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RESUMEN

Las conductas recompensantes naturales, como la conducta sexual, activan al
circuito mesolimbico (MSL) dopaminérgico. La copula repetida hasta la saciedad da
por resultado la aparicion de un periodo de inhibicion sexual de larga duracion
acompafado de una hipersensibilidad generalizada a farmacos. Por otro lado, el
MSL modula la expresién de la conducta sexual masculina y es, a su vez, regulado
por el sistema endocannabinoide (eCB). En este trabajo se exploro la participacion
del sistema eCB en el nucleo accumbens (NAcc) en la induccién de los fenbmenos
de inhibicién sexual y de hipersensibilidad al 8-OH-DPAT de ratas macho en el
modelo de saciedad sexual, y se analizé la participacion de los receptores a
cannabinoides tipo 2 (CB2R) en las acciones de los eCBs sobre la saciedad sexual.
También se evalu6 el efecto de la administracion intra-NAcc de anandamida
exogena sobre la conducta sexual de ratas sexualmente saciadas. Los resultados
mostraron que hay liberacion de eCBs en el ndcleo accumbens durante la copula
hasta la saciedad, que contribuyen a la induccion de la hipersensibilidad a farmacos
mas no a la de la inhibicién sexual de larga duracion, a través de activar receptores
a cannabinoides tipo 1 (CB1R). Los CB2R participan en el mantenimiento de la
inhibicion sexual de las ratas sexualmente saciadas, pero no en su induccion. La
administracion exogena de AEA en el NAcc revierte la inhibicion sexual de los
machos sexualmente saciados. En este efecto la AEA mostré un perfil bifasico. Se
concluye que las acciones de los eCBs relacionadas con el fenomeno de saciedad
sexual que tienen lugar en el MSL involucran al NAcc y que en ellas participan tanto
los CB1R como los CB2R.

VI



ABSTRACT

Natural rewarding behaviors, like sexual behavior, activate the mesolimbic
dopaminergic system (MSL). Repeated copulation until sexual satiety results in the
emergence of a long-lasting sexual behavior inhibition that is accompanied by a
generalized drug hypersensitivity. The MSL modulates male sexual behavior
expression, while being modulated by the endocannabinoid (eCB) system. This
study explored the participation of the eCB system at the nucleus accumbens (NAcc)
in the induction of the sexual inhibition and the hypersensitivity to 8-OH-DPAT in
male rats using the sexual satiety model and analyzed the participation of type 2
cannabinoid receptors (CB2R) in eCB actions on sexual satiety. It also tested the
effect os the intra-NAcc administration of exogenous anandamide in the sexual
behavior of sexually satiated rats. Results showed that eCBs are released in the
NAcc during copulation to satiety, which contribute to the induction of drug
hypersensitivity but not to that of the long-lasting sexual inhibition, through the
activation of type 1 cannabinoid receptors (CB1R). CB2Rs play a role in the
maintenance of the sexual inhibitory state of sexually satiated rats but not in its
induction. The exogenous administration of AEA directly into the NAcc reverses
sexual satiety, showing a biphasic profile in this effect. It is concluded that eCB
actions related to the sexual satiety phenomenon that take place at the MSL, involve
the NAcc and that both CB1R and CB2R patrticipate in these effects.




1. INTRODUCCION
Las conductas recompensantes naturales estan relacionadas con la supervivencia

de los individuos y/o de las especies. Estas conductas reciben el nombre de
conductas motivadas y se modulan en el circuito mesolimbico (MSL) dopaminérgico,
también conocido como el circuito de la recompensa (Kelley & Berridge, 2002). La
conducta sexual es una conducta motivada, por lo que a través del andlisis de su
expresion podemos estudiar los mecanismos por medio de los cuales el circuito
MSL regula su expresion.

El sistema endocannabinoide es un sistema de neurotransmision que modula
la actividad neuronal. Este sistema esta compuesto de los endocannabinoides
(eCBs), los receptores a cannabinoides (CB1 y CB2) y las enzimas que participan
en su sintesis y degradacion. Las neuronas producen eCBs en respuesta a su
actividad neuronal intensa (Freund et al., 2003) y el principal efecto de esos eCB es
disminuir la liberacién de los neurotransmisores responsables del aumento en la
actividad neuronal, a través de una sefalizacion retrograda (activacion de
receptores CB1 localizados en las terminales presinapticas (Alger, 2002).

En este trabajo se analiza la participacion del sistema endocannabinoide, a
través de los receptores a eCBs tanto tipo CB1 como CB2, en la modulacién de la
expresion de la conducta sexual masculina en el modelo de saciedad sexual. Asi
mismo, se examina la participacion del circuito MSL, especificamente del ndcleo

accumbens, en las acciones de los eCBs sobre la conducta sexual masculina.

1.1 Conducta sexual de la rata macho
La conducta sexual de la rata macho se divide en dos fases: la conducta pre-

copulatoria y la conducta copulatoria. Durante la conducta pre-copulatoria, la rata
macho atrae a la hembra receptiva mediante la orina, cuyo olor tiene gran valor
incentivo, y mediante el olfateo anogenital. La fase copulatoria esta constituida por
un patrén motor estereotipado, formado por tres conductas motoras distintas: la
conducta de monta (M), la conducta de intromision (1) y la conducta de eyaculacion

(E) (Figura 1), que se describen a continuacion.




Conducta de monta

La rata macho monta a la hembra por el dorso, palpando sus flancos traseros
mientras mantiene las patas traseras en el suelo. Posteriormente realiza
movimientos pélvicos intentando localizar la entrada a la vagina de la hembra. Al no
lograr la insercion del pene dentro de la vagina, el macho desmonta a la hembra

lentamente.

Conducta de intromision

La intromision es la conducta definitoria de la cépula; la rata macho monta a la
hembra, realiza movimientos pélvicos y logra la insercion del pene en la vagina. La
hembra debe presentar la respuesta de lordosis, una respuesta refleja que consiste
en el arqueamiento de la columna vertebral, para permitir la insercion peneana y
gue el macho logre la intromision. La rata macho continda con un embite mas
profundo, con una duracion promedio de 200 a 300 ms (Beyer et al., 1981) y
finalmente, desmonta a la hembra con un salto hacia atras, de forma brusca,

seguido del acicalamiento de sus genitales (Bitran & Hull,1987).

Conducta de eyaculacion

Esta conducta consiste en una intromisién con una duracion mayor (750 a 2000 ms),
en la que el macho realiza movimientos pélvicos y que culmina con la emision del
liquido seminal. Después de ello, el macho levanta las patas delanteras y desmonta
lentamente a la hembra, cayendo en ocasiones de lado y finaliza con el
acicalamiento de sus genitales.

Después de la eyaculacion, se presenta un periodo de inactividad sexual
conocido como intervalo post-eyaculatorio (IPE). Este intervalo se define como el
tiempo que transcurre desde la eyaculacion hasta el reinicio de la actividad sexual
por parte del macho, que es determinado por la presentacion de una nueva
intromisién. Este periodo refractario tiene una duracion de 5 a 8 minutos después
de la primera eyaculacién, y su duracién se prolonga con cada eyaculacion sucesiva.
El 75% de la duracion inicial del IPE se denomina periodo refractario absoluto;
durante éste las ratas macho emiten vocalizaciones ultrasdnicas de 22 KHz y no se

puede inducir la presentacion de conducta sexual. En el 25% final de la duracién del




IPE, las ratas macho ya no emiten vocalizaciones y pueden responder con actividad
sexual ante estimulos eléctricos o ante una hembra receptiva diferente; a este
periodo se le llama periodo refractario relativo (Hull & Rodriguez-Manzo, 2017). Las
conductas previamente descritas pueden ser reconocidas y registradas durante la
observacion de la interaccion sexual.

