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RESUMEN

La conducta sexual masculina, es considerada un proceso fisiolégico que
libera opioides enddgenos con dos posibles efectos: el primero para facilitarla y el
segundo para potenciar las propiedades de recompensa en el apareamiento y
eyaculacion. En el circuito neuronal implicado en la rata macho se destacan el
APM como un centro integrador y la MePD en la organizacién conductual. En los
ultimos afos se han aportado datos relevantes que demuestran la participacién del
sistema opioide. La EM-1 es un opioide que participa en varias funciones
incluyendo la actividad sexual copulatoria, su actividad bioldgica y respuesta

fisioloégica esta mediada por la activacién del MOR.

En este trabajo se aborddé la activacion neuronal a través de la
inmunorreactividad con la proteina c-Fos (IR-Fos) y la endocitosis del MOR tras la
administracién icv de la EM-1 en sitios importantes de la ejecucion copulatoria, el
APM y la MePD. ElI APM se dividié en subregiones (anterior, media y posterior)
para la observacion mas especifica de la participacion de la EM-1. Se encontré
una similitud entre el grupo expuesto a EM-1 y el grupo expuesto a hembras
receptivas, presentando mayor actividad neuronal y mayor internalizacion del
MOR, en comparaciéon con los grupos que no fueron expuestos a hembras
receptivas. La evidencia de este estudio sugiere que la EM-1 al igual que la
ejecucion de la copula inducen activacion neuronal asi como endocitosis del MOR
por lo que este péptido puede ser parte de un sistema mediador de propiedades

gratificantes dentro de la conducta sexual masculina en la rata macho.



Tabla. Abreviaturas

Abreviaturas Definicion

Am amigdala medial

APM area preoptica medial

BOA bulbo olfatorio accesorio

BOP bulbo olfatorio principal

DOR receptor opioide delta

EM-1 endomorfina-1

EM-2 endomorfina-2

icv intracerebroventricular

IR-Fos inmunorreactividad a la proteina c-Fos

IR-MOR inmunorreactividad al receptor opiode
mu

KOR receptor opioide kappa

MePD amigdala medial postedorsal

MOR receptor opioide mu

NCET nucleo cama de la estria terminal

OVN organo vomeronasal

SGP sustancia gris periacueductal

TBOA tracto del bulbo olfatorio accesorio

Grupos experimentales

E sujetos solos en la arena de cépula

E+ sujetos expuestos a hembras
receptivas

E- sujetos expuestos a hembras no
receptivas

EcEM-1 sujetos con implante de canula y
administracion de EM-1

EcS sujetos con implante de canula y

administracion de solucién
salina
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ANTECEDENTES

Conducta sexual de la rata macho de la cepa wistar.

Una de las conductas mas estudiadas en las ultimas décadas es la
conducta sexual de la rata macho de la cepa wistar, su comportamiento se
compone de patrones estereotipados en donde se distinguen dos fases, la
conducta apetitiva o motivacional y la consumacion de la conducta sexual
(Swaney et al.,, 2012). En ambas fases la participacion hormonal (estrégenos y
progestinas) y neuroquimica (dopamina, noradrenalina, serotonina, oxitocina), son
indispensables para desencadenar el deseo y excitacion sexual, esto se podria
definir como la preparacion del sistema autonomo para la actividad sexual (Pfaus

et al., 2001).

La conducta sexual masculina, es considerada un proceso fisiolégico que
libera opioides enddégenos con dos posibles efectos: el primero para auto facilitar
la conducta sexual y el segundo para potenciar las propiedades de recompensa en
el apareamiento y eyaculacién (Contreras y Agmo, 1993). Para su estudio, se

divide en tres fases; precopulatoria, copulatoria y postcopulatoria.

Fase precopulatoria: Durante esta fase, el macho persigue a la hembra
sexualmente receptiva, olfatea la region anogenital, emite vocalizaciones
ultrasonicas, de manera que tanto la hembra como el macho reciben estimulacion
olfativa, tactil y auditiva (Paredes y Agmo, 1992). La interaccion del macho frente a
la hembra promueve la liberacion de estimulos volatiles como en el caso de la

orina y estimulos no volatiles como las feromonas que son captadas por



receptores quimiosensoriales, esto ocurre en el caso del acercamiento al rostro o

hacia la regién anogenital (Cibrian et al., 2010).

Fase copulatoria: Implica la ejecucion de posturas y movimientos que
permiten la introduccion peneana y la expulsion seminal, este patrén motor se
presenta cuando el macho estad en presencia de una hembra receptiva; para su
estudio se divide en tres patrones conductuales que son monta, intromision vy
eyaculacion (Lucio et al., 2009; Hull et al., 2006). En la figura 1, se muestran

dichos patrones respectivamente.

Figura 1. Patrén conductual de la cépula en la rata macho. A. Monta,
B. Intromision, C. Eyaculacion. (Lucio y Tlachi, 2008).

Monta. Se reconoce porque la rata macho queda sobre la hembra, sus
regiones pélvicas y perineales apoyadas sobre la grupa femenina. Con las
extremidades delanteras sujeta a la hembra y le palpa los flancos. Al mismo
tiempo realiza movimientos pélvicos ritmicos alternantes hacia adelante y hacia
atras. Después el macho se desmonta lentamente. La hembra por su parte realiza
una lordosis (arqueamiento del dorso que se acompafa de la elevacion de la
cabeza), justo cuando el macho realiza la palpacion y sujecién de los flancos (Hull

et al., 2006; Lucio y Tlachi, 2008). El patrén de montas se repetira cada vez con



mas regularidad, si el macho llega a detectar la vagina de la hembra se llevara a

cabo una intromision (Hull et al., 2006).

Intromision. Implica la monta mas la insercién del pene en la vagina. El
macho realiza un movimiento pélvico de penetracion con una durabilidad de 400
ms aproximadamente, se desmonta con rapidez y se autoacicala el pene como se
muestra (Guevara et al.,, 2012; Lucio y Tlachi, 2008). EI mayor numero de
intromisiones anteriores a la eyaculacién puede ser un factor importante en la
promocién de la fertilidad ya que facilita el transporte de los espermatozoides

hacia la hembra (Hull et al., 2006).

Eyaculacién. Después de una serie repetida de montas e intromisiones se da
una intromisidén que se caracteriza por presentar un movimiento pélvico profundo,
que coincide con la emision de liquido seminal, que es mantenido durante varios
segundos, mientras se presenta elevacion de las patas. El desmonte de la hembra
es lento y se caracteriza por un movimiento de las patas delanteras (Rodriguez y
Fernandez, 1995) ( Hull et al., 2006; Lucio y Tlachi, 2008; Paredes y Agmo, 1992,

Agmo y Paredes 1988).

Fase postcopulatoria: Esta fase comprende el periodo refractario absoluto y
el relativo. Durante el periodo refractario absoluto, el macho da una apariencia de
poca locomocion, también es insensible a cualquier estimulo sexual y es poco
responsivo a otros estimulos del medio ambiente. Durante el periodo refractario
relativo, el macho empieza a responder los estimulos que lo rodean y usualmente

emite vocalizaciones ultrasénicas. El intervalo posteyaculatorio (IPE) comprende el



tiempo que transcurre entre la eyaculacion hasta que se presenta la monta o

intromisidn de la siguiente serie eyaculatoria (Lucio et al., 2009; Hull et al., 2006).

Parametros para evaluar la conducta sexual en la rata macho.

De acuerdo con el manual de Lucio y Tlachi en 2008 los parametros se

clasifican en temporales y numéricos como se simplifica en la figura 2.

Temporales.

Latencia de monta (LM): Tiempo que transcurre desde que el macho y la

hembra entran en contacto hasta que se presenta la primera monta.

Latencia de intromision (LI): Tiempo transcurrido desde la introduccion de la
hembra a la arena de observacion, hasta que se presenta la primera intromision

de prueba.

Latencia de eyaculacion (LE): Tiempo que transcurre desde la primera
intromisién de la serie hasta que se presenta la eyaculacién que la da por

terminada.

Intervalo posteyaculatorio (IPE): Tiempo transcurrido entre una eyaculacion

y el inicio de una nueva serie, determinado por la siguiente intromision.

Numéricos

Intromisiones: Numero de intromisiones que requieren un animal para

alcanzar la eyaculacion.



