en libre movimiento,
esto para correlacionar si la respuesta locomotora exacerbada es
dependiente de una respuesta neuronal sensibilizada.

Evaluar a los receptores glutamatérgicos (receptores AMPA y NMDA)
del estriado debido a que hay evidencias que indican la participacion de
estas proteinas en el desarrollo y expresiéon de la sensibilizacién
locomotora. En el mismo sentido, la corteza prefrontal y el ATV
participan en la sensibilizacion locomotora por lo que seria interesante

estudiar cambios en las proteinas dopaminérgica y glutamatérgicas de
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los animales que cursan por la actividad sexual y la sensibilizacién
locomotora.

Analizar si las ratas sexualmente saciadas se siguen mostrando
hipersensibles a un protocolo extendido de la PLC (extincién y
reinstauracion), esto sugeriria que la saciedad sexual se relaciona con
una vulnerabilidad a los procesos de la adiccion como la abstinencia o
la recaida. También seria relevante probar si drogas de abuso opioides
y cannabinoides en la prueba de PLC debido a que esos sistemas de
neurotransmision sufren adaptaciones después de la saciedad sexual.
Estudiar si la interaccion entre la saciedad sexual y la administracién de
Met es mas evidente con administracion de Met intra-NAc que de
manera sistémica.

Identificar los mecanismos moleculares que controlan el incremento o
disminucion de la expresion del DAT con distintos estimulos
recompensantes y sSi se presentan cambios paralelos en su
funcionamiento.

Evaluar si los receptores dopaminérgicos de las ratas tratadas con
distintos tipos de estimulos recompensantes expresan de manera inicial
cambios en su funcionamiento que los hagan mas sensibles, por
ejemplo, al estudiar la union de sus ligandos y la actividad de la
adenilato ciclasa.

Corroborar la naturaleza de las neuronas espinosas medias donde se
producen los cambios en la expresion de los receptores dopaminérgicos
y hacia qué regiones dirigen sus aferencias.

Caracterizar los cambios moleculares inducidos por los estimulos del
sistema dopaminérgico en las distintas areas cerebrales involucradas

en la regulacion.
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Abstract

Rationale Drug and natural rewarding stimuli activate the mesolimbic dopaminergic system. Both methamphetamine (Meth)
and copulation to satiety importantly increase dopamine (DA) release in the nucleus accumbens (NAc), but with differences
in magnitude. This paper analyzes the interaction between Meth administration and the intense sexual activity associated
with sexual satiety.

Objectives To evaluate possible changes in Meth-induced behavioral effects and striatal DA-related protein expression due
to sexual satiety.

Methods Meth-induced locomotor activity and conditioned place preference (CPP) were tested in sexually experienced male
rats that copulated to satiety (S—S) or ejaculated once (1E) the day before or displayed no sexual activity (control group;
C). DA receptors and DA transporter expression were determined by western blot in the striatum of animals of all sexual
conditions treated with specific Meth doses.

Results Meth’s locomotor and rewarding effects were exacerbated in S-S animals, while in 1E rats, only locomotor effects
were enhanced. Sexual activity, by itself, modified DA-related protein expression in the NAc core and in the caudate-putamen
(CPu), while Meth treatment alone changed their expression only in the NAc shell. Meth-induced changes in the NAc shell
turned in the opposite direction when animals had sexual activity, and additional changes appeared in the NAc core and
CPu of S-S rats.

Conclusion Sexual satiety sensitizes rats to Meth’s behavioral effects and the Meth-induced striatal DA-related protein
adaptations are modified by sexual activity, evidencing cross-sensitization between both stimuli.

Keywords Nucleus accumbens - Caudate-putamen - Male sexual behavior - Methamphetamine - Dopamine receptors -
Dopamine transporter - Conditioned place preference - Hyperlocomotion - Mesolimbic system - Natural and drug rewards

Introduction Bardo 2013; Morales and Margolis 2017). Natural and drug-

rewarding stimuli induce the release of accumbal DA, but to a

The mesolimbic dopaminergic system (ML-DA) comprises
dopamine (DA) neurons located in the ventral tegmental area
(VTA) that project to the nucleus accumbens (NAc), prefrontal
cortex, and other limbic structures like the amygdala, septum,
ventral pallidum, bed nucleus of the stria terminalis, and olfac-
tory tubercle (Ikemoto and Panksepp 1999; Ikemoto 2007;
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different extent. For example, sexual activity and other natural
rewarding behaviors increase DA extracellular concentrations
in the NAc of rodents by around 150 to 200% (Pfaus et al.
1990; Damsma et al. 1992; Fiorino et al. 1997; Bassareo and
Di Chiara 1999), whereas amphetamine-like drugs increase
them by as far as 1000% (Butcher et al. 1988; Di Chiara and
Imperato 1988; Kuczenski et al. 1991; Egenrieder et al. 2020).

When sexually experienced male rats are allowed to copulate
ad libitum with a sexually receptive female, they will ejaculate
repeatedly until becoming sexually satiated (S—S); typically,
5-12 ejaculations in a period of 2.5 h (Beach and Jordan 1956;
Rodriguez-Manzo and Fernandez-Guasti 1994; Hull and Rod-
riguez-Manzo 2017). Repeated ejaculation during copulation
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to satiety directly correlates with sustained DA elevation in the
NAc, which returns to baseline levels once sexual activity ceases
(Fiorino et al. 1997; Canseco-Alba et al. 2022). Rats that ejacu-
late only once (1E) show a NAc DA increase similar to that of
animals that copulate to satiety, but this response lasts longer in
the latter group. Differences between 1E and S—S males become
more evident 24 h after finishing the sexual activity, when S—S
rats exhibit physiological changes that suggest the occurrence
of neuroadaptations. For instance, S—S animals have a hypodo-
paminergic basal tone in the NAc that does not occur in the 1E
rats. Moreover, exposure to a sexually receptive female at this
time (24 h after sexual activity) increases again DA levels in 1E
animals but not in the S-S rats, in which DA levels decrease
further (Canseco-Alba et al. 2022). Hence, the functioning of
the ML-DA system is altered in S-S animals.

Methamphetamine (Meth) is a substrate for both the vesicu-
lar monoamine transporter (VMAT?2) and the membrane DA
transporter (DAT). By interacting with VMAT2, Meth causes
the release of DA from the synaptic vesicles into the cytoplasm,
where DA is recognized by DAT and, due to the activation of DAT
reverse transport, DA is released into the synaptic cleft (Sulzer
et al. 2005; Chiu and Schenk 2012; Reith and Gnegy 2020). As a
result, Meth induces a massive DA release that is detected in the
striatum (NAc and caudo-putamen (CPu) (Kuczenski et al. 1991;
Shoblock et al. 2003; Izawa et al. 2006; Zhang et al. 2006).