Cuando la rata macho alcanza la pubertad muestra actividad sexual de forma
espontdnea pues se trata de una conducta instintiva, sin embargo, el patron
copulatorio se estabiliza mediante la experiencia, lo que lo hace muy regular. Una
rata macho que es expuesta por primera vez a una hembra sexualmente receptiva
pasara mucho tiempo mostrando conductas pre-copulatorias antes de iniciar con las
conductas de monta e intromisién. Asimismo, presenta un nimero elevado de
montas y de intromisiones previas a la eyaculacion. Mediante la experiencia sexual
las ratas macho hacen mas eficaz su conducta sexual, de tal manera que
disminuyen los tiempos de presentacion de las respuestas de intromision y de
eyaculacion y reducen el nimero de montas e intromisiones necesario para alcanzar
la eyaculacion. Con la experiencia sexual el patron copulatorio de la rata macho se
vuelve estable y muy similar entre individuos, lo que ha permitido el establecimiento
de parametros temporales y numéricos para evaluar la conducta sexual masculina.
Estos parametros son:

e Latencia de monta (LM): tiempo transcurrido desde que la hembray el macho
entran en contacto hasta la aparicion de la primera monta o intromision.

e Latencia de intromision (LI): tiempo transcurrido desde que la hembra y el
macho entran en contacto hasta que se presenta la primera intromision.

e Latencia de eyaculacién (LE): tiempo transcurrido desde la primera
intromision hasta la eyaculacion, que marca el fin de una serie eyaculatoria.

e Intervalo post-eyaculatorio (IPE): tiempo transcurrido entre la eyaculacion y
la primera intromision de una nueva serie copulatoria.

e Montas (M): nimero de montas que se presentan antes de la eyaculacion.

e Intromisiones (l): numero de intromisiones que se presentan antes de la

eyaculacion.




e Eyaculaciones (E): nUmero de eyaculaciones que se presentan en un periodo

de observacion determinado.
Ademas, se pueden calcular los siguientes parametros:

 Indice de éxito (hit rate): el nimero de intromisiones dividido entre la suma
del nimero de montas e intromisiones.

e Intervalo inter-intromisiones: la latencia de eyaculacion dividida entre el
ndmero de intromisiones.

e Indice copulatorio: la suma del nimero de montas e intromisiones dividida
entre el tiempo transcurrido desde la primera conducta (monta o intromision)

hasta la eyaculacion (Heijkoop et al., 2017).

A la serie de conductas presentadas desde la primera intromision hasta la
eyaculacion se le denomina serie eyaculatoria, y cuando se incluye al intervalo post-

eyaculatorio se le denomina serie copulatoria.
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Figura 1. Representacion esquematica del patrén copulatorio tipico de una rata macho
sexualmente experta. Se ilustran las montas (lineas grises) intercaladas con las
intromisiones (lineas amarillas) que preceden a la eyaculacion (linea azul). También se
esquematizan los parametros temporales que son la latencia de intromision (L), latencia
de eyaculacion (LE) y el intervalo post-eyaculatorio (IPE). Modificado de Rodriguez-
Manzo y Ferndndez-Guasti (1994).

1.2 Saciedad sexual
Cuando se permite a ratas macho sexualmente expertas copular sin restriccion con

una misma hembra receptiva, éstas presentaran eyaculaciones sucesivas (5 al2, 7

en promedio) antes de dejar de copular. Cuando lo hacen, se considera que estan




sexualmente saciadas. La saciedad sexual es un estado de inhibicion de la conducta
sexual de larga duracion que se establece por la cépula repetida y se mantiene
hasta 72 horas, a partir de las cuales la rata macho se recupera gradualmente. No
obstante, se necesitan hasta 15 dias de inactividad sexual para que los animales
sexualmente saciados recuperen su capacidad eyaculatoria inicial (Rodriguez-
Manzo et al., 2011). A las 24 horas después de alcanzar la saciedad sexual, las
ratas macho pueden manifestar la inhibicion sexual de dos formas distintas en

presencia de una hembra sexualmente receptiva (Figura 2):

e dos tercios de la poblacion no presenta conducta sexual, y
e el tercio restante realiza una serie eyaculatoria, después de la cual no reinicia

la actividad sexual

El criterio utilizado para considerar que una rata macho ha llegado a la saciedad
sexual es que, después de permitirle copular ad libitum, transcurra un periodo de 90
minutos desde la ultima eyaculacion sin que vuelva a eyacular. Se ha observado
gue este criterio se cumple en un periodo de aproximadamente 4 horas, sin importar
la capacidad eyaculatoria individual de los machos (Rodriguez-Manzo & Fernandez-
Guasti, 1994).

La inhibicion sexual que se presenta durante la saciedad sexual es regulada
por distintos neurotransmisores. Esto se ha demostrado a través de manipulaciones
farmacoldgicas a las 24 horas post-saciedad, cuando la inhibicién sexual esta bien
establecida, que dan por resultado la reversion de la saciedad sexual. Es decir, que
los tratamientos son capaces de aumentar significativamente el porcentaje de
animales sexualmente saciados que eyacula y reinicia la copula después de la
eyaculacion a las 24 horas post-saciedad. Entre los neurotransmisores que se ha
identificado que participan en el mantenimiento de esta inhibicién sexual de larga
duracion estan: la norepinefrina (NE), la serotonina (5-HT) (Rodriguez-Manzo &
Fernandez-Guasti 1994), los opioides enddgenos (Gardufio-Gutiérrez et al., 2013b),
los endocannabinoides (eCBs) (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2014; Canseco-
Alba & Rodriguez-Manzo, 2019), el glutamato (Rodriguez-Manzo, 2015), el GABA
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Figura 2. Saciedad sexual. Porcentaje de ratas macho que presenta las diferentes
conductas sexuales, a las 24 horas post-saciedad (barras assuradas) en comparacion con
ratas sexualmente expertas (barras negras). Figura tomada de Rodriguez-Manzo &
Fernandez-Guasti, 1994.

(Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2017) y la dopamina (DA) (Rodriguez-Manzo,
1999; Guadarrama-Bazante et al., 2014).

Por otro lado, se ha demostrado que durante la cOpula hasta alcanzar la
saciedad sexual hay liberacion de opioides enddgenos (Gardufio-Gutiérrez et al.,
2013a) y de eCBs (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2014; Gonzéalez-Morales &
Rodriguez-Manzo, 2020) que contribuyen al establecimiento de la inhibicion sexual.

Las ratas macho sexualmente saciadas muestran otras alteraciones ademas
de la inhibicion de la conducta sexual, entre las que destaca una hipersensibilidad
de larga duracién generalizada a farmacos. Se ha documentado este efecto entre
otros farmacos para la yohimbina (antagonista de adrenoceptores a2), la 8-hidroxi-
2-(di-n-propilamino) tetralina (8-OH-DPAT, agonista de receptores 5-HT1A), la

naloxona y la naltrexona (antagonistas de receptores opioides py y 8) y la




desipramina (inhibidor de la recaptura de noradrenalina) (Martinez-Mota et al., 2005;
Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti, 1994; 1995).

Asi, la saciedad sexual es un fendmeno complejo que consiste en una
inhibicion de la conducta sexual, que se acomparfa de otros cambios fisioldégicos de

larga duracion.

1.3 Circuito mesolimbico dopaminérgico (MSL)
El circuito MSL esta conformado por neuronas dopaminérgicas (DAérgicas)

localizadas en el area tegmental ventral (ATV) del cerebro medio y cuyas
proyecciones alcanzan el nucleo accumbens (NAcc), la amigdala, el hipocampo y
la corteza prefrontal (lkemoto 2010). El MSL modula las conductas recompensantes
naturales, entre ellas, la conducta sexual. Este circuito se activa durante la copula.
Asi, se ha reportado el incremento de la actividad de las neuronas dopaminérgicas
(evaluado por la expresion de la proteina Fos) en el ATV como resultado de la
actividad sexual (Balfour et al., 2004) y se ha demostrado que durante la copula hay
un aumento en la liberacion de DA en el nucleo accumbens (NAcc) (Pfaus et al,
1990).

