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RESUMEN

El comportamiento sexual de la rata hembra es un comportamiento altamente motivado y
su expresion se ha vinculado a la actividad del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico.
Se ha reportado que dosis moderadas de cocaina, farmaco que incrementa la disponibilidad
de dopamina en este sistema, aumentan la expresion de los componentes motivados del
comportamiento sexual. Este comportamiento comienza a expresarse durante la
adolescencia, periodo en el cual el sistema dopaminérgico se encuentra aun en desarrollo
y en el cual se ha propuesto que este sistema es mas sensible al efecto de drogas de abuso
que en la etapa adulta. En base a estos antecedentes se puede hipotetizar que el efecto de
la cocaina sobre el comportamiento sexual es mayor en hembras adolescentes que en
adultas. Para probar esta hipdtesis comparamos la expresién del comportamiento sexual
de ratas hembra en proestro tardio adultas (aproximadamente 100 dias de vida) y
adolescentes (aproximadamente 50 dias de vida) luego de la administracion aguda de
cocaina (10 y 20 mg/kg ip, -40 min) en un modelo de dos niveles que permite evaluar los
aspectos motivados de este comportamiento. Finalizada esta prueba, evaluamos la
actividad locomotora de las hembras. Ambas dosis de cocaina redujeron la expresion del
comportamiento sexual y aumentaron la locomocidn en las hembras adultas, siendo mayor
estos efectos a la dosis de 20 mg/kg. Sin embargo, ninguna de las dosis de cocaina afectd la
expresion del comportamiento sexual de las hembras adolescentes y el efecto sobre la
locomocidn de la dosis de 10 mg/kg fue menor en estas que en las adultas. A partir de estos
resultados, concluimos que la administracion aguda de cocaina afecta de forma negativa la
expresion del comportamiento sexual de hembras adultas ciclantes y que las adolescentes
tardias en proestro son menos sensibles que las adultas a los efectos de este
psicoestimulante.



INTRODUCCION

Cocaina y sistema dopaminérgico

La cocaina es una droga psicoestimulante ampliamente utilizada y con gran potencial
adictivo. Produce un efecto de recompensa, tanto en humanos como en ratas, que se ha
asociado principalmente a que esta produce un aumento de la concentracion de dopamina
(DA) disponible en el nucleo accumbens (NAcc), como consecuencia de bloquear el
transportador de DA (Pontieri, Tanda et al. 1995, Volkow, Wang et al. 2000, Nestler 2005).
La cocaina también inhibe los transportadores de otros neurotransmisores
monoaminérgicos (como la noradrenalina y la serotonina), sin embargo, su accion sobre el
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico es considerada la mas importante para sus
efectos psiocoestimulantes y de recompensa (Nestler 2005).

El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, que esta compuesto por las proyecciones
dopaminérgicas desde el drea tegmental ventral (VTA) a la corteza prefrontal (CPF) y al NAcc
principalmente (Berridge and Robinson 1998) (Figura 1), ha sido implicado en la regulacion
de los aspectos activacionales de los comportamientos motivados (Aberman and Salamone
1999, Salamone, Correa et al. 2007, Phillips, Vacca et al. 2008). Se ha propuesto que este
sistema modula el valor de incentivo de estimulos de importancia bioldgica (Kelley and
Berridge 2002, Salamone and Correa 2012). Asi, la liberacion de DA en el NAcc
incrementaria el valor del incentivo de estimulos recompensantes, aumentando el esfuerzo
y gasto energético que un individuo esta dispuesto a invertir para obtenerlo (Berridge and
Robinson 1998). En este sentido, el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico es critico
para los efectos de recompensa del consumo agudo de drogas psicoestimulantes como la
cocaina (Koob and Volkow 2010). Mientras que un incremento de DA en NAcc mediaria su
valor de recompensa luego de la administracion aguda, el consumo croénico estableceria la
adiccién a través de inducir cambios duraderos en el sistema mesocorticolimbico (Kalivas
and Volkow 2005). Debido a que este sistema regula la respuesta de los individuos a
recompensas naturales, la administracién o el consumo de drogas psicoestimulantes puede
afectar el comportamiento dirigido a otros estimulos con valor de incentivo, como las crias
para una madre (Morrell, Basso et al. 2011) o el macho para una hembra sexualmente activa
(Pfaus, Wilkins et al. 2010). En este sentido, Afonso y colaboradores (2009) observaron que
un tratamiento créonico con anfetaminas que sensibiliza el sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico, seguido de un periodo en el cual se dejé de administrar la droga,
aumenta la expresion de conductas sexuales motivadas en hembras.
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Figura 1. Esquema del sistema mesocorticolimbico y conexiones. En rojo se muestran las
proyecciones dopamiérgicas desde el area tegmental ventral (VTA) al ntcleo accumbens (NAcc) y a
la corteza prefrontal (PFC) en un esquema de un corte sagital del cerebro de rata. Extraido de
Malenka y Kauer (2007).