Montas: Numero de montas que se presentan en una serie antes de la

eyaculacion.

Eyaculaciones: Numero de eyaculaciones que preceden a la saciedad

sexual (Rodriguez y Fernandez, 1995).

Patrén eyaculatorio de la rata macho.

I MONTA I INTROMISION D EYACULACION

SERIE COPULATORIA

SERIE EYACULATORIA
[ 1

LI LE
[ |_‘H
0 5 10

Figura 2. Parametros conductuales de la cépula de la rata macho. Las
montas se muestran en barras de color verde; las intromisiones en barras de
color azul y la eyaculaciéon en una barra de color amarillo. LI: Latencia de
intromisién, LE: Latencia de eyaculacion, IPE: Intervalo posteyaculatorio
modificado de Lucio y Tlachi, 2008.

IPE

15 min

Estructuras neuroanatémicas relacionadas con la conducta sexual.

Se han descrito estructuras y areas en el sistema nervioso central con
importancia funcional en la organizacién de la conducta sexual de la rata macho
(Boehm, 2006). La activacion de la red neuronal vinculada en la expresion de la

conducta sexual requiere de la estimulacion del 6rgano vomeronasal (OVN)



mediante la deteccidn de senales feromonales provenientes de una hembra
receptiva. El OVN envia axones al BOA y al BOP (figura 3), del BOA salen fibras
que pasan por la MePD, el NCET vy llegan a la subdivision lateral del APM a traves
de la via amigdalofugal ventral. EIl APM es una porcion fundamental perteneciente
a la via de proyeccion del OVN, la cual esta involucrada en el procesamiento de
sefales sexualmente relevantes (feromonas provenientes de una hembra

receptiva) que facilitan la conducta reproductiva (Segovia y Guillamén, 1993).

El papel de la participacién de las diferentes estructuras cerebrales en el
control de la conducta sexual se ha descrito en estudios que han utilizado
diferentes estrategias experimentales como la activacién del gen c-fos asi como la
expresion de su proteina c-Fos, en estudios de lesiones cerebrales con marcaje
de vias anatdmicas o de registro de actividad neuronal (Pfaus et al., 2010; Romero
et al., 2007; Robertson et al.,1991; Veening et al., 2005; Coolen et al.,1996; Bialy y
Kaczmarek, 1996). Debido a que la IR-Fos representa una herramienta de utilidad
para correlacionar la importancia de la actividad neuronal con la ejecucion de la
conducta se destacan aquellas evidencias que muestran un incremento en
neuronas inmunopositivas, tras la exposicién a un estimulo sexualmente relevante.
Estas evidencias, han permitido sugerir al APM, como el centro integrador vy

regulador de la conducta sexual (Pfaus, 1999; Paredes, 2003).

Larsson y Alhenius en 1999 lesionaron APM en hipotalamo; los resultados
los llevaron a sugerir dos mecanismos neurales que regulan el comportamiento

sexual de la rata macho, en el cual se involucran estructuras del diencéfalo caudal



y mesencéfalo anterior (Giuliano et al., 2012; Hull y Rodriguez, 2009; Larsson y

Ahlenius, 1999).

Figura 3. Esquema del circuito neuronal vinculado con la conducta sexual del
macho, las sefales feromonales son percibidas principalmente por el érgano
vomeronasal, para transmitir esta informacion desde la amigdala salen
proyecciones hacia el nucleo cama de la estria terminal NCET y al area predptica
medial APM, organo vomeronasal OVN, bulbo olfatorio principal BOP;, bulbo
olfatorio accesorio BOA, area preoptica medial; TBOA, tracto del bulbo olfatorio
accesorio; AM, amigdala medial (Boehm, 2006).

Para los propositos de este trabajo a continuacidon se describen
caracteristicas morfolégicas y funcionales de dos areas fundamentales para el

estudio de la conducta sexual masculina.

Amigdala medial posterodorsal (MePD)

La MePD forma parte de los nucleos de la amigdala y es considerada un
punto de integracion de estimulos y hormonas relacionadas con la conducta
sexual. Sus aferencias provienen del BOA y a través de sus eferencias se
comunica con el APM, de ésta manera se relaciona con la facilitacion de la

conducta sexual en la rata macho (Dhungel et al., 2011; Lehman y Winans, 1982).



Pfaus y colaboradores en el 2001 relacionan al MePD como un area implicada en
la excitacion sexual y generacion de la conducta sexual masculina a través de
estudios con lesiones. Tratamientos de sulfato de zinc intranasal pueden dafiar la
mucosa olfativa sin afectar el sistema vomeronasal, esto provoca una disminucién
de la copula y una menor activacién de c-Fos en MePD, por lo que se sugiere que
la entrada desde el sistema olfativo principal contribuye a la activacion de las
neuronas de esta area ademas de la participacion del sistema vomeronasal

(Dhungel et al., 2011; Fernandez y Meredith, 1998; Baum y Everitt, 1992).
Area predptica medial (APM)

El APM se encuentra entre la porcion caudal del quiasma 6ptico ventral y la
comisura anterior, su limite anterior es con la lamina terminal y su borde caudal es
el NCET (Paredes, 2003; Simerly y Swanson, 1988; Simerly y Swanson, 1986;
Larsson y Ahlenius, 1999). Se ha sugerido como el centro integrador de los
mamiferos para el comportamiento de la conducta sexual (Hull y Rodriguez, 2009;
Balthazart y Ball, 2007). Estudios previos demuestran que una lesién en el APM
inhibe la copula en la rata macho al ser expuesto a una hembra receptiva
(Rodriguez y Pellicer, 2010; Morris et al. 2008; Paredes et al.,1993; Baum y Everitt
1992). En contraste, la estimulacion eléctrica de esta zona facilita el
comportamiento sexual, esto implica una reduccién en el numero de intromisiones
necesarias para lograr la eyaculacion (Paredes y Agmo, 1992). Fisiolégicamente
se ha comprobado la actividad neuronal del APM que esta implicada en la
culminacién de la conducta sexual a través de la proteina c-Fos (Dominguez y

Hull, 2005; Agmo y Pfaff, 1999).



Modulacién opioide de la conducta sexual masculina.

Opioides

Los péptidos opioides estan distribuidos ampliamente en el cerebro, actuan
como neuromoduladores de funciones muy diversas relacionadas con el area
cerebral en consideracion. Estas sustancias activan receptores especificos y son
extremadamente potentes en influenciar funciones centrales formando parte
importante del sistema neurohormonal (Paredes, 2014; Pfaus et al., 2012;
Paredes, 2003; Argiolas, 1999).

El conocimiento del sistema de neuropéptidos de naturaleza opioide se ha
desarrollado ampliamente debido a que esta asociado con diferentes funciones
entre las que se incluyen: analgesia, regulacién de funciones gastrointestinales,
endocrinas y del sistema nervioso auténomo; funciones relacionadas con
recompensa Yy adiccion, en funciones cognitivas como la regulacién del
aprendizaje y memoria (Akil et al., 1998). Ademas, estd bien documentada la
participacion del sistema opioide enddgeno en la regulacién del embarazo, parto y
funciones reproductivas en ratas hembra (Argiolas, 1999; Pfaus y Gorzalka, 1987).
Los péptidos opioides enddgenos se derivan principalmente de cuatro
precursores, proopiomelanocortina, proencefalina, prodinorfina y pronociceptina;
excepto por la nociceptina todos los péptidos opioides cuentan con una secuencia
de un pentapéptido Tir-Gli-Gli-Fe-(Met o Leu) (Ver anexo 1, Cuadro 4) (Fichna et
al.,2007).

Con el fin de conocer la participacion de los péptidos opioides en el control

de la conducta sexual se han administrado agonistas a opioides en diferentes



estructuras cerebrales y por vias diferentes. Hull y colaboradores en 2006 apoyan
que los opiaceos y opioides tienen un papel inhibitorio en la conducta sexual, lo
cual se basa en las observaciones de los efectos de facilitacibn que causa la
administracion de antagonistas a opioides. Holloway en 2012 expone que los
opioides tienen un efecto inhibitorio en la conducta sexual de la rata macho. Por
otro lado, Parra y colaboradores en 2009 proponen una influencia relacionada a la
dosis y al sitio de administracion, debido a que en la infusion de EM-1 icv en dosis
1 uM, 10 uM o 50 uM no se observa influencia inhibitoria significativa, pero la
administraciéon de 100 pM provocd un aumento significativo de la latencia de
eyaculaciéon en machos sexualmente activos.