La actividad de las neuronas DAérgicas del MSL estéa regulada en el ATV por
interneuronas GABAEérgicas y neuronas GABAérgicas extrinsecas que ejercen una
inhibicién tonica, lo que determina su actividad basal tipo marcapaso, y por
neuronas glutamatérgicas extrinsecas, que las estimulan en respuesta a estimulos
recompensantes (Grace et al., 2007). La liberacion de DA de las terminales en el
NAcc es modulada a nivel local por distintos neurotransmisores (Covey & Yocky,
2021). Las terminales DAérgicas en el NAcc hacen sinapsis principalmente con las

neuronas espinosas medias (MSN, por sus siglas en inglés) (Ikemoto, 2010).
Nucleo accumbens (NAcc)

El NAcc esta conformado en un 95% por las MSN y el 5% restante por interneuronas
GABAérgicas y colinérgicas. Las MSN son las neuronas GABAérgicas de
proyeccién del NAcc, mientras que las interneuronas mantienen exclusivamente

comunicacion local (Girault, 2012).




Neuronas espinosas medias (MSN)

Las MSN reciben ese nombre por su tamafo (15 um de diametro en promedio) y
por sus dendritas que estan cubiertas por pequefias protrusiones de membrana en
forma de espinas. Las MSN muestran una tasa de disparo basal baja (1Hz) in vivo
(Meredith, 1999). Las MSN estan organizadas en dos poblaciones, por un lado,
estan las que expresan receptores DAérgicos de la familia tipo D1 (receptores D1y
D5) excitatorios, acoplados a Gas que estimulan a la adenilato ciclasa aumentando
la produccion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), mientras que por otro lado
estan las MSN que expresan receptores DAérgicos de la familia tipo D2 (receptores
D2, D3y D4) inhibitorios acoplados a Gai/o que inhiben la produccion de AMPc. Las
MSN-D1 proyectan directamente al area tegmental ventral (ATV) del mesencéfaloy
forman la denominada via directa, a diferencia de las MSN-D2 que proyectan
primero al palido ventral (PV) y de ahi hacen relevo al ATV, formando la via indirecta
(Allichon et al., 2021).

Interneuronas

Existen tres tipos de interneuronas en el NAcc: dos subtipos de interneuronas
GABAérgicas, de naturaleza inhibitoria, que se diferencian por la expresion de
proteinas especificas: las interneuronas de disparo rapido (fast spiking interneurons,
FSI) que expresan parvoalbumina (PaVa) y las interneuronas de disparo de bajo
umbral (low threshold spiking interneurons, LTSI) que expresan somatostatina
(SOM), neuropéptido Y (NPY) y sintasa de 6xido nitrico (NOS). Finalmente estan
las interneuronas colinérgicas (CIN) ténicamente activas, de naturaleza excitatoria
(Tepper et al., 2018).

Interneuronas de disparo rapido (FSI)

Las FSI poseen dendritas compactas, pero altamente ramificadas que pueden
inervar a una gran cantidad de MSN (tanto MSN-D1 como MSN-D2) e inhibirlas. Se
ha documentado que tan solo una FSI es capaz de inervar hasta 15,000 MSN en su
proximidad, por lo tanto, se considera que las FSI son la principal fuente de

inhibicién de las MSN en el NAcc (Wright et al., 2017). Las FSI no hacen sinapsis
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conlas LTSl o conlas CIN (Winters et al. 2012). La activacion de las FSI es mediada
por estimulos excitatorios provenientes de distintas regiones cerebrales como la
corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala basolateral. Las FSI tienen una
funcion de tipo compuerta “gatekeeper”: al activarse inhiben la actividad de las MSN.
Esta sefalizacion a gran escala resulta en la modificacion de distintas conductas
motivadas (Schall et al., 2021).

Interneuronas de disparo de bajo umbral (LTSI)

Las LTSIs tienen un tamafio aproximado 9-24 um y se caracterizan por mostrar un
patrén de disparo autbnomo. Esta autonomia se explica porque existe una corriente
persistente de sodio que garantiza la activacién y el disparo continuo de estas
interneuronas (Beatty et al. 2012). Su efecto inhibitorio es débil en comparacion con
las FSI, sin embargo, debido a que expresan NOS, SOM y NPY son un modulador
importante de la excitabilidad y la plasticidad sinaptica, asi como de las conductas
motivadas. Sus proyecciones hacen sinapsis con las MSN-D1 y MSN-D2 y con las
CIN (Holly et al., 2021)

Interneuronas colinérgicas (CINs)

Las CIN se distinguen facilmente porque son mas grandes que otras neuronas (20-
50 um) y poseen abundantes arborizaciones axonales y dendriticas (Contant et al.,
1996). Las CIN estan ténicamente activas y disparan a una frecuencia de 2 a 12 Hz.
Esta actividad es autonoma debido principalmente a la corriente de sodio
persistente a través de los canales NaVv1.6. (Wilson, 2005). Las CINs expresan
receptores a DA, principalmente de tipo D2, por lo que la DA tiene una influencia
inhibitoria sobre su actividad. EI GABA proveniente de las interneuronas
GABAérgicas puede inhibir la actividad de las CIN a través de receptores GABAA
(Sato et al. 2014) y las CIN también pueden autoinhibirse, a través de los receptores
muscarinicos M2 y M4 que expresan (Smiley et al. 1999). La acetilcolina (ACh)
proveniente de las CIN modula la actividad de las MSN a través de receptores
muscarinicos tipo M1y M4 (Yan et al., 2001). También modula la liberacion de DA

en el NAcc, a través de receptores nicotinicos (NnAChR) que se expresan en las




terminales DAérgicas (Cachope, 2014). Las CIN son moduladores clave de las

conductas recompensantes (Sakae et al., 2015).

1.4 Circuito mesolimbico y saciedad sexual
Se ha demostrado que el aumento en los niveles de DA en el NAcc producido por

la actividad sexual se mantiene durante todo el proceso de cépula hasta la saciedad
(Canseco-Alba et al., 2022; Fiorino et al., 1997), lo que indica que el circuito MSL
es activado constantemente durante el desarrollo de la saciedad sexual. Por otro
lado, también se ha demostrado que durante la copula hasta la saciedad hay
liberacion de opioides enddgenos que contribuyen al establecimiento de la inhibicion
sexual de las ratas sexualmente saciadas (Gardufio-Gutiérrez et al., 2013a), a
través de activar receptores opioides tipo mu (MOR) en el ATV (Gardufio-Gutiérrez
et al., 2013b, c). Asi mismo, se ha establecido que en el ATV hay liberacion de
endocannabinoides durante la coOpula hasta la saciedad (Gonzalez-Morales &
Rodriguez-Manzo, 2020), que también participan en el establecimiento de la
inhibicion sexual de ratas saciadas a través de activar receptores a cannabinoides
tipo 1 (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2014).

1.5 Sistema endocannabinoide
El sistema endocannabinoide (eCB) esta constituido por los eCBs, los receptores a

cannabinoides tipo 1 (CB1R) y tipo 2 (CB2R), asi como por las enzimas que
participan en la sintesis y degradacion de los eCBs. Los eCB son mensajeros
guimicos de naturaleza lipidica que se producen “a demanda”, en respuesta a la
estimulacion neuronal (Alger & Kim, 2011). Estos mensajeros se sintetizan a partir
de los fosfolipidos de la membrana de las neuronas y su sefalizacion es de forma
retrégrada, es decir, se liberan del soma de las neuronas postsinapticas y se unen
principalmente a los CBI1R, localizados en las terminales de las neuronas
presinapticas (Zhou & Kumar, 2018).

Entre los eCBs mejor caracterizados se encuentran la anandamida (N-
araquidonoiletanolamida, AEA) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG). Las enzimas
hidrolasa N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipasa D (NAPE-PLD) y la hidrolasa
amida de acidos grasos (FAAH) son las responsables de la sintesis y degradacion

de la AEA, respectivamente, mientras que las enzimas diacilglicerol lipasa (DAGL)
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y monoacilglicerol lipasa (MAGL) son las responsables de la sintesis y degradacion
del 2-AG, respectivamente (Fakhoury, 2016). La AEA tiene una alta afinidad por el
CB1R, pero una eficacia de alrededor del 60%, por lo que es considerada un
agonista parcial, y tiene baja afinidad por el CB2R (Pertwee, 2015). Por otro lado, el
2-AG tiene una afinidad moderada tanto por el CB1R como por el CB2R, sin
embargo, tiene una mayor eficacia y se comporta como agonista completo
Gnicamente en el CB1R (Hillard, 2000).