Comportamiento sexual en la rata adulta y los efectos de drogas
psicoestimulantes sobre este

El comportamiento sexual de la rata hembra, comportamiento altamente motivado (Coria-
Avila, Manzo et al. 2014), se expresa durante el ciclo estral en las fases del proestro tardio
y de estro temprano, luego de los picos pre-ovulatorios de estrégenos y progestagenos
(Beach 1976). La expresion de este comportamiento en la rata hembra se estudia durante
el proestro tardio (Pfaus, Jones et al. 2015), o, mas comunmente, en hembras
ovarectomizadas tratadas con estradiol (E) y progesterona (P) (Pfaus, Jones et al. 2015).

El comportamiento sexual en la rata hembra puede dividirse en componentes receptivos,
respuestas mas reflejas desplegadas ante la estimulacién por parte del macho, y
proceptivos, comportamientos mayormente voluntarios de busqueda del macho (Beach
1976). La adopcion de la postura de lordosis, conducta refleja que ocurre como respuesta a
la estimulacién de los flancos y la regidn perivaginal que realiza el macho durante la monta,
es el componente receptivo del comportamiento sexual de las hembras (Beach 1976). Por
otra parte, la proceptividad se manifiesta tanto en la busqueda del macho como en una
serie de conductas que generan su acercamiento y monta (Erskine 1989, Pfaus, Jones et al.
2015). Durante la interaccidn sexual, estas conductas incluyen a los hops & darts (carreras
cortas y rdpidas, y saltos que pueden ser espontaneos u ocurrir en respuesta a un olfateo
dela region anogenital por parte del macho), la postura de presentacion (postura corporal
rigida con el dorso arqueado y cabeza y orejas tiesas), y earwigglings (vibraciones rapidas
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de las orejas) (Erskine 1989). Estas conductas se han llamado a su vez, paracopulatorias
porque ocurren de forma casi exclusiva durante la interaccion sexual en respuesta a la
estimulacion sensorial producida por el macho, e incluso frente a la estimulacién manual,
por lo que se ha sugerido que tienen cierto componente reflejo (Blaustein 2009). Otro tipo
de conductas proceptivas que pueden observarse al estudiar el comportamiento sexual de
las hembras en modelos semi-naturales o ambientes mas complejos que una arena sexual,
son las solicitudes sexuales (McClintock 1984, Erskine 1989). Se trata de desplazamientos
largos que realiza la hembra, que finalizan con un hop & dart o con una postura de
presentacion, en los cuales la hembra se aleja del macho y suelen provocar que éste las
persiga (Pfaus, Jones et al. 2015). Se ha postulado que estos comportamientos reflejan el
estado motivacional de la rata hembra (Pfaus, Smith et al. 1999), ya que son conductas
flexibles y voluntarias que le permiten a la hembra regular la proximidad al macho.