Endomorfinas.

Las endomorfinas son una familia de péptidos que se han aislado a partir de
la corteza frontal del bovino. Destacan la EM-1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2) y la
endomorfina-2 (EM-2) (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2) que tienen una alta afinidad por
unirse al MOR. Se han realizado estudios que ponen en evidencia que la EM-1 y
la EM-2 estan ampliamente distribuidas en el sistema nervioso, incluyendo
regiones el nucleo periacueductal, el talamo, el hipotalamo y la amigdala, que
pueden influr en el estado de animo y afectivo (Zadina et al., 1997).
Farmacoloégicamente las dos endomorfinas son analgésicos potentes y muestran
propiedades similares (Goldberg, 1999). Se ha demostrado que la EM-1 tiene un
papel en la regulacion de la copula masculina en mamiferos en administracién icv
en AMP y Am (Parra et al., 2013). Se ha evidenciado en ratas hembra la

participacion enddégena en el APM de la EM-2 localizada en terminales axonicas
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en forma de vesiculas, proponiendo que este opioide funciona de manera
endégena en el APM (Wang et al., 2002).

Receptores a opioides

Los receptores a opioides se activan tanto de forma endogena por péptidos
opioides como exogenamente por farmacos opiaceos (morfina). Estudios de
clonacion de receptores han permitido el descubrimiento de cuatro tipos de
receptores a opioides, los mu, kappa, delta y nociceptina/orfanina (Bodnar, 2012;

Matuszewich y Dornan, 1992).

Los receptores a opioides mu (MOR) deben su nombre a la unién con el
agonista del tipo de la morfina; sus secciones amino y carboxilo terminal son mas
largas en comparacion a la de los demas receptores (Bodnar, 2012). Los ligandos
EM-1 y EM-2 altamente selectivos y con gran afinidad por el MOR se aislaron en
la década de los ‘90; inducen una respuesta fisioldgica y conductual similar a la
generada por otros opioides como las endorfinas; sin embargo, su origen
enddégeno aun se discute, ya que su precursor proteico no se ha identificado
(Fichna et al., 2007). La administracion de (-endorfina en diferentes especies

como la rata, inhibe la conducta copulatoria (Holloway, 2012; Bodnar, 2012).

Los receptores a opioides delta (DOR) cuando se les administra un agonista
favorecen la conducta sexual en estudios realizados en rata, este efecto es
revertido por la naloxona (Pfaus y Gorzalka, 1987). Una gran variedad de ensayos
in vitro e in vivo han propuesto subtipos de DOR con una alta afinidad por las

encefalinas (Bodnar, 2012; Waldhoer et al., 2004; Moallem et al., 2012).
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Los receptores a opioides kappa (KOR) deben su nombre a que poseen
mayor afinidad por la ketociclazocina, que es un agonista opioide (Holloway,
2012). La clonacion de KOR permitio identificar que tienen una alta afinidad por
péptidos enddégenos como la dinorfina A (Bodnar, 2012; Moallem et al., 2012;

Waldhoer et al., 2004)

Del receptor a nociceptina solo se conoce que esta presente en 5
mamiferos; humano, rata, ratén, cerdo y conejillo de indias. Tiene una alta afinidad

por la dinorfina A (Bodnar, 2012; Moallem et al., 2012).

Con el fin de conocer la participacion de los receptores a péptidos opioides
endogenos en el control de la conducta sexual, se han administrado agonistas a
opioides en diferentes estructuras cerebrales y se han observado los resultados
tras la aplicacion de métodos inmunohistoquimicos (Waldhoer et al., 2004;
Matuszewich y Dornan, 1992; Sinchak y Micevych, 2003; Arttamangkul et al.,

2006).

Coolen y colaboradores en el 2004 sugieren que el comportamiento sexual
es un estimulo biolégico que libera péptidos opioides enddgenos, que activan
MOR en el APM en ratas macho y la endocitosis del MOR se utiliza como
marcador para demostrar la participacion y actividad del receptor el cual es

inducido por su ligando.
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Internalizacién de los receptores opioides.

A nivel de la membrana celular de las neuronas los receptores a opioides
pueden acoplarse a proteinas Gi/Gp y cuando un ligando se une produce cambios
hidrofébicos e hidrofilicos. Una de las caracteristicas de estos receptores es que
se activan tanto por péptidos nativos como por no nativos. ElI cambio
conformacional provoca interaccion de los dominios intracelulares transmitiéndose
la sefal de transduccion. Los canales de calcio y potasio también son modulados
por la despolarizacion de la membrana una vez que se produce la activacion de la
proteina G, la subunidad ai provoca la inhibicion de la adenilato ciclasa, enzima
unida a la cara interna de la membrana celular, por lo que se produce una
disminucién de la concentracion de AMP ciclico intracelular, modulando las
adenilato ciclasa 1,V,VI y VIII; por otro lado, el dimero By activa los subtipos II,IV y
VIl (Waldhoer et al., 2004; Keith et al., 1996). La desensibilizacion por agonistas
se lleva a cabo por la fosforilacion de los dominios intracelulares de los receptores.
La cinasa dependiente de AMP ciclico, proteina cinasa C y proteina cinasa Il
calcio-calmodulina dependiente son algunas de las kinasas involucradas en la

desensibilizacién de la neurona (Keith et al., 1996; Dohlman et al., 1991).

Cuando se produce una exposicion prolongada a ligandos se degrada el
receptor; esto causa una desensibilizacién en la neurona y cuando la exposicion
es de tiempos cortos a su ligando se causa una rapida desaparicién de receptores
de la superficie celular neuronal, como resultado de su endocitosis. EI mecanismo
exacto de internalizacion no es bien conocido, sin embargo, se ha sugerido que la

internalizacion de los receptores se lleva a cabo por la via clasica de endocitosis
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(Keith et al., 1996). La ruta principal de internalizacion de los receptores acoplados
a proteinas G es mediante la via de fosas y vesiculas recubiertas de clatrina para
formar endosomas. Cuando son acidas las condiciones de los endosomas, el
ligando se separa del receptor y éste es reciclado a la superficie neuronal o bien
es degradado por el sistema vesicular (Waldhoer et al., 2004. Dohiman et al.,

1991)

Los opioides en la conducta sexual masculina.

La ejecucion de la conducta sexual masculina es considerada una conducta
motivada en la que se liberan péptidos opioides enddgenos entre otros
mensajeros quimicos. La region mas critica encéfalica para la conducta sexual es
el APM situada en el hipotalamo rostral (Bodnar, 2012; Arttamangkul et al., 2006;
Sinchak y Micevych, 2003; Matuszewich y Dornan, 1992). Se ha reportado que la
administracién de opioides en el tercer ventriculo induce la internalizacion de los
receptores y facilita la conducta copulatoria, que finalmente induce un estado de
recompensa (Wang et al., 2002). Los opioides pueden mediar estados
recompensantes y su bloqueo afecta la adquisiciéon de respuestas condicionadas
sexualmente (Bodnar, 2012). Coolen y colaboradores en 2004 afirman que la
activacion del MOR puede influenciar el inicio del intervalo posteyaculatorio y a la
saciedad sexual probablemente porque su liberacidn es mas importante durante
este periodo, lo cual favorece al establecimiento del estado recompensante.
Holloway en el 2012 en su revisién llega a la conclusién de que los opioides son
moduladores de las respuestas sexuales en conductas de condicionamiento

apetitivas y eso atenua los efectos que tienen los antagonistas opiaceos durante la
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copula. Van Fourth y colaboradores en 1995 proponen una alteracién de la
conducta por la administracion de opioides en APM, lo que causa una reaccidn
inhibitoria al ser administrada en la region ventricular media, observada al inicio de
la conducta y en la fase eyaculatoria. Recientemente, se ha demostrado que la
conducta sexual promueve la activacion de receptores opioides en el area
tegmental ventral, ya que la eyaculacion induce un incremento en el numero de
MOR internalizados en las neuronas gabaérgicas de esta area (Balfour et al.,
2004). En esta investigacion se visualizaron los endosomas mediante microscopia
confocal, y la cuantificacién de estas particulas proporciono la medida indirecta de
la liberacidén del péptido opioide endégeno marcado en la neurona. La infusién de
EM-1 en el APM en ratas hembra, sugiere que favorece la conducta sexual
femenina y propone a la EM-1 como péptido opioide endégeno que puede inducir
la activacion de MOR (Sinchak y Micevych, 2001). Se ha especulado sobre la
posible participacion de diferentes receptores opioides en la regulacion conductual
con efectos diferentes, basados en inyecciones icv se ha mencionado que la
activacion con alta afinidad por el receptor p1 que inhibe la conducta sexual a
diferencia de los receptores de baja afinidad como lo son los p2 que la estimulan