Meth produces rewarding and motor effects (Hiroi and White
1991; Conti et al. 1997; Gu et al. 2019; Bhimani et al. 2021)
related to DA receptor activation in the NAc, but the CPu, the
VTA, and the prefrontal cortex also modulate them (Vander-
schuren and Kalivas 2000; Tzschentke 2007). Rewarding effects
occur at a broad range of Meth doses (Schindler et al. 2002;
Zakharova et al. 2009; Thorn et al. 2012; Taslimi et al. 2018).
In contrast, only low to moderate Meth doses increase spontane-
ous locomotor activity, because high doses produce stereotyped
behaviors that limit locomotion (Grilly and Loveland 2001;
Gentry et al. 2004; Hall et al. 2008; Jing et al. 2014a, b).

Both sexual activity and Meth activate the ML-DA and,
as mentioned before, male rats that copulate to satiety appear
to have a remodeled ML-DA circuit, which might modify
Meth-induced effects. Thus, the aim of the present study
was to evaluate Meth-induced motor and rewarding effects
in S-S male rats as compared to animals that had 1E or no
recent sexual activity and investigate possible changes in
striatal D1 (D1R) and D2 dopamine receptors (D2R), and
DAT expression associated with these stimuli.

Materials and methods
Animals

We used sexually experienced adult male Wistar rats
(250-300 g body weight) in all our experiments. To
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render them sexually experienced, males were subjected
to copulatory tests with receptive females, every other day.
Males that ejaculated in less than 15 min in at least 3 out
of 5 tests were considered sexually experienced. Sexu-
ally receptive intact adult female Wistar rats were used
as sexual stimuli; sexual receptivity was induced by the
sequential s.c. injection of estradiol benzoate (13 pg/rat)
followed 24 h later by progesterone (7 mg/rat).

The Cinvestav-Sede Sur vivarium provided all animals,
which were maintained in groups of 8 per cage, under an
inverted light/dark cycle (12/12 h, lights on at 22:00 h) and
controlled temperature (22 °C) and humidity (50-60%).
Food and water were available ad libitum, except during the
behavioral tests. Our Institutional Committee for the Care
and Use of Laboratory Animals (Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, CICUAL)
approved all experimental procedures (protocol 0230-16),
which complied with the regulations established in the Mexi-
can Official Norm for the use and care of laboratory animals
(NOM-062-Z00-1999), and the ARRIVE guidelines for
in vivo experimentation (Kilkenny et al. 2013).

Sexual activity

Sexual activity was regulated by the males and took place in
cylindrical polycarbonate arenas (60 x40 cm) with a thick
sawdust floor. Males were individually placed into the arena
and allowed to habituate for 5 min before introducing a sin-
gle sexually receptive female. Then, sexual interaction was
allowed until completing one ejaculation or achieving the
sexual satiety criterion, i.e., a 90-min period without ejacu-
lation after the last ejaculatory response (Rodriguez-Manzo
etal. 2011). Males were returned to their home cages at the
end of the tests.

Drugs

Methamphetamine hydrochloride (purity confirmed by Fou-
rier Transform Infrared Spectrometry) was donated by the
Ministry of Health, Mexico City, Mexico. The drug was dis-
solved in 0.9% saline solution. Meth was i.p. administered
for acute treatments and s.c. injected for repeated treatment
in a final volume of 1 ml/kg. Meth solutions were freshly
prepared before each use. Sodium pentobarbital (200 mg/
kg, i.p., Pisa, Mexico City, Mexico) was used to anesthetize
the animals before brain extraction.

Motor activity test

Motor activity was recorded with an electronic actimeter
(Panlab, Barcelona, Spain) equipped with one infrared beam
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frame (16 x 16 cells, 2.5 cm each, 3 cm above the floor)
and coupled to an acrylic cage (45x45x45 cm). Data
were recorded by Sedacom software (Panlab, Barcelona,
Spain). The procedure began with the individual habitua-
tion of males to the apparatus (30 min), followed by drug
or vehicle injection and movement recording for 60 min,
at 3-min intervals. To eliminate odor traces, the apparatus
was cleaned with ethanol (70%) between tests. The software
recorded four types of movements: fast and slow ambula-
tory movements, and fast and slow stereotyped movements.
Motor activity data are expressed as the sum of fast and slow
ambulatory movements (locomotor activity) and the sum of
slow and fast stereotyped movements.

Conditioned place preference (CPP) test

The CPP test allows the assessment of drugs’ rewarding
effects. The apparatus consisted of a two-chamber box
(60x30x45 cm) divided by a central wall provided with a
removable door (10X 12 cm). Both compartments differed
in color, lighting, and flooring. One had dark walls, indirect
light, and a steel bar floor; the other had black/white striped
walls, dim light, and a wire mesh floor. The protocol con-
sisted of 3 phases, (1) habituation and pre-test, (2) condition-
ing, and (3) post-test (Mueller and de Wit 2011). All tests
were conducted under white noise (60-65 dB). Habituation
phase: A total of 4 independent habituation sessions were
performed, 2 sessions per day, separated by a 5-h interval.
In each session, rats were introduced individually into the
apparatus and allowed free access to both compartments for
15 min. To determine the time spent in each compartment,
the last habituation session (pre-test) was videorecorded
and animals spending less than 30% of the time in one of
the compartments were discarded. Conditioning phase: A
biased design was used, in which the drug was adminis-
tered in the compartment where the subject spent less time
(non-preferred compartment), and the vehicle was admin-
istered in the compartment where the subject spent more
time (preferred compartment). During the first conditioning
session, half of the animals were introduced into the non-
preferred compartment immediately after receiving the drug
and maintained undisturbed for 30 min. During the second
conditioning session of the day, the vehicle was administered
in the preferred compartment and the animal was left inside
for 30 min. During the following days, the administration
order was reversed. For the other half of the animals, the
sequence of drug and vehicle conditioning sessions was
counterbalanced. A total of six conditioning sessions (3
with drug and 3 with vehicle) were conducted. During the
last phase, the post-test, animals were allowed again free
access to both compartments for 15 min and this session was
videorecorded. The apparatus was carefully cleaned between
sessions. The rewarding effect was determined with a CPP

score, obtained by subtracting the time spent in the non-
preferred compartment during the pre-test, from the time
spent in this same compartment (drug-paired) during the
post-test (McKendrick and Graziane 2020). Positive scores
indicate the establishment of a CPP.