El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico ha sido implicado en la regulacién
motivacional del comportamiento sexual de las hembras (Numan 2006, Coria-Avila and
Pfaus 2007, si bien existe evidencia contraria: ver Ellingsen and Agmo 2004). Se ha
propuesto que el area predptica media (APOm), que regula la expresiéon de conductas
sexuales proceptivas (Graham and Pfaus, 2012; Xiao et al., 2005), acta como conexion
entre estructuras hipotalamicas y el sistema mesocorticolimbico, como un sistema de
recompensa general (Micevych and Meisel, 2017; Numan and Stolzenberg, 2009). Asi, se
ha reportado liberacién de DA en el NAcc de hembras sexualmente activas ante la presencia
y durante la interaccion con un macho (Mogenson, Jones et al. 1980, Mermelstein and
Becker 1995, Pfaus, Damsma et al. 1995, Brom, Both et al. 2014). A su vez, la administracion
sistémica del antagonista dopaminérgico haloperidol reduce la ejecucion de las conductas
proceptivas (Coria-Avila, Gavrila et al. 2008, Ismail, Laroche et al. 2010), si bien hasta la
fecha no existen estudios que evalien el efecto de la administraciéon de antagonistas
dopaminérgicos locales en el NAcc. Por otra parte, el tratamiento agudo con cocaina o
cronico con anfetamina, farmacos que aumentan la disponibilidad de DA en el sistema
mesocorticolimbico, genera un aumento en la expresion de componentes motivados del
comportamiento sexual de ratas hembra adultas (Afonso, Mueller et al. 2009, Pfaus, Wilkins
et al. 2010, Guarraci and Bolton 2014). Por ejemplo, Pfaus y colaboradores (2010),
observaron que la administracion aguda de 10 y 20 mg/kg de cocaina a hembras
ovarectomizadas tratadas con E y P aumenta la expresiéon de hops&darts y solicitudes
sexuales. Esto indicaria que dosis moderadas de cocaina, administradas de forma aguda,
aumentan la motivacion sexual de las hembras.



Adolescencia, comportamiento sexual y drogas psicoestimulantes

La adolescencia se define como el periodo de transicion entre la infancia y la etapa adulta,
en el que ocurre una maduracién del sistema nervioso central junto con sistemas
neuroenddcrinos (Sisk and Foster 2004). Durante este periodo, las hormonas esteroideas
sexuales, que incrementan sus niveles como consecuencia de la maduracion del eje
hipotdlamo-hipodfisis-gonadal, remodelan y activan circuitos neurales, que llevan al
aumento y a la expresion de la motivacion sexual (Sisk and Foster 2004).

En la rata hembra, se considera que la adolescencia se extiende desde aproximadamente el
dia 35 de vida (dia de la apertura vaginal) al dia 60 (Laviola, Macri et al. 2003, Tirelli, Laviola
et al. 2003, Holder and Blaustein 2014). Luego de la apertura vaginal las hembras comienzan
a exhibir ciclos estrales y comportamiento sexual en la fase de proestro tardio (Hashizume
and Ohashi 1984). En nuestro laboratorio mostramos que durante la adolescencia tardia
(aproximadamente el dia 50 de vida), las hembras en proestro tardio muestran el repertorio
conductual sexual tipico de las hembras adultas, incluyendo maxima receptividad sexual, si
bien su expresidn posee algunas diferencias (Agrati, Machado et al. 2019).

Ademas de la emergente expresion del comportamiento sexual, la adolescencia se
caracteriza por un perfil conductual Unico que incluye una mayor expresion de
comportamientos de busqueda, asi como una mayor sensibilidad a los efectos de drogas de
abuso que en la edad adulta (Badanich, Adler et al. 2006, Brenhouse and Andersen 2008,
Ernst, Romeo et al. 2009, Zakharova, Wade et al. 2009, Gladwin, Figner et al. 2011, Spear
2011). El valor de recompensa de metanfetamina y cocaina (ambas drogas
psicoestimulantes) es mayor en ratas adolescentes que en adultas (Badanich, Adler et al.
2006, Zakharova, Leoni et al. 2009). A su vez, Zakharova y colaboradores (2009) observaron
gue tanto ratas hembras como machos adolescentes desarrollan condicionamiento de lugar
a menores dosis de cocaina que ratas adultas.