Los CB1R y CB2R son receptores acoplados a proteinas G (Gi/o), sensibles
a latoxina pertussis (Pertwee et al., 2010). Su activacion inhibe a la adenilato ciclasa
(AC) y, por lo tanto, la formacion de AMPc, disminuye la entrada de Ca ?* al inhibir
a los canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo N, tipo P/Q y tipo R y aumenta la
conductancia al K™ a través de los canales rectificadores de este ion (GIRK). La
estimulacion de los CBR también activa la sefalizacion de proteinas cinasas
activadas por mitogenos (MAPK). Los CB1R también son capaces de activar a la
proteina G a traves de la asociacion con la B-arrestina y la activacion de la ruta
PI3K/Akt (De Laurentiis, et al., 2002).

Los CB1R se expresan principalmente en el cerebro, mientras que los CB2R
se expresan mayormente en la periferia, en células del sistema inmune. Estos
ultimos fueron descubiertos en el bazo y se expresan en distintos sitios como los
nodulos linfaticos, plaquetas de Pleyer del intestino delgado, en células sanguineas
como linfocitos, neutréfilos polimorfonucleares y monocitos (Cabral et al., 2008);
finalmente también se expresan en la microglia, aumentando su expresion durante
procesos neuroinflamatorios (Pietr et al., 2009). Sin embargo, recientemente se ha
documentado la expresion de CB2R en neuronas de varias regiones del cerebro
como la corteza prefrontal, el hipocampo y también en el circuito MSL (Zhang et al.,
2015).




1.6 Sistema endocannabinoide en el circuito mesolimbico
En el ATV, los CB1R se expresan en las terminales de las neuronas GABAérgicas

(Szabo et al., 2002) y glutamatérgicas (Melis, 2004), mientras que en el NAcc los
CB1R se encuentran en las terminales glutamatérgicas (Robbe et al., 2001) y en las
FSI (Winters et al., 2012). La activacion de estos CB1R disminuye la liberacion del
neurotransmisor (Wilson & Nicoll, 2002). Los CB2R se han localizado en los somas
de las neuronas DAérgicas en el ATV y su activacion inhibe el disparo neuronal
(Zhang et al., 2014; 2017). En el NAcc, los CB2R se han detectado en las MSN-D1
y en las MSN-D2 (Ferranti & Foster, 2022; Zhang et al., 2021) y su estimulacién
inhibe la actividad de las MSN. También hay expresion de CB2R en las terminales
de las neuronas DAérgicas cuya activacion inhibe la liberacion de DA (Foster et al.,
2016). Dentro del circuito MSL, los eCB se producen en los somas de las neuronas
DAérgicas del ATV y en los somas de las MSN del NAcc (Gardner, 2005).

El sistema eCB es un modulador de la actividad del circuito MSL (Ameri,
1999; van der Stelt & Di Marzo, 2003) y participa en la modulacion de procesos
fisiolégicos como el aprendizaje y la memoria, el dolor, el estrés y las conductas

recompensantes (Kaczocha & Haj-Dahmane, 2022).

Entrada
glutamatérgica

ﬁ D2R (+)

GLU

Figura 3. Distribucién de los receptores a cannabinoides CB1R y CB2R en el circuito
mesolimbico. Las neuronas azules representan a las dopaminérgicas, las rosas a las
neuronas espinosas medias GABAérgicas (MSN) y la café, a las interneuronas
GABAérgicas de disparo rapido (FSI).




1.7 Sistema endocannabinoide y saciedad sexual
En estudios de nuestro laboratorio se demostré que la AEA y el 2-AG revierten la

inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas. La AEA tiene un efecto bifasico,
dependiente de la dosis, sobre la conducta sexual de la rata macho. A dosis bajas
la facilita y a dosis altas la inhibe (Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2015). Este
perfil bifasico se mantiene en los animales sexualmente saciados, ya que dosis
bajas de AEA, administradas por via sistémica (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo,
2014) o intra-ATV (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2016), revierten la saciedad
sexual, pero el efecto se pierde a dosis altas. El 2-AG, en cambio, revierte la
saciedad sexual en un rango de dosis mas amplio y no presenta un perfil bifasico.
Esta reversion se debe a la interaccion de estos eCBs con el sistema dopaminérgico,
puesto que el 2-AG sinergiza con un agonista de los receptores dopaminérgicos del
tipo D2 (quinpirola) para revertir la saciedad sexual y un antagonista D2 (racloprida)
cancela la reversion producida por 2-AG. La AEA en cambio, sinergiza con
agonistas de ambos tipos de receptores dopaminérgicos para revertir la saciedad
sexual, pero sOlo un antagonista D1 bloquea la reversion de la saciedad sexual
producida por AEA (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2019).




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La copula hasta la saciedad involucra la activaciéon continua del MSL y se ha

demostrado que ésta induce la liberacién de eCB.

Las ratas sexualmente saciadas presentan cambios conductuales y
fisiologicos de larga duracién que sugieren plasticidad cerebral, entre los que
destacan un periodo de inhibicion sexual de larga duracion y una
hipersensibilidad generalizada a farmacos, que se detectan a las 24 h post-
saciedad, permanecen hasta las 72 h y desaparecen alas 96 h post-saciedad.
Datos de nuestro laboratorio muestran que los eCBs liberados durante el
proceso de coOpula hasta la saciedad participan en la induccion de estos

cambios plasticos, a través de activar receptores CB1 del ATV.

También se ha demostrado que la administracion exégena de eCBs, por via
sistémica, revierte la inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas y que
este efecto se replica cuando el eCB AEA se administra directamente en el
ATV.

Sin embargo, no se sabe si hay liberacién de eCBs en el NAcc durante la
copula hasta la saciedad, ni si éstos juegan un papel en la induccion de los
cambios de larga duracion de las ratas sexualmente saciadas a través de
activar receptores CB1 (CB1R). Tampoco se sabe si los receptores CB2
(CB2R) patrticipan en las acciones de los eCBs sobre la saciedad sexual, ni
si la administracion exdégena de eCBs en el NAcc revierte la inhibicion sexual
de ratas sexualmente saciadas.

Por lo tanto, seria importante evaluar el papel de los eCB del NAcc en la
modulacién en la conducta sexual de ratas macho que copulan hasta la

saciedad.




3. HIPOTESIS
1) Durante la cépula hasta la saciedad hay sintesis y liberacion de eCBs de las MSN

del NAcc que contribuyen a la induccion de los cambios plésticos que caracterizan
a las ratas sexualmente saciadas.

2) Los CB2R patrticipan en la induccion y mantenimiento de la inhibicién sexual de
ratas sexualmente saciadas mediadas por los eCBs.

3) Los eCBs administrados directamente en el NAcc no revertiran la saciedad sexual.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos generales
1. Establecer la posible participacion de eCBs, producidos en el NAcc durante la

copula hasta la saciedad, en la induccion de la inhibicion sexual y de la
hipersensibilidad a farmacos, a través de la activacion de CB1R.

2. Evaluar la participacion de CB2R en los efectos de los eCBs para el
establecimiento y mantenimiento de la saciedad sexual.

3. Determinar si la administracion exdgena de eCBs en el NAcc es capaz de revertir

la saciedad sexual.

4.2 Objetivos particulares
1. Establecer el efecto de la administracion intra-NAcc del antagonista de CB1R,

AM251, sobre el establecimiento de la inhibicion sexual y la induccién de la
hipersensibilidad a 8-OH-DPAT en ratas macho que copulan hasta la saciedad.

2. Determinar el efecto del bloqueo de CB2R durante la cépula hasta la saciedad
sobre la induccion de la inhibicion sexual de ratas que copulan hasta la saciedad.
3. Evaluar el efecto de la administracion i.p. del antagonista CB2R, AM630, sobre la
conducta sexual de ratas sexualmente saciadas.

4. Establecer el efecto de la administracion intra-NAcc del eCB AEA sobre la

conducta sexual de ratas macho sexualmente saciadas.