(Matuszewich y Dornan, 1992; Band y Hull 1990; Pfaus y Gorzalka, 1987)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El conocimiento de la participacion del sistema opioide en la modulacién de
la conducta sexual masculina ha sido abordado bajo la perspectiva de la accion de
diferentes ligandos a este sistema de comunicacién neural como son las
encefalinas, B-endorfina, opiaceos sintéticos asi como diferentes antagonistas al
sistema opioide (Bodnar, 2012). Esta evidencia ha demostrado que los opioides
pueden inhibir la conducta sexual en relacidon directa a las caracteristicas
bioquimicas del opioide, a la dosis y sitio de administracion. En experimentos
anteriores en el laboratorio de Neuroanatomia Funcional de la Facultad de
Medicina de la UNAM se ha demostrado que la EM-1 modula los componentes
apetitivos de la conducta sexual en la rata macho cuando este péptido es
administrado directamente en el APM y previo al inicio de la conducta sexual.
Asimismo, la administraciéon en MePD modula la consumacion de la copula (Parra
et al., 2013; Parra et al., 2009). Estos resultados sugieren que la EM-1 puede ser
un péptido opioide endégeno que participa en la modulacion conductual de la rata
macho, a través de la internalizacion del MOR. Asi, resulta pertinente demostrar
de manera fisiolégica y neuromorfologica que la EM-1 produce esta activacion
tanto por la ejecucion de la cépula como por el estimulo farmacolégico de este

péptido via icv en areas importantes para su construccion.
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HIPOTESIS

La administracién via icv de la EM-1 induce endocitosis del MOR en el APM
y MePD en la rata macho de forma similar a lo que ocurre tras la copula con la

liberacion de ligandos enddgenos.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la endocitosis del MOR por administracién de la EM-1 via icv en el APM y

MePD de la rata macho.

OBJETIVOS PARTICULARES.

* Cuantificar la expresion de c-Fos y MOR en el APM y MePD en ratas
macho sexualmente expertas tras la administracién de EM-1.

* Cuantificar la expresion de c-Fos y MOR en el APM y MePD en ratas
macho sexualmente expertas tras la conducta sexual.

+ Demostrar la activacién neuronal especifica en subregiones del APM tras la
administracion de EM-1.

+ Demostrar la activacion neuronal especifica en subregiones del APM tras la

tras la conducta sexual.
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DISENO EXPERIMENTAL

Con el objetivo de determinar la endocitosis del MOR por la administracion
de EM-1 via icv, se distribuyeron 46 ratas macho de la cepa wistar expertas
sexualmente en cinco grupos. El grupo ECEM-1 fue implantado con una canula icv
y se le administro EM-1 ; el grupo E+ se expuso a una hembra receptiva, el grupo
EcS fue implantado icv y se le administré solucién salina, el grupo E- fue expuesto
en la arena de cépula a hembras no receptivas y finalmente el grupo E
permanecio solo en la arena de cépula en ausencia de estimulo sexual (ver figura
4). La evaluacion morfolégica para la IR-Fos e IR-MOR, se realizé utilizando
grupos independientes con una n=8. Con el fin de correlacionar los hallazgos
morfoldgicos de la expresion del MOR se analizé la conducta copulatoria en cada

uno de los grupos correspondientes que fueron expuestos a la actividad sexual.
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EVALUACION DE LA ENDOCITOSIS POR
ENDOMORFINA-1Y CONDUCTA SEXUAL DEL
RECEPTOR OPIOIDE MU EN EL AREA PREOPTICA
MEDIAL Y AMIGDALA MEDIAL EN LA RATA MACHO DE
LA CEPA Wistar.
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Figura 4. Diagrama del disefio experimental.



SUJETOS, MATERIAL Y METODO
Animales.

Se utilizaron 46 ratas machos adultos de la cepa wistar de 250 a 300 g.
criadas en el bioterio general de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los sujetos
se colocaron en cajas de estancia de manera individual, bajo un ciclo invertido de
luz/oscuridad 12:12 (luz 19:00 h), la temperatura de 22°C, comida y agua ad
libitum. Se utilizaron ratas hembra sexualmente receptivas, para inducir la
conducta sexual de los machos. Para este propésito las hembras fueron
ovarectomizadas y estimuladas con hormonas esteroideas, benzoato de estradiol
(Sigma ChemicalCompany St. Louis, MO, USA) en dosis de 2.5 ug 48 h antes de
la prueba y 1 mg de progesterona de 4 a 6h antes de la sesién conductual (Sigma
ChemicalCompany St. Louis, MO, USA). Todo esto bajo aprobacion del comité de
Bioética y manejo de animales de la Facultad de Medicina y de acuerdo a la

norma de uso y manejo de animales para el DF (NOM-062-ZO0-1999).

Entrenamientos en la de conducta sexual.

Con el fin de que los machos adquirieran experiencia sexual, todos los
sujetos incluidos en el experimento realizaron pruebas conductuales en arenas
circulares de plastico (50x60cm.), en la fase oscura del ciclo, bajo iluminacion roja
para ser observados y video grabados. Los machos fueron expuestos a hembras
receptivas y se les permiti6 copular durante cuatro sesiones de 30 minutos

distribuidas en dos sesiones por semana. Aquellos machos que alcanzaron por lo
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menos una serie copulatoria en 30 min en dos sesiones consecutivas se les
consideré machos expertos y fueron seleccionados y distribuidos al azar en los

diferentes grupos.

Analisis de la conducta sexual.

Se colocd al animal en la arena de copula, se grab6é en video para su
posterior analisis, el analisis se hizo mediante observacion y con ayuda del
sofware OMNI_ALVA OA ConduRep, software para el registro de la conducta

Reproductiva, 2006. Los parametros utilizados fueron:

Frecuencia de Montas (MF). Numero de eventos de monta para la serie.

ler Latencia de Monta (PEI/M). Tiempo relativo en el cual se da la primera monta.
ler Latencia de Monta-Eyaculacion (EL/M). Tiempo relativo entre el evento de
monta y el de eyaculacion.

Frecuencia de intromision (IF). Numeros de eventos de intromisién para la serie.
ler Latencia de Intromision (PEI/I). Tiempo relativo en cual se da la primera
intromision.

ler Latencia de Intromisién-Eyaculacion. (EL/I). Tiempo relativo que transcurre
desde el evento de la intromisioén hasta la eyaculacion.

Media Inter-Intromision (I1). Es el promedio de los intervalos de intromision.

Tasa de aciertos (HR). Utiliza la formula ((I+E) (M+I+E)) donde |, M y E es el
numero total de eventos de intromisidbn, montas y eyaculacion de la serie

respectivamente.
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Indice de intromision (I/M+1). Utiliza la formula (I(M+l)) donde las | y las M es el
numero total de eventos de intromisiones y montas de la serie respectivamente.
Intervalo posteyaculacion (PIC). Tiempo transcurrido entre el evento de

eyaculacion y el evento de la siguiente monta o intromision segun sea el caso.

Cuadro 1. Parametros de la conducta sexual de la rata macho expuestos a
hembras receptivas.

Ratas MF PEI/M EL/M IF PEI/l ELI/ ]| MDII  HR IIM+1 PIC
macho (seg.) (seg) (Seg)
1 3 10 567 41 19 590 13 11 093 0.93 223
2 4 10 661 44 11 660 15 14 092 0.92 378
3 6 12 592 38 24 568 15 14 0.87 0.86 443
4 2 6 662 25 9 659 25 16 093 0.93 412
5 3 21 497 13 55 463 36 37 082 0.81 343

X 3.6 118 5958 322 236 588 20.8 184 0.894 089 359.8

Error +0.68 +2.50 $31.02 1579 830 +36.23 $4.34 472 +0.02 +0.02 +38.06

El parametro conductual se mide (Cuadro 1) con el fin de corroborar que las rata
macho tienen al menos una eyaculacién en un intervalo de 30min., para poder
tomarlas en cuenta y repartirlas aleatoriamente en los grupos que se utilizaron

para esta investigacion.