Esta sensibilidad diferente puede deberse a la inmadurez de los circuitos que controlan los
procesos motivacionales (Gladwin, Figner et al. 2011), como el sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico. En este sentido, durante la adolescencia se ha reportado un aumento
de la concentracion de DA y de la densidad de fibras que proyectan hacia la CPF (Benes,
Taylor et al. 2000), un aumento de las proyecciones de la CPF hacia el NAcc (Brenhouse,
Sonntag et al. 2008), y mayor concentracion de receptores dopaminérgicos en el estriado
dorsal (Teicher, Andersen et al. 1995, Tarazi and Baldessarini 2000). Si bien los adolescentes
son mas sensibles a los efectos reforzadores de drogas psicoestimulantes que afectan el
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, se desconoce si tratamientos con estos
farmacos que impactan la expresién del comportamiento sexual en hembras adultas,
poseen un efecto diferencial durante la adolescencia.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

El comportamiento sexual de la rata hembra es altamente motivado y depende de sistemas
neurales sensibles a psicoestimulantes como la cocaina. Durante la adolescencia, periodo
en el cual las hembras comienzan a expresar comportamiento sexual, parte de estos
sistemas estan en desarrollo y se ha postulado que existe una sensibilidad mayor a la
cocaina. Sobre esta base hipotetizamos que los efectos de la cocaina sobre el
comportamiento sexual de las hembras son mayores en la adolescencia que en la etapa
adulta.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si la administracion aguda de cocaina induce un efecto diferencial en el
comportamiento sexual de ratas hembras adolescentes y adultas.

Objetivos especificos

. Comparar el efecto de la administracion sistémica aguda de cocaina sobre los
aspectos motivacionales del comportamiento sexual de ratas hembras adolescentes vy
adultas.

. Comparar el efecto de la administracion sistémica aguda de cocaina sobre la
actividad locomotora de hembras adolescentes y adultas en proestro tardio.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Con el fin de determinar si la administracion aguda de cocaina posee un efecto diferencial
sobre aspectos motivacionales del comportamiento sexual de hembras adultas vy
adolescentes, realizamos la prueba de comportamiento sexual en un modelo de dos niveles,
ya que este permite registrar de forma Optima la expresién de componentes del
comportamiento sexual altamente motivados como lo son las solicitudes sexuales (Pfaus,
Smith et al. 1999). Comparamos el comportamiento sexual en este modelo de ratas
hembras en adolescencia tardia y adultas luego de la administracién aguda de dos dosis de
clorhidrato de cocaina (10,0 y 20,0 mg/kg), i.p., 40 minutos antes de la prueba. A su vez,



este tratamiento fue seleccionado sobre la base de un trabajo previo que reporta un efecto
potenciador del mismo sobre la expresion de componentes motivacionales del
comportamiento sexual de hembras adultas (Pfaus, Wilkins et al. 2010). Finalmente,
evaluamos la actividad locomotora de las hembras con el fin de determinar si los efectos
observados en el comportamiento sexual podian estar relacionados a efectos motores
diferenciales del farmaco entre ambas edades.

El protocolo experimental fue realizado por la Lic. Luna Machado y en el marco de esta
tesina analicé las filmaciones de las pruebas de comportamiento sexual y la actividad
locomotora.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de 45-55 (adolescentes
tardias) y 95-110 (adultas) dias de edad. Se usé un N=9-11 por grupo. Las ratas se alojaron
en un cuarto con un ciclo de luz-oscuridad 12/12 h (luz encendida 0500 hs) y temperatura
controlada (2211 2C) en el Laboratorio de Experimentacion Animal dela Facultad de
Ciencias. Las ratas adultas se alojaron en grupos de 5 y las adolescentes en grupos de 4
hembras por caja. El protocolo experimental realizado fue aprobado por el CEUA de la
Facultad de Ciencias (240011-002308-14) en concordancia con la Ley Nacional de
Experimentacion Animal.