Tissue sample processing

Twenty-four hours after the end of the experiments, animals
were deeply anesthetized, their brains removed in less than
2 min and stored at — 80 °C until further use. Based on the
coordinates of a rat stereotaxic atlas (Paxinos and Watson
2009), coronal slices (150 um) of the region containing the
striatum (2.52 to 0.84 mm relative to bregma) were obtained
using a cryostat (—23 °C; Hyrax C25, Zeiss, Waldorf, Ger-
many). Samples of NAc shell, NAc core, and CPu were
collected from both hemispheres in each slice, with the aid
of sample corers (0.75, 1, and 3 mm; Fine Science Tools
Inc., Foster City, CA, USA). Samples were homogenized in
a buffer containing 250 mM sucrose (Sigma-Aldrich, cat.
S-0389), 1 mM EDTA (Sigma-Aldrich, cat. EDS), 10 mM
Tris (Bio-Rad, cat. 1610716) pH 7.2, supplemented with a
protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher, cat. 78430); the
buffer was added to NAc core and shell samples (100 pl)
and to CPu (300 pl) samples. Tissues were emulsified with
a Teflon-type pestle (Thomas Scientific, cat. 3432N55,
Swedesboro, NJ, USA), adapted to a tissue homogenizer
(BioSpec Products Inc., cat. 985370 Bartlesville, OK, USA),
with 10 pulses, 5000 rpm, at 4 °C. The homogenates were
centrifuged (3000 x g 15 min, 4 °C; Z233 MK2 Hermle
Labortechnik GmbH, Wehingen, Germany) and superna-
tants were transferred for a second centrifugation (14,000 X g
30 min, 4 °C). The resulting supernatants were reserved
for protein determinations. Protein concentration on each
sample was determined with a DC protein assay kit (Bio-
Rad, cat. 5000116) and a spectrophotometer (wavelength of
750 nm; Epoch Biotek-Instrument, Winooski, VT, USA).
Calculations were done to load 22.5 pg of protein from each
sample per gel lane.

Western blot

The molecular weight (MW) standards (Bio-Rad,
cat.1610376) and protein samples were diluted with Lae-
mmli buffer (Sigma-Aldrich, cat. S3401), and each sample
was supplemented with 35% 2-mercaptoethanol (Sigma-
Aldrich, cat. M7522). Samples for DAT determinations
were boiled for 1 min, whereas samples for DIR and D2R
determinations were boiled for 5 min. Denatured protein
samples were separated on a discontinuous (4-7.5%)
SDS—polyacrylamide gel (for 2.5 h, 90 mV; Mini-protean
Tetra chamber, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Proteins
were electrophoretically transferred (1 h, 100 mV) from
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gels to nitrocellulose membranes (0.45 um; Santa Cruz,
cat. SC201706). Blotted membranes were rinsed with
10 mM sodium phosphate buffer (PBS) with 0.09% NaCl
(1%, 10 min) and blocked with the PBS buffer contain-
ing 0.3% Tween-20 (Bio-Rad, cat 1706531), 3% teleostean
gelatin (Sigma-Aldrich, cat. G7765), and 0.1-0.12% nonfat
milk (0.1% for DIR detection; 0.11% for D2R and actin;
0.12% for DAT, 60 min; Bio-Rad, cat. 1706404). Mem-
brane blots were incubated overnight at 4 °C with mouse
anti-D1R (Santa Cruz, cat. sc33660, diluted 1:300), rabbit
anti-D2R, (Millipore, cat AB5084P, diluted 1:1500), rab-
bit anti-DAT (Sigma-Aldrich, cat. D6944, diluted 1:1600),
and goat anti-B-Actin, (Santa Cruz, cat. SC1616,
diluted 1:7500) in the blocking solution. After washing
with the gelatin/Tween-20/PBS solution (4 X, 10 min),
the membranes were incubated with the blocking solu-
tion and secondary antibodies: HRP donkey anti-mouse
(cat. 115-035-003, diluted 1:1000 for DIR determination),
HRP donkey anti-rabbit (cat. 711-035-152, diluted 1:9000
for D2R determination and 1:12000 for DAT determina-
tion), and HRP donkey anti-goat (cat. 705-036-147,
diluted 1:5000), all purchased from Jackson ImmunoRe-
search. The MW standard was incubated with StrepTactin
(Bio-Rad, cat. 161-0380, diluted 1:90000). Membranes
were washed with 0.1% Tween-20/PBS (4 X, 10 min) fol-
lowed by PBS washes (2 X, 5 min) and incubated with an
enhanced chemiluminescence kit (Bio-Rad, cat.170-5061).
Antibodies bound to membranes were visualized on X-ray
blue films (Carestream Health Inc., cat. 6041222, Windsor,
CO, USA). The relative optical densities (O.D) of bands
were analyzed with the Image Studio Lite 5.2.5 software
(LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). Densities were
normalized against actin and the results were expressed in
arbitrary units.

MW and O.D. of the labeled protein bands were deter-
mined by an examiner who was not aware of the treatment
group from which the tissue was obtained.

Statistical analyses

A one-way analysis of variance (ANOVA) test was used
to compare three independent groups. Two-way ANOVAs
were used to compare type of movement, sexual condition,
and their interaction (type of movement X sexual condition);
or treatment, sexual condition, and their interaction
(treatment X sexual condition). Comparisons along time
among the different sexual conditions were conducted by
means of repeated measures (RM) two-way ANOVA. The
Tukey multiple comparisons test was used for post hoc
analyses. We considered P-values <0.05 as statistically
significant. The Prism 8.2.1 software (GraphPad, San
Diego, USA) was employed for all statistical analyses. Data
are expressed as mean =+ standard error of the mean (SEM).
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Experimental design

Behavioral procedures were always conducted at the same
time of the day, during the dark phase of the cycle, under
red dim light. We randomly assigned the sexually experi-
enced animals to one of three main groups: rats without
recent sexual activity for at least 4 days, which served as
the control group (C); animals that ejaculated once 24 h
before the behavioral tests (1E); and animals that copu-
lated to satiety the day before the behavioral tests (S-S).