5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Animales
Se utilizaron ratas macho sexualmente expertas de la cepa Wistar (250 g-300 g de

peso). Las ratas macho que mostraron latencias de eyaculacion menores a 15 min,
en al menos 3 sesiones de cépula independientes, se consideraron sexualmente
expertas y se seleccionaron para los experimentos. Se usaron ratas hembra intactas,
sexualmente receptivas, como estimulo sexual. La receptividad se indujo por medio
de la administracion secuencial de benzoato de estradiol (12 ug/sujeto via s.c.)
seguida, 24 h después, de progesterona (6 mg/sujeto via s.c.). La receptividad se
presentd 4 h después de la administraciéon de progesterona a las hembras. Los
animales se mantuvieron alojados en cajas de acrilico (8 animales por caja), bajo
un ciclo invertido de luz/obscuridad (12h:12h, la luz se encendio a las 10:00 AM),

temperatura y humedad controladas y con comida y agua ad libitum.

5.2 Farmacos

Farmaco Mecanismo de Preparacion Via de
accion administracion
Anandamida Agonista CB1R vy | Solucién de aceite | Intra-NAcc
disuelta en CB2R de soya (25%) y
Trocrisolve (AEA) agua (75%)
AM251 Antagonista CB1R | Solucién de agua | Intra-NAcc
salina, DMSO (1
gota) y TWEEN 80
(2 gotas)
AM630 Antagonista CB2R | Solucién de agua | Intraperitoneal
salina, DMSO (2
gotas) y TWEEN
80 (4 gotas)
Tocrisolve Vehiculo Solucion de aceite | Intra-NAcc
de soya (25%) y
agua (75%)




5.3 Registro de la conducta sexual
El registro de la conducta sexual masculina se realiz6 en cilindros de acrilico con

una cama de aserrin, durante la fase obscura del ciclo, en un cuarto iluminado con
luz roja. Se introdujo al macho al cilindro y se le permitieron 5 min para que explorara
el ambiente antes de introducir a una hembra sexualmente receptiva. Se registro su
actividad sexual determinando los siguientes pardmetros de la copula: latencia de
intromision (LI), latencia de eyaculacion (LE), nUmero de montas (M), nUmero de
intromisiones (1), intervalo post eyaculatorio (IPE) y niamero de eyaculaciones (E).
También se establecié la proporcién de ratas macho que mostré las distintas
respuestas de la cépula, es decir monta, intromision, eyaculacion y reinicio de la

copula después de la eyaculacion.

5.4 Paradigma de la saciedad sexual
Se coloco a las ratas macho sexualmente expertas en los cilindros de observacion

y después del periodo de adaptacion se afiadido una hembra sexualmente receptiva
y se les permitié copular sin restriccion durante al menos 4 horas, tiempo suficiente
para que alcancen la saciedad sexual (Rodriguez-Manzo & Fernandez-Guasti,
1994). Posteriormente, a las 24 h se realizé un nuevo registro de la conducta sexual
con una nueva hembra y este registro se dio por finalizado de acuerdo con los

siguientes criterios:

e Después de que transcurrieron 30 min sin que el macho presentara una
primera intromision.

e Una vez presentada unaintromisién, si no eyaculaba dentro de los siguientes
30 min.

e Una vez presentada una eyaculacion, si no reiniciaba la copula después de

30 min.

5.5 Prueba de actividad ambulatoria espontanea
Se realiz06 esta prueba de actividad para descartar posibles alteraciones motoras en

los sujetos de experimentacion a los que se les administré algun farmaco, que
pudieran interferir con la ejecucion de la copula. Se realizd en cajas de acrilico cuya
base esta dividida en 12 cuadrantes. Se contabilizd el nimero de veces que la rata

cambié de un cuadrante a otro durante 5 min. Las cajas se limpiaron con una
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solucion limpiadora (agua, etanol, amoniaco, isopropanol, pinol, extran) para

eliminar restos de olores antes de introducir a un nuevo sujeto.

5.6 Cirugia estereotéxica
Para la administracion intra-NAcc de farmacos se realiz6 una cirugia estereotaxica

para la implantacion bilateral de canulas guia. Para ello, se anestesio a los sujetos
con una mezcla de ketamina (90 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg), y posteriormente se
monto la rata en el aparato estereotaxico. Se realiz6 una incision en la piel para
exponer el craneo. Una vez expuesto, se localiz6 la unidn entre huesos del craneo
denominada bregma y se determiné la ubicacion del NAcc [coordenadas: AP: 1.2
mm; L: +/-1.4 mm] con base en un atlas del cerebro de la rata (Paxinos & Watson,
2009)]. Se hicieron trépanos a través de los cuales se introdujeron las canulas guia,
gue se fijaron con acrilico dental y un tornillo que sirvié de anclaje. Después de la
cirugia se administro metamizol a los animales para reducir la inflamacion y el dolor,
y se les permitieron 5 dias de recuperacion antes de realizar los experimentos.
Durante esta etapa los machos se manipularon frecuentemente para habituarlos al
manejo y que se pudiera administrar el tratamiento intracerebral sin necesidad de

anestesiarlos.

5.7 Verificacion del sitio de implantacion
Una vez finalizadas las pruebas conductuales, a los sujetos implantados se les

administré pentobarbital sodico a una dosis de 200 mg/kg, por via i.p. y se realizo
una perfusion intracardiaca con solucion salina (NaCl) al 0.9% seguida de
formaldehido al 10%. Se extrajeron los cerebros y se colocaron en una solucién de
formaldehido. Se realizaron cortes coronales con un criéstato y se localizaron las
rebanadas que contenian al NAcc, las cuales se colocaron en un portaobjetos y
mediante un escaner se obtuvieron imagenes para verificar la ubicacion correcta del

sitio de implantacion de las canulas.




5.8 Registro del signo del sindrome serotoninérgico de postura de cuerpo
aplanado
La hipersensibilidad al agonista del receptor 5-HT14, 8-OH-DPAT, se evaluo a traves

de la expresion del signo de postura de cuerpo aplanado (PCA), caracteristico del
sindrome serotoninérgico (Tricklebank, 1985). La postura de cuerpo aplanado se
identifica cuando el animal camina lentamente, con las patas hacia afuera y
arrastrando el vientre, casi tocando la superficie del piso. Este signo del sindrome
serotoninérgico aparece en las ratas sexualmente saciadas en respuesta a la
administracion i.p. de 8-OH-DPAT a la dosis de 0.125 mg/kg, dosis que no lo induce
en ratas que no estan sexualmente saciadas. Se inici6 el registro de la PCA 15 min
después de la administracién del farmaco, y posteriormente, se evalué la presencia
0 ausencia de la PCA durante 1 min, a intervalos de 5 min, durante un total de 30
min (Gonzalez-Morales & Rodriguez-Manzo, 2020).

5.9 Andlisis estadistico

Se utilizé la prueba F de Fisher para analizar los porcentajes de los animales que
presentan las conductas sexuales, la U de Mann-Whitney para la comparacion
pareada de datos no parameétricos y un ANOVA de una via, seguido de la prueba
de Dunnett, para el andlisis de los parametros de la cépula y la actividad ambulatoria
espontanea. Los datos se presentan como la media + error estandar y se considero

significativo el valor de P <0.05. Se utilizo el software Graph Pad Prism version 8.




6. DISENO EXPERIMENTAL

6.1 Objetivo 1
Para determinar el efecto de la administracion intra-NAcc del antagonista de CB1R,

AM251, sobre el establecimiento de la inhibicion sexual y la induccion de la
hipersensibilidad a 8-OH-DPAT en ratas macho que copulan hasta la saciedad, se
utilizaron 3 grupos independientes de ratas macho sexualmente expertas. Se les
administro, por via intra-NAcc, diferentes concentraciones del antagonista de CB1R
AM251 (1-3 mM) o su vehiculo, previo a una sesion de cépula hasta la saciedad. A
las 24 h post-saciedad se evalud la conducta sexual de los machos saciados,
registrando 2 series copulatorias o 30 min sin actividad sexual. Posteriormente se
les administré una dosis de 0.12 mg/kg de 8-OH-DPAT, por via i.p., y se registro la
aparicion del signo de postura de cuerpo aplanado durante 15 min. Finalmente se

hizo una prueba de actividad ambulatoria espontanea.