Determinacion de la fase del ciclo estral (de acuerdo a Monies y Luque
1988)

Se determind la fase del ciclo estral de las hembras adultas (a partir del dia 85 de vida) y
adolescentes (a partir del dia 38 o 39) mediante el andlisis de los tipos de células y su
abundancia encontradas en un exudado vaginal, realizado con solucién salina. Este
procedimiento se realizé una vez al dia durante las mafanas. Las hembras que presentaron
un exudado vaginal correspondiente a proestro (dentro de los rangos etarios seleccionados)
fueron probadas en la fase de oscuridad de ese dia, debido a que éste es el momento del
cicloy del dia en el que las hembras expresan actividad sexual.

Administracidon aguda de cocaina (de acuerdo a Pfaus, Wilkins et al. 2010)
Se administraron dosis de 10 y 20 mg/kg/2ml de clorhidrato de cocaina (Laboratorio

Verardo y Cia., Argentina), y control con solucidn salina, de forma intraperitoneal (i.p.), 40
minutos antes de la prueba de comportamiento sexual, a hembras adolescentes y adultas.



Prueba de comportamiento sexual (de acuerdo a Pfaus, Smith et al. 1999)

Se introdujo a cada hembra en una arena sexual de acrilico de dos niveles (60 cm de largo
x 51 cm de alto x 15 cm de ancho). Luego de un periodo de habituacién de cinco minutos,
se introdujo a un macho sexualmente activo (entrenado para eyacular en menos de 15 min).
Durante 15 min se registro el numero de las siguientes conductas de la hembra: hops &
darts, solicitudes sexuales, lordosis, y olfateos anogenitales y corporales del macho, asi
como la latencia a la primera conducta proceptiva y a la primera lordosis. Las conductas del
macho que se registraron fueron el numero de montas (con y sin intromisidn) vy
eyaculaciones, asi como la latencia a la primera monta y a la eyaculacién. Se calculé el
cociente de lordosis -indice de receptividad sexual de la hembra- como el cociente entre el
numero de lordosis y el numero total de montas y eyaculaciones. La proceptividad sexual
de las hembras se evalud a partir de la exhibicion de hops & darts (desplazamientos cortos
y usualmente con una postura corporal rigida) y de solicitudes sexuales(desplazamientos
largos con cambio de nivel previo o posterior a una postura de presentacién o un hop &
dart). Los datos se presentan hasta la primera eyaculacion del macho y a lo largo de los 15
minutos de prueba para evaluar posibles diferencias a lo largo de la prueba.

Las pruebas fueron filmadas y posteriormente registradas utilizando el programa J-Watcher
Copyright (c) 2000-2006—Daniel T. Blumstein, Janice C. Daniel, and Christopher S.
Evans.https://www.jwatcher.ucla.edu/

Prueba de actividad locomotora (de acuerdo a Delgado, Agrati et al.,
2019)

Se registrd el nimero de cruces y de posturas erguidas realizado por los animales en una
prueba locomotora de 10 min en una caja de 53 x 36 x 25 cm, cuyo piso se encuentra
dividido en cuadrantes de 10 cm.