Administracion via icv de EM-1.

La cirugia estereotaxica se realizd a n=22 machos pertenecientes a los
grupos EcM-1 y EcS (figura 4). La cirugia se desarrollé6 bajo anestesia profunda
utilizando una mezcla de Xilacina (Procin) y Ketamina (Anesket) respectivamente

en las siguientes dosis, Ketamina 12mg/Kg, Xilacina 95 mg/Kg i.p. Posteriormente
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se les realizd un implante unilateral en tercer ventriculo con las coordenadas
segun Ashwell y Paxinos en 2008 dirigido al tercer ventriculo (AP-04; V=7 mm).
Ocho dias después de la cirugia los sujetos se pusieron a realizar una sesion

conductual copulatoria con el fin de verificar la reanudacion de la conducta basal.

Con el propdsito de seguir los objetivos propuestos el trabajo se desarrollo

en dos fases.

Fase 1. Efecto de la EM-1 en el APM y MePD administrada via icv.

Sujetos con implante icv fueron incluidos en esta fase. Una vez transcurrido
un periodo de recuperacion post-cirugia de aproximadamente 8 dias se verificd la
actividad copulatoria, aquellos sujetos que realizaron una serie copulatoria, se les
considerd recuperados y aptos para continuar con el experimento lo cual ocurrié
entre una o dos sesiones mas de observacion, con un tiempo de 30 min por cada
observacion. Antes de iniciar su siguiente sesién conductual se les administré icv
Em-1 100 uM en un volumen de 0.5 ul (EcM-1). Un grupo similar recibié solucion
salina con un volumen de 0.5 yl (EcS). Los machos permanecieron en su caja de
estancia por un periodo de 1 h, transcurrido este tiempo se sacrificaron mediante
la aplicacion de una dosis letal de pentobarbital sodico (65 mg/ml). Para la
obtencién del encéfalo se les realizd perfusion intracardiaca con 400 ml de
solucion salina seguido de 500 ml de paraformaldehido al 4% diluida en una

solucion amortiguadora con un pH de 7.3. El encéfalo se conservd en
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paraformaldehido y en refrigeracion hasta continuar con los siguientes

tratamientos inmunohistoquimicos.

Fase 2. Evaluacion de la expresiéon de MOR en el APM y MePD de animales

sexualmente expertos.

Se utilizaron veinticuatro machos sexualmente expertos y se asignaron
aleatoriamente en tres grupos. En un grupo los sujetos fueron expuestos a una
sesion de conducta copulatoria frente a una hembra receptiva dentro de la arena
de copula con una duracion de 30 min (E+), otro grupo de sujetos fué colocado en
la arena de copula frente a una hembra no receptiva (E-) por un tiempo semejante
al grupo anterior y finalmente un ultimo grupo (E) donde permanecieron solos en la
arena durante 30 min. Transcurrido este tiempo, los sujetos de estos grupos
fueron sacrificados mediante la aplicacion de una dosis letal de pentobarbital
sodico (65 mg/ml) y fueron perfundidos con 400ml de solucién salina seguido de
500ml de paraformaldehido al 4%, una solucién amortiguadora con pH de 7.3. El
encéfalo fue crio protegido en sacarosa al 30% y puesto en refrigeracion hasta
continuar con los siguientes tratamientos inmunohistoquimicos.

Preparacion del tejido

Tras la prueba conductual y fijacion por perfusion intracardiaca, los cerebros
fueron removidos del craneo, puestos en sacarosa al 30% y conservados a 4°C
por 3 dias hasta su precipitacion. Se realizaron cortes coronales en un micrétomo

de congelacién (American optical crio-cut 1) con un espesor de 40um.
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Muestreo del APM y MePD.

Para la obtencion de los cortes se realizaron cortes coronales que
incluyeron al APM (Bregma- 0.26 mm a -1.40mm), subregién anterior; Bregma -
0.26 a -0.30 mm; subregion media, Bregma-0.40 a -0.92 mm y subregion posterior:
Bregma-1.30 mm a -1.40 mm, (Ashwell y Paxinos, 2008) como se muestra en la
Figura 5. En MePD (Bregma -3.60mm) (figura 6) fueron distribuidos en pozos en
serie de cuatro. Una serie completa de los cuatro pozos se destind al montaje de
las inmunohistoquimicas de control, c-Fos, MOR vy finalmente para la tincién de

Nissl.

¢l
Bregma -0.26 mm Bregma -0.30 mm Bregma -0.40 mm Bregma -0.92 mm Bregma -1.30 mm Bregma -1.40 mm

Anterior Media Posterior

Figura 5. Sitios de la evaluaciéon de inmunohistoquimica para el APM de acuerdo
al atlas de Ashwell y Paxinos en 2008.
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Figura 6. Sitios de la evaluacion de inmunorreactividad en la MePD de acuerdo al
atlas de Ashwell y Paxinos en 2008.

Conteo neuronal

Se contabilizé el numero de neuronas IR-Fos y al MOR en el APM y en la
MePD (Ashwell y Paxinos 2008). Las imagenes de los cortes tefiidos con Nissl
fueron utilizados para corroborar la ubicacion de las areas correspondientes a las
regiones y subregiones ya sefialadas. Una vez seleccionada la region de interés,
se procedié a digitalizar las imagenes a un aumento de 40x. Cada imagen fue
digitalizada en Image-Pro Plus (version 6.0. 2006). La proporcion de area medida
en el APM subregion anterior 48738 p?, subregion media 54024.7 p® vy el
subregion posterior 47837.8 u?. Se realizd el conteo automatizado de las marcas
correspondientes a la IR-Fos y en su caso al MOR. Para evitar los falsos positivos
de las neuronas con inmunorreactividad, se consideré el criterio de eliminar en el
conteo aquellas marcas con valor igual al nivel basal de gris en cada imagen que
correspondian al fondo de reaccion inespecifico para la inmunohistoquimica, se
utilizé el valor de gris de 10 puntos al azar dentro del area de conteo para obtener

el valor promedio basal de marca inespecifica.
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Para la identificacion del receptor internalizado se tomé en base el criterio
publicado en el trabajo de Coolen y colaboradores en 2004, en donde se
consideraron neuronas con IR a MOR a aquellas que presentaron la marca de tres

receptores internalizados.

Identificacion del sitio de inyeccién con la tincién con Nissl.

Para observar que el sitio de inyeccién fuera el correcto se realiz6 la técnica
de tincion con Nissl. Los cortes del tejido se lavaron 3 veces por 15 minutos en
solucion amortiguadora al 0.1M, pH 7.3. Posteriormente, el tejido se montd en
portaobjetos gelatinizados, se lavaron los cortes en agua destilada 3 veces por 10
minutos, fueron tefiidas con violeta de cresilo al 1% por 5 a 10 minutos. El tejido se
deshidrat6 con alcoholes graduales (etanol al 70%, etanol alcohol-xilol por 5 min y
xilol por 5 min, posteriormente se montaréon con resina sintética (HYCEL), se
utilizaron cubreobjetos del No.1 Corning.

Inmunohistoquimica para c-Fos.