—
odary
8-OH-DPAT
AM251
LI )
Sexualmente | Administracion o ;
expertas e intra-NAcc Copula hasta la (“ . \ Registro de Administracion R‘egdlstro de
implantadas | (1,3 mM o saciedad . . conducta sexual i.p. 0.12 mg/kg ket =
vehiculo) o’ serotoninérgico

Esquema 1. Disefio experimental del objetivo 1

6.2 Objetivo 2
Para determinar el efecto del bloqueo de CB2R por la administracién sistémica del

antagonista AM630 durante la cOpula hasta la saciedad sobre la induccion de la
inhibicién sexual de ratas que copulan hasta la saciedad, se utilizaron 5 grupos
independientes de ratas macho sexualmente expertas. Se realizd una curva dosis

respuesta del efecto de la administracion por via i.p. de AM630 (0.03-10 mg/kg) o
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su vehiculo, previo a una sesion de copula hasta la saciedad. A las 24 h post-
saciedad se evalué la conducta sexual de los machos saciados, registrando 2 series

copulatorias o 60 min sin actividad sexual.

—,

Administracién i.p. : S5
Copula hasta | 2 ° i
Sexualmente expertas | (0.03,0.3,3y OF?U i (‘- - RepRude e
ot saciedad - . sexual

10mg/kg o vehiculo)

Esquema 2. Disefio experimental del objetivo 2

6.3 Objetivo 3

Para evaluar el efecto de la administracion sistémica del antagonista CB2R, AM630,
sobre la conducta sexual de ratas sexualmente saciadas, se utilizaron 4 grupos
independientes de ratas macho sexualmente saciadas, a las que se les administro
por via i.p. diferentes dosis de AM630 (0.03-3mg/kg) o su vehiculo y se evalud su
conducta sexual registrando 2 series copulatorias o 30 min sin actividad sexual.

Posteriormente se les hizo una prueba de actividad ambulatoria espontanea.
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Sexualmente Copuiahstal . h Administracion i.p. Regictroida Pru.ef)a de
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g mg/kg o vehiculo) motora

Esquema 3. Disefio experimental del objetivo 3.

6.4 Objetivo 4

Para establecer el efecto de la administracion intra-NAcc de AEA en ratas macho
sexualmente saciadas, se utilizaron 4 grupos independientes de animales
sexualmente expertos, implantados bilateralmente con canulas dirigidas al NAcc.
Se sometieron a una sesion de cépula hasta la saciedad y 24 h mas tarde se les
administraron diferentes dosis de AEA (0.001-0.1pg/rata) o su vehiculo por via intra-
NAcc. Se registro su conducta sexual a lo largo de 2 series copulatorias 0 30 min
sin actividad sexual. Posteriormente se hizo una prueba de actividad ambulatoria

espontanea.

5 MIN
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0.1pg/rata o vehiculo)

Esquema 4. Disefo experimental del objetivo 4.




7. RESULTADOS

7.1 Efecto del bloqueo de CB1R en el NAcc, sobre la induccion de la inhibicion
sexual y de la hipersensibilidad a farmacos de ratas que copulan hasta la saciedad

La figura 4A muestra que el pretratamiento intra-NAcc con concentraciones de 1y
3 mM del antagonista de CB1R AM251 no modificé el porcentaje de ratas
sexualmente saciadas que eyacul6 y reinicio la copula después de la eyaculacion.
Por otro lado, la figura 4B muestra que ambas concentraciones de AM251 redujeron
significativamente el porcentaje de sujetos que presentd la postura de cuerpo
aplanado (PCA) en respuesta a la administracion de 8-OH-DPAT (0.12 mg/kg), a
las 24 h post-saciedad.
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M&I E RC
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Cl—’. 80 q_g‘ q_,‘ 80
c 60 c 60
Q 8 ()]
&_’ 40 o 8 40-
o] O o]
o 20 0 O 20
0
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100
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]
'E 60
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O 40
B **
D_ 20 *%

0
C 1 3 mM

Figura 4. A) Porcentaje de ratas macho 8Mardimente saciadas, pretratadas con distintas
concentraciones de AM251 (1-3 mM) o su vehiculo, que presenta las respuestas de monta
e intromisién (M&l), eyaculacion (E), reinicio de cépula (RC). B) Porcentaje de ratas macho
sexualmente saciadas, pretratadas con distintas concentraciones de AM251 (1-3 mM) o su

23



vehiculo, que presenta y el signo de postura de cuerpo aplanado (PCA) en respuesta a la
administracion de 0.12 mg/kg de 8-OH-DPAT. Prueba F de Fisher: **P< 0.01 (n= 8 cada
uno).

7.2 Efecto del bloqueo de CB2R sobre la induccion de la inhibicion sexual en ratas
gue copulan hasta la saciedad

En la figura 5 se observa que en las ratas pretratadas con 3 mg/kg del antagonista
de CB2R AM630, hubo un aumento significativo en la proporcién de animales que
presentd montas e intromisiones a las 24 h posteriores a la saciedad. Sin embargo,
no hubo diferencias en la proporcion de ratas saciadas que eyaculo (E) y reinicio la

copula después de la eyaculacion (RC) con respecto al grupo control.
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Figura 5. Porcentajes de ratas sexualmente saciadas, pretratadas con distintas dosis de
AMG630 (0.03-10mg/kg, i.p.), que presentan las respuestas de monta e intromision (M&l),
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eyaculacion (E) y reinicio de cépula después de la eyaculacion (RC) a las 24 h post-
saciedad. Prueba F de Fisher: **P< 0.01 (n=8 cada uno).

7.3 Efecto del bloqueo de CB2R sobre la inhibicién sexual de ratas sexualmente
saciadas

En la figura 6 podemos observar que la administracion sistémica del antagonista
CB2R AMG630 a ratas sexualmente saciadas aumentd de forma dosis-dependiente
la proporcion de machos que presentd actividad sexual las 24 h post-saciedad. En
particular, con la dosis de 3 mg/kg de AM630 aumentd significativamente el
porcentaje de machos saciados que presento las distintas respuestas. Esta dosis
revirtié la saciedad sexual, ya que aumenté significativamente el porcentaje de

sujetos que reinicié la cépula después de la eyaculacion
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Figura 6. Porcentaje de ratas sexualmente saciadas que presenta las respuestas de
monta e intromision (M&l), de eyaculacion (E) y que reinicia la cépula después de la
eyaculacion (RC) a las 24 h post-saciedad, en respuesta a la administracion i.p. de
distintas dosis de AM630 (0.03-3mg/kg). Prueba F de Fisher: *P< 0.05; *P< 0.01, n=8-9

En la tabla 1 se muestra que no hubo diferencias en la actividad locomotora de los
animales tratados con distintas dosis AM630 por via sistémica en comparacion con

aquellos tratados con vehiculo.

mg/kg



Tabla 1. Actividad locomotora espontanea de animales sexualmente saciados tratados por
via i.p. con distintas dosis de AM630 o su vehiculo.

Dosis (mg/kg) Media = ES del nimero de cruces entre
cuadrantes
C 61.38 £4.16
0.03 58.5 +2.57
0.3 50.88 £5.41
3 68 + 3.66

ANOVA de una via n.s. (n=8-9).

7.4 Efecto de la administracion intra-NAcc de AEA sobre la conducta sexual de
ratas macho sexualmente saciadas

La Figura 7 muestra que la administracion intra-NAcc de 0.01 ug/rata de AEA
incrementd significativamente el porcentaje de sujetos sexualmente saciados que
presentdé M&I, E y RC, indicando que la AEA revierte la saciedad sexual a esta dosis
especifica. Una dosis menor carecio de efecto mientras que con una dosis mayor el

efecto se perdio, lo que confirma el perfil bifasico caracteristico de la AEA.
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Figura 7. Porcentaje de animales sexualmente saciados que presenta las conductas de
monta e intromision (M&I), eyaculacion (E) y reinicio de cépula (RC) en respuesta a la
administracion intra-NAcc de distintas dosis de AEA (0.001, 0.01 o 1.0 pg/rata). Prueba F
de Fisher: *P <0.05; **P <0.01 (n=7-9).
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En la tabla 2 podemos observar que hubo un aumento significativo en la actividad
motora de las ratas saciadas tratadas con las concentraciones de 0.001 y 0.01

Mg/rata de AEA intra-NAcc en comparacion con las tratadas con vehiculo.