Protocolo experimental

Se siguid el ciclo estral de ratas hembras, y se realizé la prueba de comportamiento sexual
en el primer proestro tardio, entre los 95 y 110 dias de vida para las adultas, y entre 45 y 55
para las adolescentes. Ese dia, 2 horas luego de apagada la luz, se administré de forma
aguda i.p. vehiculo (solucidn salina) o cocaina (10 020 mg/kg) a las hembras. Como se
muestra en la figura 2, inmediatamente después de la administracién del vehiculo o la
cocaina, las hembras fueron introducidas en un laberinto en forma de Y y se realizdé una
prueba de preferencia sexual —=macho vs hembra receptiva- de acuerdo a Agrati et al., 2019.
Al culminar esta prueba, 40 min luego de la inyeccion, las hembras se habituaron por 5 min
al modelo de dos niveles y a continuacidn se realizo la prueba de comportamiento sexual.
Finalizadas estas pruebas, se evalud la actividad locomotora de las hembras por 10 min en
la prueba de locomocidn. Los resultados de las pruebas de preferencia no se muestran ya
que no fueron analizados en esta pasantia.
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Para las pruebas con hembras adolescentes se utilizaron machos de menor edad, y, por
ende, tamano corporal que para las pruebas realizadas con hembras adultas, de forma de
reducir el posible efecto de la diferencia de tamafio entre los individuos durante la
interaccidon. En todas las pruebas se utilizaron machos sexualmente entrenados para
eyacular en menos de 15 min.

Modelo de dos niveles

Habituacién al modelo de preferencia Prueba de preferencia Hubitvacion = Prueba de comportamiento sexual Prucha de locomocion
20 MIN. 5 MIN. 15 MIN. 10 MIN.

e

Figura 2. Linea temporal del protocolo experimental.

Analisis estadistico

Debido a que la mayoria de los datos comportamentales no se ajustan a una distribucion
normal, se expresan como medianas (rangos semi-intercuartiles, SIQR) y se analizaron
mediante pruebas no-paramétricas (Siegel and Castellan, 1988.). Las comparaciones del
efecto de las diferentes dosis de cocaina dentro de cada grupo (adultas o adolescentes), se
realizaron mediante el analisis de varianzas de Kruskal-Wallis. Para las variables que dieron
significativo se realizo luego la prueba U de Mann-Whitney comparando cada dosis con las
otras dosis dentro del grupo etario. Las comparaciones de las dos edades para una misma
dosis se realizaron mediante la prueba de U de Mann-Whitney.

RESULTADOS
Comportamiento sexual de las hembras hasta la primera eyaculacion

Receptividad sexual
Como se muestra en la figura 3, en las hembras adultas, pero no en las adolescentes, el
tratamiento con 20 mg/kg de cocaina redujo el cociente de lordosis en comparacién con el
tratamiento con vehiculo (salina vs 20 mg/kg: adultas U(0,10=22,0, p=0,04, prueba U de
Mann Whitney y adolescentes H()= 0,65,p=0,72, ANOVA de Kruskal Wallis).Sin embargo,
este indice de receptividad no difirid de acuerdo a la edad para ninguna de las dosis (salina:
U10,10=33,0, p=0,22, 10mg/kg: U(s,11)=39,0, p=0,46 y 20mg/kg: U(10,9=31,5, p=0,28).
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Proceptividad sexual
La dosis mads alta de cocaina disminuyd significativamente la expresion de hops &darts en
las hembras adultas (salina vs 20mg/kg: Uo,10=0,5, p=0,00001 y 10 vs 20mg/kg:
U(s,10=10,0, p=0,003), pero no en las adolescentes (H(2»=2,13, p=0,34, figura 4).En
concordancia, la expresion de hops & darts luego de la administracion de 20mg/kg de
cocaina fue mayor en hembras adolescentes que en adultas (U(10,9=15,0, p=0,013).

En hembras adultas, el despliegue de solicitudes sexuales disminuyd significativamente tras
el tratamiento con 10mg/kg (salina vs 10mg/kg: U(10,9=11,0, p=0,004) y 20mg/kg de cocaina
(salina vs 20mg/kg: U(10,10=7,0, p=0,0005,figura 5). Si bien la expresion de esta conducta
proceptiva no disminuyd significativamente en las adolescentes de acuerdo a la dosis
(H2)=2,03, p=0,36), tampoco difirié entre adultas y adolescentes para las dosis de 10 y 20
mg/kg de cocaina (salina: Uqo,10=49,0, p=0,97, 10mg/kg: U;s,11)=29,0, p=0,13 y 20mg/kg:
U(10,9=28,0, p=0,18).