Los cortes del tejido se lavaron 3 veces por 10 minutos en solucién de
amortiguadora al 0.1N (PBS), pH 7.3. Inmediatamente se bloqued la peroxidasa
enddgena con la solucién de perdxido de hidrogeno al 3% con PBS por 30 min, se
hicieron tres lavados con PBS por 10 minutos cada uno, a continuacion se
incubaron durante una noche a 4°C con el anticuerpo c-Fos humano elaborado en
ratén (c-Fos sc52 mouse polyclonal IgG Santa Cruz) a una dilucion de 1:2000. Se
bloqued con suero de cabra al 1% vy triton X-10% (PBSGT), al dia siguiente se lavd

el exceso de anticuerpo primario con 3 lavados en PBS por 10 minutos cada uno,
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por consiguiente se incub6 con el anticuerpo secundario de cabra dirigido a conejo
acoplado a Biotina (Vector kit abc vectastain pk-6200) durante 120 min a
temperatura ambiente. Enseguida se retir6 el excedente de anticuerpo secundario
con 3 lavados por 10 minutos cada uno en PBS, después los cortes fueron
incubados usando un kit de complejo enzimatico Avidina-Biotina Peroxidasa
(Vector kit abcvectastain pk-6200) por 120 minutos. Posteriormente, se retir6 el
exceso de la soluciéon AB con 3 lavados en PBS por 10 min en cada cambio.
Finalmente para revelar la marca, los cortes se incubaron por 6 minutos en una
solucion de 10 mg de DAB (3-3’ Diaminobenzidina) disuelta en 25 ml de PBS, 250
ml de NiSO4 al 3% y 5 ml de H,O al 30%. Como control negativo no se incubd con
el anticuerpo primario un corte de cerebro en cada grupo experimental.

Posteriormente se montaron los cortes en portaobjetos y se dejaron secar a
temperatura ambiente, se cubrieron con resina sintética (HYCEL). Las
observaciones se realizaron encaminadas a hacer un mapeo de la distribucion de
la IR-Fos como un indice de la actividad neuronal en AMP y MePD.

Inmunohistoquimica para MOR

Los cortes del tejido se lavaron 3 veces por 10 minutos en solucién de PBS
al 0.1N, pH 7.3 inmediatamente se bloqued la peroxidasa enddgena con la
solucion de peréxido de hidrogeno al 3% con PBS por 30 minutos, a continuacion
se hicieron tres lavados con PBS por 10 min cada uno, se incubaron con el
anticuerpo primario contra MOR hecho en conejo, durante una noche a una
temperatura de 4°C (Anti-Opioid Receptor Antibody, y, painAB5511) a una dilucion

de 1:2000. Se bloqued en suero de cabra. Transcurrido este tiempo se lavé el
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exceso de anticuerpo primario, 3 lavados con PBS por 10 min cada uno, a
continuacion se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra dirigido a conejo
acoplado a Biotina (Vector kit abc vectastain pk-6200) durante 120 min a
temperatura ambiente. Se retir6 el excedente de anticuerpo secundario con 3
lavados por 10 min cada uno en PBS, después los cortes fueron incubados
usando un kit de complejo enzimatico Avidina-Biotina Peroxidasa (Vector kit abc
vectastain pk-6200) por 120 minutos. Posteriormente se retird el exceso de la
soluciéon AB con 3 lavados en PBS por 10 min en cada cambio. Finalmente para
revelar la marca, los cortes se incubaron por 3 minutos en DAB (3-3’
Diaminobenzidina), como control negativo no se incubd con el anticuerpo primario
un corte de cerebro en cada grupo experimental.

Posteriormente se montaron los cortes en portaobjetos y se dejaron secar a
temperatura ambiente, se cubrieron con resina sintética (HYCEL). Para su
posterior observacion se utilizé un microscopio (Olimpus CH30), las imagenes se
capturaron utilizando un sistema de digitalizacion Image Pro. Las observaciones
se hicieron encaminadas a hacer un mapeo de la marca de endosomas en
neuronas localizadas en el APM y MePD utilizando el criterio descrito por Coolen
y colaboradores 2004.

Se realizd un analisis estadistico para comparar en las diferentes areas las
neuronas con IR-Fos entre los grupos EcEM-1, E+, EcS, E- y E. asi como la
internalizacién del MOR, por lo que se contd el numero de neuronas con
internalizacion de endosomas, en la prueba de Levene se verificd la igual de
varianzas en las muestras (homogeneidad de varianzas) (p> 0.05) con una prueba

de Shapiro-Wilk para corroborar la normalidad en las muestras (p>0.05),
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posteriormente se realizO ANOVA de un factor para cada una de las areas del
APM y de MePD con prueba de Tuckey. El analisis estadistico se realizdé en el

programa SPSS IBM 19.
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RESULTADOS

Para los grupos con implante en tercer ventriculo, EcM-1 y EcS, se
corrobord la posicion de la canula haciendo la revision seriada de los cortes
coronales del cerebro con Nissl. En la figura 6 se muestra un ejemplo que ilustra el
sitio de inyeccion de los sujetos implantados dentro de las coordenadas ya
sefaladas anteriormente en tercer ventriculo. Fueron descartados 6 sujetos al no
cumplir los criterios de inclusion del experimento por la posicion de la canula o

bien porque no recobraron su actividad copulatoria post-cirugia.

Figura 6. Fotomicrografia de corte de cerebro que representa el implante de la
canula en tercer ventriculo con tincion de Nissl, la flecha muestra el trayecto de la
canula por el tercer ventriculo para llegar al sitio de inyeccion.
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IR-Fos en AMP

En las figuras 7, 8 y 9 se muestran ejemplos de IR-Fos en cortes coronales
representativos de la subregion anterior, media y posterior del AMP,
correspondientes a los diferentes grupos: EcM-1, E+, EcS, E- y E. El analisis
estadistico mostrd diferencias significativas en los grupos EcM-1 y E+ frente al

resto de los grupos en las tres porciones del APM.

EcM-1 E+
EcS E-

E

Figura 7. Fotomicrografias representativas del APM subregién anterior. IR-
Fos de los grupos (EcM-1, E+, EcS, E-y E). Las flechas sefialan neuronas con IR-
Fos. Escala de barra 20 um. 40X.
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EcM-1

Figura 8. Fotomicrografias representativas del APM subregiéon media. IR-Fos
de los grupos (EcM-1, E+, EcS, E- y E). Las flechas senalan neuronas con IR-Fos.
Escala de barra 20 um. 40X.

33



EcM-1 E+

Figura 9. Fotomicrografias representativas del APM subregién posterior. IR-
Fos de los grupos (EcM-1, E+, EcS, E-y E). Las flechas sefalan neuronas con IR-
Fos. Escala de barra 20 um. 40X.
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En la figura 10 se muestra el resultado de la cuantificacién de la IR-Fos en
el APM; en la subregion anterior se encontro una M= 15.33, media M= 16.77 y
posterior M= 15.15 se siguid un patron muy similar en las tres porciones
estudiadas Asi encontramos que los grupos EcM-1 y E+ muestran diferencias
estadisticas frente al resto de los grupos y subregiones propuestas para el APM
(ANOVA de un factor; anterior F= 18.304, media F= 14.842 y posterior F= 16.334

con una p<0.05).

IR-Fos seccion anterior del APM IR-FOS seccién media del APM
50 - #*

o 20 7
S 40 § 40 = EcM-1
g 20 EcM-1 S 30 = E+
O =
< 20 E+ g 20 A EcS
S o = E-

10 EcS < 10
o o DE
3 , .
= Q/CQ OE ; %

Grupos experimentales Grupos experimentales

IR-FOS seccion posterior del AMP
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Figura 10. Cuantificacion de neuronas con IR-Fos en el APM subregiéon
anterior, media y posterior. El grupo EcM-1 y el grupo E+ tienen una mayor
marca frente a los demas grupos (EcS, E-y E).*EcM-1 y E+ muestran diferencias
significativas con los grupos EcS, E-y E en todas las subregiones del APM.
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IR-Fos de MePD

Se muestra el resultado de la cuantificacion de la IR-Fos en el MePD; se
encontré una M= 8.70, se siguié un patron muy similar en las tres porciones
estudiadas (prueba de Levene p=0.87). Asi encontramos que los grupos EcM-1 y
E+ muestran diferencias estadisticas frente al resto de los grupos y subregiones

propuestas para el APM (ANOVA de un factor; F= 5.16 con una p>0.05). Ver figura

| - -

EcM-1 E+
EcS E-

E

Figura 11. Fotomicrografias representativas del MePD. IR-Fos de los grupos
(EcM-1, E+, EcS, E- y E). Las flechas sefalan neuronas con IR-Fos. Escala de
barra 20 um. 40X.
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IR-Fos en MePD

0 EcEcM-1
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Figura 12. Neuronas con IR.Fos en MePD. El grupo E+ tiene una mayor marca frente a los demas grupos (EcM-1, EcS,
E- y E). Analisis Anova de un factor por area con prueba de Tukey p<0.05. *E+ muestra diferencias significativas con los

grupos EcM-1, EcS y E-.
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IR-MOR en APM.