Tabla 2. Actividad locomotora espontanea de animales sexualmente saciados tratados por
via intra-NAcc con distintas concentraciones de AEA.

Concentracién (pg/rata) Media = ES del numero de cruces entre
cuadrantes
C 47 £1.32
0.001 57.17 £ 3.76**
0.01 55.33 £ 1.42*
0.1 49.78 +1.35

ANOVA de una via, seguido de Dunnett: *P<0.05, **P<0.01 vs. C, n=7-9.

8. DISCUSION

8.1 Participacion de los CB1R del NAcc en las acciones de los eCBs para la
induccién de los fendmenos de inhibicion sexual e hipersensibilidad a farmacos de
ratas sexualmente saciadas

Se ha demostrado que los CB1R patrticipan en el establecimiento de la inhibicion
sexual y de la hipersensibilidad a farmacos de las ratas que copulan hasta la
saciedad. Estudios de nuestro laboratorio muestran que la administracion sistémica
del antagonista de CB1R, AM251, previene el establecimiento de la inhibicion sexual
(Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2014) y la induccién de la hipersensibilidad
tanto al agonista de receptores 5-HT1A, 8-OH-DPAT como al antagonista de
adrenoceptores a2, yohimbina (Gonzalez-Morales & Rodriguez Manzo, 2020). La
prevencion de la inhibicion sexual y de la hipersensibilidad a 8-OH-DPAT se
reproduce por la administracion de AM251 directamente en el ATV, lo que
demuestra la participacion de los CB1R del MSL en la induccion de este fenébmeno

(Gonzélez-Morales & Rodriguez Manzo, 2020).




Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que el AM251
administrado directamente en el NAcc también previene la induccion de la
hipersensibilidad a 8-OH-DPAT mas no el establecimiento de la inhibicidén sexual de
larga duracién en ratas que copulan hasta la saciedad. Estos resultados indican que
los fendbmenos de inhibicién sexual y de hipersensibilidad a 8-OH-DPAT no estan
mediados por el mismo mecanismo. Este resultado es interesante puesto que
ambos fenbmenos siguen un mismo curso temporal, ya que aparecen a las 24 h
post-saciedad, permanecen bien establecidos hasta las 72 h post-saciedad y
desaparecen a las 96 h post-saciedad (Rodriguez-Manzo et al., 2011).

Nuestros datos van en el mismo sentido de otras investigaciones. En
particular, se ha reportado que durante la cépula hasta la saciedad también hay
liberacion de opioides enddgenos que participan en la induccion de la inhibicion
sexual de ratas que copulan hasta la saciedad, pero no en la induccién de la
hipersensibilidad a farmacos. Asi, la administracion sistémica del antagonista de
receptores opioides tipo p y 6, naltrexona, previene la aparicion de la inhibicion
sexual mas no la de la hipersensibilidad a 8-OH-DPAT (Gardufio-Gutiérrez et al.,
2013a). Estos datos apoyan la idea de que la cépula hasta la saciedad produce
cambios plasticos en diferentes sistemas cerebrales.

El bloqueo de la hipersensibilidad a farmacos por la administracion intra-
NAcc de AM251 demuestra por primera vez que hay liberacion de eCBs en esta
region cerebral durante la copula hasta la saciedad, que contribuyen a la induccién
de este fendmeno. Con este resultado se puede establecer que la copula intensa,
hasta la saciedad, produce liberacion de eCBs en el MSL, tanto a nivel de ATV como
de NAcc que participan en la induccién de la hipersensibilidad a 8-OH-DPAT a
través de activar CB1R. Los CB1R en el NAcc se ha identificado en las FSI (Winters
et al., 2012) que inhiben de manera coordinada a las MSNs (Schall et al., 2021), y
en las terminales de las aferencias glutamatérgicas provenientes de la corteza
prefrontal (Covey & Yocky, 2021).

La transmision glutamatérgica de estas aferencias al NAcc participa en el
fendbmeno de sensibilizacion locomotora (Kalivas, 2004), que consiste en el

aumento progresivo en la locomocion producido por administraciones repetidas de
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una misma dosis de drogas psicoestimulantes (Stewart & Badiani, 1993). La
sensibilizacién locomotora es un fendmeno que se asemeja a la hipersensibilidad a
farmacos que presentan las ratas sexualmente saciadas. La sensibilizacion
locomotora es regulada en el MSL, tanto a nivel del ATV como del NAcc
(Vanderschuren & Kalivas, 2000).

Dado que la copula hasta la saciedad comparte con los psicoestimulantes la
capacidad de producir un aumento sostenido en las concentraciones de DA en el
NAcc, aunque a escalas diferentes, podria pensarse que algunos de los
mecanismos involucrados en la sensibilizacién locomotora producida por
psicoestimulantes jueguen un papel en la induccion de la hipersensibilidad a
farmacos de los animales que copulan hasta la saciedad. Los resultados de nuestra
investigacion no nos permiten proponer un mecanismo de accion por el que los
eCBs induzcan la hipersensibilidad a farmacos. Sin embargo, con base en la
localizacion de los CB1R, DIDR y D2DR en el NAcc, se puede sugerir la
participacion de las MSN-D1 y las MSN-D2 en las acciones de la DA liberada
durante la copula hasta la saciedad, asi como de los CB1R de las FSI y de las
terminales glutamatérgicas y los CB2R de las terminales DAérgicas y las MSN en
las acciones de los eCBs liberados durante la copula intensa, en la mediacion de

esta hipersensibilidad.




Entrada N ACC

glutamatérgica

Figura 8. Expresion de receptores CB1, CB2, D1y D2 en neuronas del NAcc.

Por otro lado, los eCBs liberados en el NAcc no participan en la induccion de
la inhibicion sexual posterior a la copula intensa, a diferencia de aquellos liberados
en el ATV que si participan (Gonzéalez-Morales & Rodriguez Manzo, 2020). Este
hallazgo no es sorprendente, puesto que estudios previos han mostrado que en los
animales sexualmente saciados no hay alteraciones en el funcionamiento de las
MSN, que son las que poseen los receptores a DA en el NAcc y, por lo tanto, las
gue responden a los cambios en la transmision DAérgica que se presentan en el
NAcc de los machos sexualmente saciados (Canseco-Alba et al.,, 2022). La
ausencia de alteraciones en la actividad de las MSN se comprueba al observar que
la administracion de agonistas DAérgicos directamente en el NAcc restablece la

copula en el 100% de las ratas sexualmente saciadas, que ademas copulan de




forma tan eficiente como los animales sexualmente expertos (Guadarrama-Bazante
& Rodriguez-Manzo, 2019).

8.2 Papel de los CB2R en la induccién y mantenimiento de la inhibicion sexual de
ratas que copulan hasta la saciedad

Los resultados de este trabajo muestran que el pretratamiento por via sistémica con
el antagonista de CB2R, AM630, no previene el establecimiento de la inhibicion
sexual de ratas que copulan hasta la saciedad. No obstante, con la dosis intermedia
de AM630 probada (3 mg/kg), todos los animales sexualmente saciados
presentaron las conductas de monta e intromision; con la dosis mayor utilizada (10
mg/kg) también se produjo un aumento en estas proporciones, aunque el efecto fue
menor. Este resultado sugiere que los CB2R patrticipan en el establecimiento de la
inhibicidn sexual, pero no sobre todos los componentes de la copula.

Los CB2R fueron identificados recientemente en neuronas del MSL (Ferranti
& Foster, 2022), pero su expresion es baja (Zhang et al., 2017; Ferranti & Foster,
2022). Probablemente debido a esta baja expresion, los CB2R juegan solo un papel
parcial en la induccion de la inhibicibn sexual de las ratas que copulan hasta la
saciedad, que se refleja en las respuestas de monta e intromision, pero no en las
de eyaculacion y reinicio de copula. Sera necesario profundizar en la investigacion
del papel de los CB2R del MSL en la expresion de la conducta sexual para confirmar
esta propuesta.