Experiment 1. Effect of sexual condition on Meth-induced
locomotor activity

To determine if recent sexual activity affected Meth-
induced locomotion, males of each sexual condition were
injected with Meth (0.5, 1, 2, 3, or 4 mg/kg) or vehicle
24 h after sexual activity (day 2) and their locomotor
activity was recorded for 60 min. On day 3, brains were
extracted from the males acutely treated with 3 mg/kg
Meth or vehicle (n=3). Western blots for D1IR, D2R, and
DAT were performed using samples from NAc shell, NAc
core and CPu (Fig. 1a).

Experiment 2. Effect of sexual condition on Meth-induced
cPP

In this experiment, males were habituated to the CPP
apparatus for two consecutive days. Thereafter, on day 1 of
the experiment, they performed sexual activity, either 1E
or S-S, while C animals remained in their home cage. On
days 2 to 4, CPP conditioning sessions were conducted in
animals of each sexual condition, alternating Meth (0.03,
0.3, or 3 mg/kg) and vehicle sessions. After one resting
day, all males were tested for place preference (Fig. 1b).
Non-conditioned (NC) animals of each sexual condition
were subjected to the same phases but received vehicle in
all sessions. Twenty-four hours after the CPP test, brains
from the groups conditioned with 0.3 mg/kg Meth and
from their corresponding NC groups (n =3) were obtained
for western blot analyses.

Results

Recent sexual activity enhances Meth-induced
locomotor effects

Inverted U-shaped dose-response curves were obtained in
all groups after Meth administration. In general, 0.5 to 2 mg/
kg Meth increased locomotion, whereas higher doses (3 and
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Fig.1 Experimental design. Sexually experienced male rats were
assigned to one of three groups: Control animals (C) that did not
copulate, rats that ejaculated once (1E), and males that copulated to
satiety (S—S) the day before the experiment. a Experiment 1. Inde-
pendent groups of animals of each sexual condition (n=8 each) were
i.p. injected with different Meth doses or its vehicle and were tested
immediately after for locomotor activity during 60 min. Twenty-four
hours later, brains from animals receiving 3 mg/kg Meth or vehicle
(n=3 each) were dissected for western blot analyses. b Experiment

4 mg/kg) produced smaller effects and induced pronounced
stereotyped behavior. In C and 1E rats, maximum locomo-
tion was achieved with 2 mg/kg Meth, while in S—S animals,
both 2 and 3 mg/kg produced peak effects (Fig. 2a). The dif-
ferences among groups were more evident in the time-course
graphs (Fig. 2b). In all groups, 2 mg/kg Meth maintained
elevated locomotion after reaching peak levels. In C and
1E groups, the 3 mg/kg Meth dose also produced a steady
increase in locomotion, though of lower magnitude than that
produced by 2 mg/kg. By contrast, in the S-S group, 2 and
3 mg/kg Meth produced a similar effect. The 4 mg/kg Meth
dose produced an initial locomotor peak in all groups, which
began to decline after 15 min, with marked differences in its
magnitude among groups (C < 1E <S-S).

In Fig. 3, we further analyzed the stereotyped behavior
induced by 2, 3, and 4 mg/kg Meth. The 2 mg/kg Meth
dose produced more locomotor activity than stereotyped
movements in C, 1E, and S-S animals; however, Meth
produced a higher locomotion in both copulating groups.
The locomotor response in the C group was approximately
one-third smaller than those observed in 1E and S-S ani-
mals along time (Fig. 3, left panels).

After the 3 mg/kg Meth dose, both 1E and S-S
rats displayed more locomotor activity than stereo-
typed movements; by contrast, the C group exhibited
a similar amount of both. When comparing locomotor

7/

2. Independent groups of males of each sexual condition (n=8 each)
were tested for conditioned place preference (CPP) in response to dif-
ferent Meth doses or vehicle (Veh) administration to non-conditioned
(NC) groups (n=8 each) using a biased design. The conditioning
phase consisted of 6 sessions, 2 per day, 5 h apart. CPP was evalu-
ated 48 h after the last conditioning session. Twenty-four hours later,
brains from animals of each sexual condition, treated with 0.3 mg/kg
Meth or vehicle (n=3 each), were extracted for western blot analyses

activity among groups, the copulating groups showed
significantly larger increases than C males, with S-S rats
showing the maximal response. By contrast, stereotyped
movements did not differ among groups. Differences in
locomotion were also evident throughout the test, with
S-S males showing the highest response around 25 min
after drug administration. Post hoc analysis showed that
locomotion also differed between 1E and S-S animals
from minute 12 to 57, with S-S animals showing the
highest activity (Fig. 3, middle panels).

The dose of 4 mg/kg Meth produced a similar amount
of locomotor activity and stereotyped movements in all
groups. Locomotor activity did not differ among groups,
but stereotyped movements were higher in 1E as com-
pared to C rats. As to locomotion across time, peak
activity lasted longer in 1E and S-S males than in C
animals, with S-S rats showing the highest peak effect
(Fig. 3, right panels).

Sexual satiety potentiates Meth’s rewarding effect

The impact of the different sexual conditions on Meth-
induced CPP is shown in Fig. 4. In C rats, all Meth doses
produced similar CPP scores, while in the 1E group, only

0.3 mg/kg Meth was effective. In the S-S group, Meth pro-
duced CPP at all doses, in an inverted U dose-response

@ Springer

99



Psychopharmacology

c 1E S-S
a k% *%*
60000+ . 60000 — 60000 —
—/ Sk Hkk Kk
*kk . . * . :
> . —
S5 | | k% *k% *k%k
5 £ 40000 k-SSP, 40000 . 40000 . ok
c 3 * . * Tk .
g o . . .
T - M - I :
8 & 200001 : T 20000 . d 200001 .
o £ of B ol CE
Veh 05 1 2 3 4 mgkg Veh 05 1 2 3 4 mgkg Veh 05 1 2 3 4 mgkg
Meth Meth Meth
3000+ 30001 3000
- Veh
> 4~ Meth 2
2 % 20004 l 20001 1 20001 -~ Meth 3
53 -& Meth 4
‘g c mg/kg
®
8 8 10004 1000 10004
S
) ) W N
i : : i et : : :
9 3 15 30 45 €0 9 3 15 30 45 60
Time (min) Time (min) Time (min)

Fig.2 Meth-induced locomotor effects in animals with differ-
ent sexual conditions. a Dose-response curves of the effect of dif-
ferent doses of Meth (0.5-4 mg/kg, i.p.) or vehicle (Veh) in con-
trol (C), one ejaculation (1E), and sexually satiated (S—S) male
rats on locomotion along 60 min. Data are expressed as total beam
breaks. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; Tukey test (one-way

manner. Thus, the intermediate Meth dose (0.3 mg/kg)
produced the highest CPP score, while higher and lower
doses produced significantly smaller responses (Fig. 4a).
Since 0.3 mg/kg Meth induced CPP in all animals, we com-
pared the effects of this particular dose among groups to
emphasize that S—S animals displayed a significantly higher
rewarding effect (Fig. 4b).