En las figuras 13 y 14 se muestran ejemplos de la cuantificacion celular con
internalizacion de endosomas (mas de tres), mostrando la inmunorreactividad al
receptor opide mu (IR-MOR), las neuronas con marca positiva a MOR en la
superficie membranal o en las prolongaciones de las neuronas no fueron tomadas

en cuenta para la cuantificacién.

En la Cuadro 2 se concentra la cuantificacion de la IR-MOR en neuronas en el
APM de los diferentes grupos. De nuevo observamos que los grupos EcM-1y EcS
exhiben mayor numero de internalizacion del MOR en las tres porciones
propuestas para el APM, se encontrd en la subregién anterior M= 11.40, media M=
12.98 y posterior M= 10.33. Asi encontramos que los grupos EcM-1 y E+ muestran
diferencias estadisticas frente al resto de los grupos y subregiones propuestas
para el APM (ANOVA de un factor; anterior F= 9.44, media F= 14.07 y posterior F=
23.96 con una p<0.05). En las tres regiones existe mayor IR-MOR con diferencia

significativa en los grupos EcM-1, EcS frente al resto.

38



Figura 13. Internalizaciéon del MOR en el APM. Los receptores internalizados en la neurona se senalan con las
flechas. Escala de barra 10 um. 100X.
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Figura 14. Neurona del APM con IR-MOR no internalizados. Los MOR se encuentran en las prolongaciones y en
la superficie membranal de la neurona sin una internalizacion. Las flechas sefalan la marca del receptor mostrada
por inmunorreactividad. Escala de barra 10 um. 100X.
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Internalizacion del MOR en APM.

Grupos M F Error
Subregion tipico
(n=8)
Anterior EcM-1* 27.25 9.94 16.49
E+S 20.38 +4.63
EcS 2.38 +0.77
E- 2.38 +1.25
E 4.63 +1.48
Media EcM-1* 3250 14.07 15.41
E+S 19.13 +4.20
EcS 3.50 +0.75
E- 2.38 +1.38
E 7.38 +2.90
Posterior EcM-1* 32.63 23.96 14.78
E+S 15.00 +3.16
EcS 2.0 +0.84
E- 0.75 +0.36
E 4.25 +1.89

Cuadro 2. Resultado de la prueba de IR-MOR en APM. Analisis Anova
de un factor por area con prueba de Tukey p<0.05. E+ § y EcM-1* para
las tres areas muestran diferencias significativas con EcS, E-y E.



IR-MOR en MePD.

En la figura 15 se muestran ejemplos de las neuronas con IR-MOR en la
superficie celular correspondientes al MePD y en el Cuadro 3 se concentra la

cuantificacion de la IR-MOR.

El grupo EcM-1 muestra similitud con el grupo E+, mostrando una alta
internalizacién del MOR significativa frente al resto de los grupos. El grupo E+
muestra una similitud con los grupos EcM-1 y E, que resulta significativa frente al

resto de los grupos con un valor de M= 7.10 F= 20.83, p>0.05.

Figura 15. Fotomicrografias de neuronas en el MePD que ejemplifican la IR-
MOR. |. Los receptores se encuentran internalizados en la neurona. La flecha
sefala la marca del MOR. Escala de barra 10 um.100x Il. Fibras neuronales
marcadas como resultado de la IR-MOR. La flecha sefala una fibra neuronal.
Escala de barra 20 um. 40X.
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Internalizacién del MOR en MePD.

Areas Grupos M F Error
(n=8) tipico

MePD EcM-1* 12,88 20,83 +1.29
E+S 10,88 +1.27
EcS 1,50 +0.75
E- 2,63 +0.82
E" 7,63 +0.981

Cuadro 3. Resultado de la prueba de IR-MOR en MePD. Analisis Anova de
un factor con prueba de Tukey p<0.05. EcM-1* muestra diferencias
significativas frente a EcS, E- y E. E+3 muestra diferencia estadistica frente
a EcS y E-. E” tiene diferencias significativas con EcM-1, EcS y E-.



DISCUSION

Una de las herramientas mas utilizadas en diversos estudios para la
demostracion de la actividad neuronal es la IR-Fos, este tipo de estudios
proporcionan un método complementario para mapear circuitos cerebrales que se
activan tras la ejecucion de una conducta, como lo es en este caso la conducta
sexual masculina (Hull et al., 2006; Balfour et al.,2004; Bialy y Kaczmareck, 1996),
en este estudio se observa la cuantificacidon de neuronas activas en APM y en
MePD tras presentar conducta sexual o después de administrar el péptido opioide

EM-1.

La evidencia histologica de este estudio muestra que la actividad neural tras
la conducta sexual provoca una activacion muy similar a la administracion EM-1, lo
que nos permite asociar la activacion del sistema opioide particularmente del

MOR, tanto por la actividad sexual como por la presencia de EM-1.

Baum y Everitt en 1992 muestran la IR-Fos como una actividad neuronal
elevada en APM, en estria terminal y Me como resultado de la eyaculaciéon en la
rata macho. Dhungel y colaboradores en el 2011 reportan como resultado de una
actividad precopulatoria y copulatoria una alta IR-Fos en APM y AMe, esto nos
muestra que el APM y MePD tienen un papel importante dentro de la modulacion

de la conducta sexual.

Dominguez y Hull en el 2005 mencionan que la eyaculacion provoca una alta IR-
Fos en el nucleo predptico posterodorsal en ratas, hamsters y jerbos machos,

sugieren por lo tanto que podria existir una subregionalizacién del APM que puede
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desarrollar diferentes papeles en la regulacion de la conducta sexual. Esta
regionalizacion tendria una necesaria relacion funcional de aferencias al APM. Se
han descrito tres subdivisiones citoarquitectonicas de entradas al APM (lateral,
central y medial), el APM recibe aferencias principales de las regiones limbicas,
incluyendo amigdala, subiculo ventral y nucleo septal ventral lateral, las cuales
terminan en la parte lateral del APM; la proyeccion del NCET parece finalizar
preferentemente en la parte central del APM vy la subdivisién medial puede recibir
entradas relativamente escasas de las areas corticales infralimbicas e insulares,
del nucleo accumbens y la sustancia innominada, las proyecciones serotonérgicas
del nucleo del rafe parecen terminar en la parte lateral del APM, mientras que las
neuronas noradrenérgicas se distribuyen en la parte central y medial del nucleo
(Simerly y Swanson, 1986). Balthazart y Ball en 2007 estudiaron subregiones del
APM (media, central y laterales) suponiendo que estan implicadas en la activacion
del estado apetitivo 0 motivacional y consumatorio dentro de la conducta sexual;
sin embargo, no se encuentra una determinacion de la actividad especifica de la

citoestructura por subregiones que se pueda delimitar a través de IR-Fos.

En el presente estudio nos propusimos demostrar una posible
regionalizacion en el APM correlacionada con la ejecucion de la conducta
copulatoria y con la estimulacion farmacolégica de EM-1, no encontramos
diferencias significativas entre el area anterior, media y posterior en la activacion
neural por la IR-Fos, por lo que sugerimos que el APM participa en la ejecucion de
la conducta sexual sin poder decir que existe una subregionalizacién especifica en

la rata macho de la cepa wistar. No obstante se recomienda abordar dicha
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regionalizacion con otros recursos experimentales que permitan abundar mas

sobre este tema, como lo es la inmunoflorescencia o radioinmunoensayos.

Estudios anteriores vinculan la IR-Fos en hipotalamo con la presencia de
feromonas por parte de hembras receptivas (Pfaus et al.,, 2001). Las sefiales
feromonales se detectan principalmente por las neuronas receptivas en el OVN,
que envian sus proyecciones al BOA donde se comunican con la Me, las
neuronas de la MePD a su vez se comunican con el NCET y con APM. EI
apareamiento induce una IR-Fos en varias zonas del encéfalo a los 30 min., entre

ellas la AMe y el APM. (Agmo y Pfaff, 1999.; Paredes 2003; Coolen et al., 1996).