Por otro lado, el bloqueo de CB2R en animales sexualmente saciados
produjo un aumento, dosis dependiente, en la proporcion de machos que mostro las
conductas de monta, intromision y eyaculacién que fue significativo a la dosis mas
alta probada. Ademas, a esta misma dosis también aumenté significativamente la
proporcién de ratas saciadas que reinicio la cépula después de la eyaculacion, lo
gue se interpreta como la reversiéon de la inhibicion sexual. Este resultado sugiere
gue los CB2R juegan un papel en el mantenimiento de la inhibicién sexual de las
ratas sexualmente saciadas. La reversion de la inhibicién sexual podria explicarse
con base en la localizacién de los CB2R en el MSL. Se ha descrito que los CB2R

se expresan en los somas de las neuronas DAérgicas en el ATV (Ferranti & Foster,




2022), cuya activacion inhibe su disparo (Zhang et al., 2017). Al bloquear a estos
receptores se cancelaria esta inhibicion aumentando la liberacién de DA en el NAcc.
Por otro lado, también se ha descrito la presencia de CB2R en las terminales
DAérgicas en el NAcc, cuya activacion inhibe localmente la liberacion de DA
(Ferranti & Foster, 2022). El bloqueo de estos CB2R evitaria la inhibicion local de la
liberacion de DA. En conjunto, ambos mecanismos darian por resultado un aumento
en los niveles de DA en el NAcc, promoviendo asi la reversion de la inhibicion sexual
en las ratas sexualmente saciadas. Es importante resaltar que esta es la primera
vez que se describe la participacion de CB2R en la expresién de una conducta
motivada natural como lo es la conducta sexual. Habra que determinar en qué
regiones del MSL, el ATV y/o el NAcc participan en la reversion de la saciedad

sexual.
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Figura 9. Mecanismo propuesto por el cual el bloqueo de los CB2R facilitaria la reversiéon
de la inhibicién sexual, a través de evitar la inhibicién de la liberacion de DA.

8.3 La activacion de CB1R en el NAcc revierte la inhibicibn sexual de ratas
sexualmente saciadas

Se ha reportado que dosis bajas del eCB AEA revierten la inhibicion sexual de ratas

sexualmente saciadas cuando son administradas tanto por via sistémica (Canseco-




Alba & Rodriguez-Manzo, 2014) como intra-ATV (Canseco Alba & Rodriguez-
Manzo, 2016). Los datos de esta investigacion complementan estos resultados al
mostrar que la AEA administrada por via intra-NAcc también revierte la inhibicién
sexual de ratas sexualmente saciadas. Este resultado permite concluir que la AEA
revierte la saciedad sexual en el circuito MSL, al actuar tanto a nivel de ATV como
de NAcc.

Nuestros datos sugieren, ademas, la existencia de distintos mecanismos
inhibitorios que son activados por los eCBs durante la cpula hasta la saciedad, uno
a nivel del NAcc y otro en el ATV, ya que la activacion de CB1R en cada una de
estas regiones cerebrales tiene efectos distintos. En el NAcc el mecanismo
responsable de esta reversion pudiera deberse a que la AEA se una a los CB1R de
las terminales glutamatérgicas que llegan al NAcc inhibiendo la liberacion del
glutamato, pues se ha demostrado que el bloqueo por via sistémica de receptores
glutamatérgicos revierte la saciedad sexual (Rodriguez-Manzo, 2015). Por otro lado,
como se menciono anteriormente los CB1R también se expresan en las FSI en el
NAcc (Winters et al., 2012). Estas interneuronas constituyen el mayor componente
inhibitorio sobre la actividad de las MSN (Wright et al., 2017). El bloqueo de la
actividad de las FSI por los eCBs a través de la activacion de estos CB1R daria
como resultado un aumento en la actividad de las MSN que pudiera contribuir a la
reversion de la inhibicion sexual. En apoyo a esta idea esta el hecho de que la
administracion directa de agonistas DAérgicos en el NAcc que estimulan a las MSN,
pues son las Unicas neuronas que expresan receptores a DA en el NAcc (Covey &
Yocky, 2021), también revierte la saciedad sexual (Guadarrama-Bazante &
Rodriguez-Manzo, 2019).

Otro efecto de la administracion de AEA directamente en el NAcc fue el
incremento en la actividad locomotora de los animales sexualmente saciados. Si
bien este aumento solo fue significativo con las concentraciones intermedias de AEA
se manifesté con todas las concentraciones probadas. El aumento en la locomocion
provocado por la AEA en el NAcc también pudiera explicarse por la activacion de
los CB1R de las FSI, que al inhibir la liberacion de GABA aumentaria la actividad de

las MSN. Se sabe que los agonistas DAérgicos que activan a las MSN producen
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hiperlocomocion (Violante-Soria et al., 2023). Es importante destacar que el

aumento en la locomocion no impidio la reversion de la saciedad sexual.

Entrada NACC

glutamatérgica

Figura 10. Mecanismo propuesto por el cual los eCBs participarian en el mantenimiento
de la inhibicién sexual a través de inhibir la liberacion de glutamato en las terminales
glutamatérgicas y a través de inhibir la actividad de las FSI

De forma interesante se observo que la reversion de la saciedad sexual
producida por la AEA en el NAcc se presenta a una dosis especifica y que a dosis
mayores este efecto se pierde, confirmando el efecto bifasico de la AEA reportado
con las otras vias de administracion (Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2014;
Canseco-Alba & Rodriguez-Manzo, 2016) y en otras respuestas conductuales tales
como la ansiedad (Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2015). Se ha demostrado
gue los efectos facilitatorios de AEA estan mediados por la activacion del CB1R,
mientras que los efectos inhibitorios de dosis altas de este eCB estan mediados por

canales TRPV1 (Rodriguez-Manzo & Canseco-Alba, 2015). Por lo tanto, se puede
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inferir que la reversion de la saciedad sexual inducida por la administracion intra-
NAcc de AEA esta mediada por CB1R. Con estos resultados puede afirmarse es
qgue en las acciones de la AEA exdgena para revertir la saciedad sexual estan

involucrados mecanismos tanto en el ATV como en el NAcc.




9. CONCLUSIONES
Con base en los resultados de esta investigacion se puede concluir que:

1) Durante la cépula hasta la saciedad hay liberacién de eCBs en el NAcc.

2) Los eCB:s liberados en el NAcc participan en la induccion de la hipersensibilidad
a 8-OH-DPAT através de activar CB1R, pero no participan a través de este receptor

en el establecimiento de la inhibicion sexual de ratas que copulan hasta la saciedad.

3) Los eCBs liberados durante la copula intensa activan CB2R que participan en el
mantenimiento, pero no en el establecimiento de la inhibicibn sexual de larga

duracion de ratas sexualmente saciadas.

4) La AEA revierte la inhibicion sexual de ratas sexualmente saciadas a traves de
activar CB1R del NAcc.




10. PERSPECTIVAS
Estudios previos y los resultados de esta investigacion muestran que los eCBs

participan en la induccion de la hipersensibilidad a 8-OH-DPAT a través de la
activacion de los CB1R en el ATV y el NAcc. Seria interesante evaluar la
participacion de estos CB1R en la induccion de la hipersensibilidad a distintos

farmacos para establecer si el efecto se generaliza a otros farmacos.

Los resultados de este estudio muestran que el bloqueo de CB2R por via sistémica
revierte la saciedad sexual; seria importante evaluar si este efecto tiene lugar en el

MSL y si incluye tanto al ATV como al NAcc.

También seria importante evaluar la participacion de los CB2R en el fenébmeno de
hipersensibilidad generalizada a farmacos de las ratas que copulan hasta la

saciedad

Sabiendo que el bloqueo de receptores glutamatérgicos por via sistémica revierte
la saciedad sexual, y dado que tanto el ATV como el NAcc reciben aferencias
glutamatérgicas de la corteza prefrontal, seria interesante evaluar la participacion

del glutamato del ATV y del NAcc en el fendmeno de saciedad sexual.

Datos previos de nuestro laboratorio demuestran que la copula libera opioides
enddgenos que activan receptores a opioides MOR y DOR en el ATV. El bloqueo
de estos receptores previene el establecimiento de la inhibicion sexual y revierte la
saciedad sexual. Seria importante evaluar si estos efectos ocurren en el MSL a
través de la activacion de MOR y DOR del ATV y del NAcc.
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