Striatal dopamine-related proteins are differentially
modified by Meth and by sexual activity

Next, we assessed if changes in D1R, D2R, and DAT expres-
sion in the striatum of male rats occurred in response to
Meth administration, recent sexual activity, and its combi-
nation. The antibodies against DIR, D2R, and DAT rec-
ognized the following protein bands consistent with the
expected MWs: a band of ~50 kDa for the DIR (Almanza
et al. 2019); two bands of ~75 and ~100 kDa for the D2R,
which may be related to the detection of the two molecu-
lar forms of the D2R generated by alternative splicing (Dal
Toso et al. 1989) or to D2R post-translational modifications
(Stojanovic et al. 2017); and three bands for DAT, one of
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ANOVA: C: F5 47y=13, P<0.001; 1E: F(5 45,=27, P<0.001; S-S:
Fs, 47y=34, P<0.001). b Time courses of the effects of moderate to
high Meth doses (2, 3, or 4 mg/kg, i.p.) or vehicle (Veh) on locomo-
tion along 60 min, expressed as beam breaks at 3-min intervals. The
arrows indicate drug injection. For clarity, only positive error bars are
included in the curves

~55 kDa corresponding to the protein and the other two
~68 kDa related to post-translational DAT modifications
(Luis-Ravelo et al. 2021).

Results of DA-related protein expression are shown in
Fig. 5 (acute 3 mg/kg Meth injection) and Fig. 6 (repeated
0.3 mg/kg Meth administration), and their detailed statistical
data are included in Tables 1 and 2, respectively.

First, we determined if single or repeated Meth adminis-
tration, as well as sexual activity, induced changes by them-
selves in DA-related protein expression in the striatum of
male rats. These results are summarized in Table 3. Acute
Meth administration to C rats decreased D2R expression
only in the NAc shell; in contrast, repeated Meth adminis-
tration increased DAT expression in the same brain region.
Conversely, sexual activity per se produced changes in DA-
related proteins in the NAc core and CPu, but not in the NAc
shell. In the animals sacrificed 2 days after sexual activity,
1E males showed a reduction in DAT density in the NAc
core and in D2R expression in the CPu, while in the S-S
rats, DAT density was also decreased in the NAc core, but
D1R expression was increased in this striatal region. In addi-
tion, a decrease in D2R expression in the CPu was found.
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Fig. 3 Meth-induced locomotion and stereotyped movements in ani-
mals with different sexual conditions. a Comparison of total loco-
motor activity (solid bars) and stereotyped movements (dashed bars)
produced by 2, 3, and 4 mg/kg Meth in control (C), one ejaculation
(1E), and sexually satiated (S—S) animals. *P<0.05; **P<0.01;
#%P <0.001; Tukey test (2 mg/kg two-way ANOVA: F, 44=3.8,
P=0.027, for sexual condition; Fq, 43)=78.5, P<0.001, for type
of movement; and F 45=2.09, P=0.13, for interaction; 3 mg/
kg two-way ANOVA: Fp, 48)=26.2, P <0.001, for sexual condition;
F, 45 =65.8, P<0.001, for type of movement; and F, 44=15.1,
P<0.001, for interaction; 4 mg/kg two-way ANOVA: F, 4;=8.8,
P<0.001 for sexual condition; F(; 47=0.98, P=0.33 for type of
movement; F(, 47,=0.2, P=0.82 for interaction). b Left panel: time
course of locomotor activity produced by 2 mg/kg Meth, expressed

In animals sacrificed 6 days after 1E, DAT was increased
in the CPu, while in S-S animals, the DAT decrease in the
NACc core persisted.

Acute and repeated Meth treatment produced
differential effects on DA-related protein expression
depending on the sexual condition of the animals

We also determined the effects of single or repeated Meth
administration on D1R, D2R, and DAT expression in the
striatum of male rats with different sexual conditions.
These results are shown in Figs. 5 and 6 and summarized
in Table 4. Meth acute treatment increased D2R expres-
sion in the NAc shell of 1E and S-S rats, which was more
pronounced in S-S animals, contrary to the decreased D2R
density produced in C rats. Acute Meth also decreased DIR
expression in the CPu of S-S rats. By contrast, repeated
Meth administration decreased to a similar extent DAT and
DIR expression in the NAc shell of 1E and S-S animals,
in contrast to the increase in DAT density produced in C
males in this striatal region. In S-S animals, repeated Meth

30
Time (min)

30 45 60
Time (min)

15

as beam breaks at 3-min intervals. The arrows indicate the time of
injection. *P <0.05; Tukey test (two-way RM ANOVA: F|; ,4,=3.08,
P=0.064, for sexual condition; Fys 105, =25.9, P<0.001, for time;
and F35 456)=2.32, P<0.001, for interaction). Middle panel: time
course of locomotor activity produced by 3 mg/kg Meth, expressed as
beam breaks at 3-min intervals. The arrows indicate the time of injec-
tion. ***P<0.001; Tukey test (two-way RM ANOVA: F, ,4=23,
P<0.001, for sexual condition; F4, 8y=4.9, P=0.002, for time;
and Fgg 456=1.7, P=0.007, for interaction). Right panel: time
course of locomotor activity produced by 4 mg/kg Meth, expressed
as beam breaks at 3-min intervals. The arrows indicate the time of
injection. ¥P<0.01; 4P <0.01; Tukey test (two-way RM ANOVA:
Fp, 24y=2.6, P<0.098 for sexual condition; F, 4 s5y=31, P<0.001
for time; and F34 456,=1.8, P=0.004 for interaction)

treatment also reduced DR expression in the NAc core and
D2R density in the CPu.