En este trabajo se muestra que en la MePD, el grupo expuesto a hembras
receptivas en la arena de copula tiene una mayor actividad neuronal significativa
frente a los demas grupos. Veening y colaboradores en el 2005 indican que la Me
y estructuras hipotalamicas parecen desempenfar un papel importante dentro de la
conducta sexual. Se ha demostrado que la activacion de c-Fos en la MePD es
resultado de las sefales odoriferas que se vinculan con la fase precopulatoria y a
su vez esta comunican al APM para dar como resultado la conducta sexual
(Dhungel et al., 2011; Pfaus et al., 2001; Baum y Everitt, 1992). La activacion de c-
Fos en la MePD ha sido atribuida al apareamiento y receptores
quiomiosensoriales ya que esta vinculado con el sistema vomeronasal (Fernandez
y Meredith, 1998; Simerly y Swanson, 1988), se ha informado que la activacion de
la Me se puede observar en su gran mayoria por la entrada de estimulos
quimiosensorial provenientes de las células mitrales del 6rgano olfatorio (Hull et

al., 2006). Por lo que en este trabajo se confirma que la MePD es importante para
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la comunicacién del circuito neuronal implicado en la conducta sexual en la rata

macho.

Varias lineas de investigacion indican que la recompensa sexual esta
mediada por opioides, la baja administracién de opioides como la morfina provoca
una alta activaciéon de receptores opioides; sin embargo, una dosis elevada
provoca una inhibicién incluso de la conducta sexual en machos incluyendo
especies tan diversas como peces, anfibios (anuros), reptiles (lacertilios y ofidios) ,
aves (pollo, codorniz) y diversos mamiferos ( raton, hamster, rata, cobayo, hurén,
cabra, gato, perro y el mono Rhesus) (Paredes, 2014; Pfaus et al., 2012; Paredes,
2003; Sinchak y Micevych, 2003; Matuszewich y Dornan, 1992; Agmo y Paredes

1988).

Se han examinado los efectos del sistema opioide con el fin de evaluar
su activacion a través de su internalizacién, endogenamente modulan diferentes
sistemas de neurotransmisién como la dopamina, noradrenalina y serotonina, los
cuales también se involucran en la regulacién de la conducta sexual (Bodnar,
2012; Arttamangkul et al., 2006; Coolen et al., 2004; Pfaus y Gorzalka, 1987). Se
ha especulado sobre la posible participacion de diferentes receptores opioides en
la regulaciéon conductual con efectos diferentes, basados en inyecciones icv, en
donde la activacion con alta afinidad por el receptor y4 inhibe la conducta sexual a
diferencia de los receptores de baja afinidad como lo son los p», facilitando la
conducta sexual (Matuszewich y Dornan, 1992; Pfaus y Gorzalka, 1987). Por lo
que en diversas investigaciones se ha reconocido que los agonistas a los opioides

tienen un papel inhibitorio en el comportamiento sexual masculino (Paredes, 2014;
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Pfaus et. al., 2012; Arttamangkul et. al., 2006; Sinchak y Micevych, 2001; Zandina
et.al., 1987). Por otra parte Band y Hull en 1990 reportan que inyecciones
unilaterales en dosis bajas de morfina y dinorfina en APM causan una facilitacion
de la conducta sexual en la rata macho, dosis elevada de 6 nmol causan inhibicion

en el comportamiento copulatorio.

En este estudio se muestra la marca inmunohistoquimica del MOR
después de un evento natural, como lo es el comportamiento a la conducta sexual
en la rata macho asi como la administracién de un opioide de alta especificidad al
MOR como lo es la EM-1. Esto nos permite proponer que la EM-1 tiene una
participacion en el sustrato neuronal implicado en la conducta sexual masculina

demostrado a través de la IR-MOR.

Simerly y Swanson en 1988 sugiere que son varios los opioides que
participan dentro de la conducta sexual incluyendo endorfinas, encefalinas y
endomorfinas. EI comportamiento sexual es un estimulo fisiolégico que libera
opioides enddégenos con dos posibles efectos: para facilitar la presentacion del
comportamiento sexual y para mejorar las propiedades gratificantes de
apareamiento y la eyaculacion (Parra et al., 2009; Parra-Gamez, 2011; Paredes y
Agmo, 1992;). En este estudio los resultados muestran que la internalizacion del
MOR en la subregion anterior, media y posterior en APM es similar en el grupo
expuesto a hembras receptivas y el grupo con administracién de EM-1, se puede
proponer que la endocitosis del MOR en el APM es inducida por un

comportamiento natural como lo es la conducta sexual, por lo que, al endocitarse
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el MOR por administracion icv de la EM-1 puede sugerirse que forma parte del

sistema enddégeno y modulacion en la conducta sexual de la rata macho.

Existe evidencia de la importante participacion de la amigdala en la
precepcion de sefales olfativas sexualmente relevantes, la MePD en roedores
integra la informacion olfativa y feromonal, que junto con las sefiales hormonales
adecuadas, puede facilitar el comportamiento reproductivo en la edad adulta.
(Pardo et al., 2012; Dhungel, et. al., 2011; Morris et al. 2008; Lehman y Winans,

1982).

En esta investigacion la MePD muestra que el grupo expuesto a hembras
receptivas presenta un incremento significativo de endocitosis del MOR, y aun
mayor para el grupo con administracion de EM-1 icv. Esta diferencia en la
activacion posiblemente se relacione a que la estimulacién farmacolégica, lo que
representa una saturacion de receptores con posibilidad de activacion tras la

copula extenuante como la saciedad sexual.

En relacion al grupo E en la MePD existe una internalizacion que indica
variabilidad de respuesta, sugerimos que debido al espacio donde se realizaba la
prueba conductual, que se compartidé con otros experimentos similares, provocé
que los machos que estaban solos en la arena de cépula percibieran a las
hembras receptivas de los otros experimentos, asi este estimulo olfativo origino
internalizacién del MOR en el MePD. La evaluacion en MePD nos propone que

tanto esta region amigdalina como el APM constituyen sitios de activacién opioide
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originada por la actividad sexual, asi como la importancia que tiene el sistema

opioide en este proceso conductual y en particular el MOR.

Parra y colaboradores en el 2013 proponen que la activacion de MOR por
administracion de EM-1, es un importante modulador dentro del APM para la
ejecucion de la conducta sexual. En este estudio se observé que la EM-1
efectivamente modifica la activacién neuronal provocando internalizacion del MOR
asi como su correlacion tras la ejecucion de la cépula. Asi, este trabajo muestra la
bioactividad de este péptido en el sistema opioide vinculado con la conducta
sexual masculina. Esto propone a este péptido como parte del sistema opioide

endogeno en el circuito neural de la conducta sexual de la rata macho.

50



CONCLUSION.

La ejecucion de la conducta sexual y la administracién icv de EM-1 indujo

activacion neuronal semejante, evaluadas a través de la IR con la proteina c-Fos.

En la region de MePD se observd que solo la actividad copulatoria indujo

IR-cFos significativa. El resto de las condiciones indican activacion neuronal basal.

El MOR fue internalizado en APM tras la ejecucion de la conducta sexual

asi como por la estimulacién farmacoldégica tras la administracion EM-1.

El area posterior del APM es la unica region que mostrd una mayor

internalizacién del MOR originada por la actividad copulatoria.

La MePD presenté una mayor internalizacion de MOR por la exposicion a

una hembra receptiva, por la EM-1 y los animales solos en la arena de copula.

La EM-1 es un péptido opioide que indujo activacion opioide semejante a lo

observado por la ejecucion de la conducta sexual.
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Anexo 1.

Receptores opioides

Precursor Mu (p) Delta (0) Kappa (k) ORL1
Ligandos B-endorfina Metionina Dinorfina  A1- | Nociceptina/Orfa
endbégenos Metorfamida Encefalina 13 nina FQ
Endomorfinas | Leucina Dinorfina A1-8
B-endorfina Dinorfina B
Ligandos Morfina DPDPE Us0488H | = e
sintéticos DAMGO SNC-80 Bremazocina
DSTBULET Pentazocina
antagonistas Naloxona Naltrindole Naloxona [Phe'y (CH*-
B-FNA Naloxona Nor-BNI NH)-Gly?] NC
(1-13)NH?

Cuadro 4. Receptores opioides con sus ligandos enddgenos, sintéticos y sus
antagonistas, modificada de Fichna et al. 2007.
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