Discussion

The hypothesis of this work was twofold. First, changes in
the ML-DA circuit of S—S male rats would modify Meth-
induced motor and rewarding effects, and second, changes
in DA receptors and DAT levels in the different striatal
regions would accompany those modifications. In line with
the hypothesis, our results show that Meth’s locomotor and
rewarding effects were exacerbated in S-S animals, while
in 1E males, only the locomotor effects were enhanced, and
this to a lower extent. Besides, sexual activity, by itself,
modified DA-related protein expression in the NAc core and
CPu, while Meth treatment, alone, induced changes in their
expression only in the NAc shell. When animals displayed
sexual activity, Meth administration induced changes in DA-
related protein expression in the NAc shell that were oppo-
site to those observed in C males and induced additional
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Fig.4 Meth-induced CPP in animals with different sexual condi-
tions. a All doses of Meth (0.03-3 mg/kg) produced similar CPP
scores in control (C) rats as compared with non-conditioned (NC)
animals. *P<0.05; Tukey test (one-way ANOVA: F; ,5=4.6,
P=0.009). Meth-induced CPP in rats that ejaculated once (1E) but
only at the 0.3 mg/kg dose. *P <0.05; Tukey test (one-way ANOVA:
F3, 27y=3.1, P=0.04;). In sexually satiated (S-S) animals, Meth-

changes in the NAc core and CPu of S-S rats, but not of 1E
animals.

Sexual activity sensitizes animals to Meth’s motor
effects

We observed that sexual activity sensitized male rats to
Meth-induced hyperlocomotion. All Meth doses tested pro-
duced hyperlocomotion in all groups; although this effect
was significantly higher in the 1E and S-S animals than in C
rats. Thus, sensitization to Meth-induced locomotor response
occurs in sexually experienced males regardless of sexual
activity display. In line with this result, it has been reported
that sexually experienced, but not sexually naive female
and male rodents, exhibit sensitized locomotor responses
to amphetamine (Bradley and Meisel 2001; Pitchers et al.
2010). The finding that the sensitized locomotor response
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induced CPP at all doses with an inverted U-shaped dose-response
profile. ¥*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; Tukey test (one-way
ANOVA: F 5 ,=15, P<0.001). b Comparison of CPP scores pro-
duced by 0.3 mg/kg Meth in control (C), one ejaculation (1E), and
sexually satiated (S-S) rats. *P <0.05; Tukey test (one-way ANOVA:
Fp 01y=54, P=0.013)

was larger in 1E males and exacerbated in S-S animals as
compared to C rats suggests that the amount of sexual activ-
ity displayed impacted this sensitization. Supporting this
interpretation, S—S animals showed maximal hyperlocomo-
tion and had a broader window for peak effects, which were
also longer-lasting than those of C and 1E males.
Meth-induced stereotypies have been reported to appear
with moderate to high Meth doses (3—7 mg/kg) (Balsara
etal. 1979; Ito et al. 1997; Gentry et al. 2004; Pritchard et al.
2012). In keeping with these data, in the present work, the
higher Meth doses tested (3 and 4 mg/kg) induced stereo-
typed movements which, in contrast to the large differences
observed in locomotion, did not differ among groups sug-
gesting that sexual activity does not modify this response.
Specific striatal regions differentially regulate amphet-
amines’ motor effects in rodents. Thus, microinjection of
D-amphetamine into the NAc but not into the CPu increases
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Fig.5 Effect of acute Meth administration and sexual condition on
DA-related protein expression in striatal regions of male rats. D1
dopamine receptor (D1R), D2 dopamine receptor (D2R), and dopa-
mine transporter (DAT) expression in a the nucleus accumbens shell
(NAc shell), b the nucleus accumbens core (NAc core), and ¢ the
caudate-putamen nucleus (CPu) of control (C), one ejaculation (1E),

locomotor activity, while its administration into the CPu but
not the NAc produces stereotypies (Staton and Solomon
1984). This dichotomy is maintained for other DA receptor
agonists (Costall et al. 1977). As we observed that Meth-
induced hyperlocomotion, but not stereotypies, was affected
by the sexual condition, we considered relevant to analyze
if 1E and S-S rats basally expressed different levels of DA-
related proteins in the striatum.

Sexual satiety potentiates Meth'’s rewarding effect

As to rewarding effects, the lowest and highest Meth
doses tested induced a CPP of similar magnitude in C and

and sexually satiated (S-S) rats, determined 24 h after Meth (3 mg/
kg) or vehicle (Veh) administration and 2 days after sexual activity.
Data are expressed as protein/p-Actin optical density (O.D.) ratios of
3 rats per group, in arbitrary units. Representative blots are presented
below graphs. *P <0.05; **P <0.01; ***P<0.001; Tukey test (two-
way ANOVAS results are shown in Table 1)

S-S males, but not in 1E rats. By contrast, the intermedi-
ate Meth dose (0.3 mg/kg) was effective in all groups,
although S-S rats exhibited a significantly higher CPP
score than C. Several studies report that doses between
1 and 3 mg/kg Meth consistently produce CPP, but lower
doses (0.1-0.5) normally do not (Schindler et al. 2002;
Gehrke et al. 2003; Khanegheini et al. 2021) or require a
more extended conditioning phase to induce it (8—10 con-
ditioning sessions) (Gehrke et al. 2006; Zakharova et al.
2009; Hofford et al. 2014). In the present study, all groups
developed a CPP to a low Meth dose after 6 condition-
ing sessions, evidencing a sensitized response to Meth’s
rewarding effects. These sensitized responses cannot be
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Fig.6 Effect of repeated Meth administration and sexual condition
on DA-related protein expression in striatal regions of male rats. D1
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non-conditioned (NC; vehicle) determined 72 h after the end of treat-
ment and 6 days after sexual activity. Data are expressed as protein/p-
Actin optical density (O.D.) ratios of 3 rats per group, in arbitrary
units. Representative blots are presented below graphs. *P <0.05;
**P<0.01; #*P<0.001; Tukey test (two-way ANOVAs results are

Table 1 Two-way ANOVA
parameters corresponding to

Meth (3 mg/kg)

Sexual condition

Meth X sexual condition

F 0.12=25; P=0.13

Fio.1=0.62; P=0.55

DIR  Fy=17;P=022
D2R  F =275 P=0.123
DAT  F,=001;P=0.92
DIR  Fyp=2.1; P=0.175
D2R  Fp=24; P=0.15
DAT  F1=5.6; P=0.036
DIR  F5=0.07; P=0.796
D2R  F=27;P=0.12
DAT  Fy=1.1;P=031

Fip.12=9.69; P=0.003
Fp,12=0.98; P=0.403
Fio.1=6.3; P=0.013
Fip.12=0.15; P=0.87
F10)=11; P=0.002
Fo=11; P=0.002
F12=15; P=025
Fpp12=1.8; P=0.208

Flp.12=20.9; P<0.001
Fip.12=8.53; P=0.005
Fipy=4.1; P=0.044
Fpp.12=3.4; P=0.069
F=1.6; P=0.24
F1=2.3; P=0.15
Fpp.12=8.1; P=0.006
F=13; P=031

Fig. 5 NAc shell
NAc core
CPu
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Table2 Two-way ANOVA
parameters corresponding to

Meth (3x0.3 mg/kg)

Sexual condition

Meth x sexual condition

Fig. 6 NAcshell ~ DIR  F5=11;P=0.32 Fp15=15; P<0.001 F15=11; P=0.002
D2R F12=1.1;,P=0.021 F512=8; P=0.006 Fo12=2.5;P=0.12
DAT F112=9.2; P=0.010 F5.12=3.7,P=0.055 F5.12=8.8; P=0.004
NAc core DIR F12=138;P=0.21 F12=5.9; P=0.017 Fp12=12;P=0.33
D2R F112=2.3;P=0.16 Fo12=7.1;, P=0.009 F512=0.031; P=0.97
DAT F112=0.11; P=0.74 Fo12=7,P=0.01 Fo12=18,P=021
CPu DIR F12=2.1,P=0.17 F512=6.1,P=0.015 F512=0.31;P=0.74
D2R Fq 19=13; P=0.27 Fp12=2.3; P=0.14 Fo19=4.9; P=0.028
DAT Fq 19=15;P=024 F12=25;P=0.12 F19=6; P=0.016
Table3 Changes in striata.l . Acute Meth Repeated Meth Sexual activity Sexual activity
DI1R, D2R, and DAT densities (3 mg/kg) (3x0.3 mg/kg) —2 days —6 days
produced by acute and repeated
Meth administration or by Striatal region C C 1E S-S 1E S-S
sexual activity
NAc shell LI{D2R 11 DAT _ _ _ _
NAc core _ _ |DAT |DAT 1DIR |DAT
CPu _ _ I|D2R |D2R 1DAT

C=control animals without recent sexual activity; 1E=animals that ejaculated once; S—S=animals that
copulated to satiety; | reduced expression; 1 increased expression; Meth, methamphetamine; NAc, nucleus
accumbens; CPu, caudate-putamen; DAT, dopamine transporter; DIR, D1 dopamine receptor; D2R, D2

dopamine receptor

Table 4 Changes in striatal

. Acute Meth Repeated Meth
DIR, D2R, and DAT densities (3 mg/kg) (3x0.3 mg/kg)
produced by acute or repeated
Meth administration to animals Striatal region C 1E S-S C 1E S-S
with different sexual conditions
NAc shell |ID2R T1D2R 111D2R 11 DAT  |DAT, |||DIR |DAT, |||DIR
NAc core _ _ _ _ _ IDIR
CPu _ _ IDIR _ |D2R

C=control animals without recent sexual activity; 1E=animals that ejaculated once; S—S=animals that
copulated to satiety; | reduced expression; 1 increased expression; Meth, methamphetamine; NAc, nucleus
accumbens; CPu, caudate-putamen; DAT, dopamine transporter; DI/R, D1 dopamine receptor; D2R, D2

dopamine receptor

attributed only to sexual activity, because C animals were
sexually experienced but did not copulate for 4-5 days
before Meth administration. In line with this result, it has
been reported that sexual experience in male rats enhances
the CPP induced by amphetamine, but only after a sexual
behavior abstinence period of 10 days. The authors attrib-
uted the rewarding sensitization to morphological changes
in the NAc core and shell that require several days after
sexual stimulation to appear (Pitchers et al. 2010). This
could explain why C animals, who had 4-5 days of sexual
inactivity prior to habituation to the CPP apparatus, plus
the 3 days that elapsed before the beginning of the condi-
tioning sessions, developed CPP to low Meth doses.

Rats of the 1E condition did not develop a CPP to
the lowest Meth dose, but they did in response to the

intermediate dose (0.3 mg/kg), which is still in the range
of low Meth doses normally not producing CPP. Thus,
they also showed a sensitized response to Meth’s reward-
ing effect, but only at this specific dose. Interestingly, S—S
animals who ejaculated repeatedly the day before begin-
ning Meth’s conditioning sessions showed the highest sen-
sitized rewarding response. This enhanced Meth-induced
CPP cannot be linked to a period of sexual behavior
abstinence; however, it could be related to the changes
in ML-DA circuit functioning associated with its intense
stimulation by copulation to satiety (see below).

The hyperresponsiveness of S—S rats to Meth’s loco-
motor and rewarding effects agrees with the generalized
hypersensitivity to drug actions characteristic of S-S ani-
mals. This phenomenon has been consistently observed
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24 h after copulation to satiety and remains present during
72 h (Rodriguez-Manzo et al. 2011; Gonzalez-Morales and
Rodriguez-Manzo 2020) evidencing the long-term nature
of the effects produced by intense sexual activity in a short
period. Present data add sensitization to Meth-induced
behavioral effects to the list of long-term effects resulting
from sexual activity to satiety. We have demonstrated that
endocannabinoids, released during copulation to satiety and
involved in the induction of changes in glutamate ionotropic
receptor composition at the VTA, participate in the hyper-
sensitivity to drug actions of S-S rats (Rodriguez-Manzo
2015; Gonzalez-Morales and Rodriguez-Manzo 2020; Rod-
riguez-Manzo et al. 2021). The glutamate receptors’ subunit
composition changes found in sexually satiated males were
consistent with a specific long-term plasticity phenomenon,
i.e., long-term depression (LTD) (Rodriguez-Manzo et al.
2021) that could also contribute to the sensitized responses
of S-S rats to Meth-induced effects, but specific experiments
are needed to test this hypothesis.

In addition to the above-mentioned changes, our group
has recently found that 24 h after sexual satiety, there is
a significant decrease in NAc DA basal levels of S-S rats
that does not occur in animals that ejaculated only once the
day before (Canseco-Alba et al. 2022). Thus, the S-S group
had a decreased dopaminergic tone in the NAc at the begin-
ning of Meth administration, which could be related to the
sensitized behavioral effects observed here. In support of
this idea, there are reports showing that psychostimulants
produce an exacerbated locomotor activity (Stromberg and
Mackler 2005) and sensitized rewarding effects in the CPP
of high-ethanol consuming animals as compared to low-
ethanol consumers (Fahlke et al. 1995). These results are
relevant because Ericson and coworkers recently found that
high-ethanol preferring animals have a hypodopaminergic
tone in the NAc (Ericson et al. 2019).

Meth treatment and sexual activity differentially
modify DA-related proteins in the striatum

It has been reported that the behavioral effects produced by
amphetamine are independent processes that are modulated
by different accumbal subregions; the NAc shell contrib-
utes to its rewarding effects and the NAc core to hyperlo-
comotion (Carr et al. 1988; Boye et al. 2001; Sellings and
Clarke 2003). Therefore, we considered relevant to analyze
the changes in DA-related proteins in the different striatal
regions produced by sexual activity and Meth, by themselves
or combined.

Effects of Meth treatment

Meth administered to C rats induced changes in DA-related
protein expression only in the NAc shell. Thus, acute Meth
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reduced D2R expression, while repeated Meth administra-
tion increased DAT levels in the same striatal region. Few
reports have associated the effects of relatively low Meth
doses (as the ones used in this study) with striatal DA-related
protein changes. Of those, one reported that subchronic
administration (10 days) of 2 mg/kg Meth increased DAT
immunoreactivity in the NAc, but not in the striatum (CPu)
of rats, 24 h after the last Meth administration (Broom and
Yamamoto 2005). These results suggest that psychostimu-
lant drugs, even at low doses, modify DA-related proteins
in the NAc of animals sensitized to DA stimulation due to
sexual experience. Similar to what we found, a decrease in
D2R immunoreactivity has been found in rat striatal (CPu)
synaptosomes after acute Meth administration, although at
a dose higher than the one used in the present study (6 mg/
kg instead of 3 mg/kg) (Chauhan et al. 2014).

Effects of sexual activity

In contrast to Meth, the changes in DA-related protein
expression induced by sexual activity were confined to the
NAc core and the CPu. Two days after sexual activity, DAT
density was decreased in the NAc core and D2R expression
was diminished in the CPu of both copulating groups, while
D1R expression increased in the NAc core, but only in S-S
animals. When animals were euthanized 6 days after sexual
activity, only the decrease in NAc core DAT density of S-S
males persisted.

The occurrence of sexual activity—associated changes in DA-
related proteins in the NAc core agrees with the key role played
by this striatal subregion in mediating responses to motivational
stimuli (Corbit et al. 2001; Berridge and Kringelbach 2015; Dai
et al. 2022). On the other hand, the changes observed in the
CPu are in line with its activation during copulation (Pfaus et al.
1990; Damsma et al. 1992) and other natural motivated behav-
iors (Palmiter 2008; Li and Jasanoff 2020). To our knowledge,
this is the first study relating DA-related protein changes with
sexual activity in sexually experienced male rats. Therefore,
we can only hypothesize that the decrease in DAT in the NAc
core and D2R expression in the CPu found in both copulating
groups results from sexual activity display, independently of
its intensity. By contrast, D1Rs were upregulated, but only in
the NAc core of S-S rats. This result might be related to the
intense sexual activity, triggering neuroplastic changes in these
animals (Garduiio-Gutiérrez et al. 2013; Gonzélez-Morales and
Rodriguez-Manzo 2020; Rodriguez-Manzo et al. 2021).

The changes observed in DA receptors due to sexual activity
were transient because they disappeared after 6 days. Only the
decreased DAT expression in the NAc core persisted in S—S
animals, suggesting that an intense DA uptake took place in
these rats. At this moment, we do not have an explanation for
the increase in DAT in the CPu that emerged in 1E animals after
6 days. This finding warrants further investigation.
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It has been evidenced that striatal D1R activation and D2R
blockade favor psychostimulant-induced hyperlocomotion and
rewarding effects (Baik 2013; Salery et al. 2020), whereas
a reduced DAT expression enhances cocaine-induced loco-
motor effect (Tilley et al. 2007). Thus, it would be tempt-
ing to correlate the decrease in D2R and DAT density in the
CPu of both copulating groups and the increased DR levels
in the NAc core of S-S males with the observed sensitized
responses to Meth. However, specific experiments directed to
establish such a correlation have to be conducted, in which the
timing of the molecular determinations and behavioral tests
coincide, to be able to draw such a connection.

Sexual activity modifies Meth-induced adaptations

There are no reports relating the effects of psychostimulants and
DA-related proteins in animals with different sexual conditions.
Here, we found that Meth produced opposite effects on D2R
and DAT expression and induced new ones in DIR in the NAc
shell of animals that displayed sexual activity. Moreover, in S—S
animals, acute Meth changed D1R expression in the CPu, while
repeated Meth induced changes in the NAc core and CPu (in
DIR and D2R expression, respectively). These results show,
for the first time, that high-intensity sexual stimulation favors
Meth-induced adaptations in extended striatal regions.

Our results further support the notion of cross-sensitization
between psychostimulants and male sexual activity, which was
reported in a study analyzing this interaction with the opposite
viewpoint, i.e., the effect of D-amphetamine-induced sensi-
tization on sexual behavior acquisition (Fiorino and Phillips
1999). Although it would be of interest to establish if a similar
sensitization to psychostimulant-induced effects is produced
by intense sexual activity in female rats, at present there are
no reports relating alterations in mesolimbic dopamine neuron
functioning produced by female sexual activity.

Taken together, our results provide additional evidence that
psychostimulant use leads to adaptations in the striatum (Sun
et al. 2003; German et al. 2012; Ashok et al. 2017), which could
be different from those produced by natural rewards (Berridge
and Kringelbach 2015; Nall et al. 2021). Moreover, we dem-
onstrate that intense sexual activity during copulation to sati-
ety alters Meth effects, showing that significant interactions
between natural and chemical stimuli can occur at the ML-DA.

Conclusion

This study shows that different amounts of sexual activity
differentially impact Meth-induced rewarding actions and
locomotor activity and that copulation to satiety enhances
both effects. We also demonstrate that drug and sexual
stimulation produce differential changes in striatal D1R,

D2R, or DAT expression (Meth modifies DA-related pro-
teins in the NAc shell, while sexual activity does so in
the NAc core and CPu). These results might reflect that
each stimulus recruits different types of neurons on spe-
cific striatal subregions. Notwithstanding, sexual activity
modifies the acute and repeated Meth-induced changes in
DA-related proteins in the NAc shell and copulation to
satiety extends Meth-induced adaptations to other striatal
regions. Our findings provide further evidence that a natu-
ral rewarding stimulus can modify the effects of psycho-
stimulants at behavioral and molecular levels, evidencing
cross-sensitization between stimulant drugs and sexual
activity effects.
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