1,2

.
1

0

0

0

0

0,0

20

salina 10

NS o™ oo o

Cociente de Lordosis

o

mADULTAS mADOLESCENTES

Figura 3. Cociente de lordosis (nimero de lordosis/nimero total de montas), hasta primera
eyaculacion de hembras adultas (barras celestes) y adolescentes (barras violetas) tratadas con
solucion salina o con 10 o 20 mg/kg de cocaina. Datos expresados en medianas (RSIQ), *p<0.05 vs. 0,
prueba U de Mann Whitney.

En la tabla 1 se muestra que la latencia a la expresion de las conductas proceptivas en
adultas aumentd significativamente luego de la administracién de 20mg/kg de cocaina con
respecto al control (U10,10=4,0, p=0,0001) y a la dosis de 10mg/kg (U(s,10)=9,0, p=0,002). En
las adolescentes, la latencia a la expresion de estas conductas también aumento tras la
administracion de ambas dosis de cocaina (salina vs 10mg/kg: U10,11)=20,0, p=0,013 y salina
vs 20mg/kg: U(10,9=9,0, p=0,002). Al comparar ambas edades, la latencia a la expresion de
conductas proceptivas fue mayor en hembras adultas que en adolescentes luego de la
administracion de 20mg/kg (U(10,9=13,0, p=0,008).
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No se detectaron diferencias significativas entre las distintas edades ni entre las distintas
dosis de cocaina dentro de un grupo etario en el nimero de olfateos anogenitales y
corporales del macho realizado por las hembras (datos no mostrados).
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Figura 4. Numero de hops & darts expresados por hembras adultas (barras celestes) y adolescentes
(barras violetas) tratadas con solucidn salina o con 10 o 20 mg/kg de cocaina. Datos expresados en
medianas (RSIQ), **p<0.01 vs. salina, t1p<0.01 vs 10 y #p<0.05 vs. adultas, prueba U de Mann

Whitney.

N2 Solicitudes
w

10

salina 20

B ADULTAS mADOLESCENTES

Figura 5. Numero de solicitudes sexuales realizadas por hembras adultas (barras celestes) y
adolescentes (barras violetas) tratadas con solucién salina o con 10 o 20 mg/kg de cocaina. Datos
expresados en medianas (RSIQ), **p<0.01 vs. salina, prueba U de Mann Whitney.
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Tabla 1. Latencias (en segundos) a la expresion de conductas sexuales en hembras y machos.

Adultas Adolescentes
salina 10 mg 20 mg salina 10 mg 20 mg
Hembras Proceptivas 29,2 (16,0) 41,6 (41,3) 533,3 (379,1)*tt 26,4 (10,6) 98,2 (59,4)* 81,2 (14,5)#u **
Lordosis 34,2 (11,8) 57,6 (44,8) 60,0 (42,2) 43,1 (28,9) 44,2 (77,3) 117,5 (50,1)
Machos Monta 34,1 (11,8) 43,5 (21,9) 52,2 (15,9) 52,5 (28,1) 44,0 (79,2) 89,4 (47,9)
Eyaculacion 681,6 (249,6)  531,4(214,1)  384,2 (177,2) 479,7 (220,7)  426,4(203,3)  503,5 (226,1)

Datos expresados en medianas (RSIQ), **p<0,01 y *p<0,05vs. salina, t1p<0,01 vs 10, dentro de un
mismo grupo etario y ##p<0,01 vs. adultas, prueba U de Mann Whitney.

Comportamiento sexual de machos hasta la primera eyaculacion

Como se muestra en la figura 6A, los machos mostraron una disminucion significativa de las
montas ante hembras adultas en el grupo de 20mg/kg de cocaina (U10,10=21,5, p=0,03). El
tratamiento con cocaina de hembras adolescentes no afectd el nimero de montas realizado
por los machos (H)=4,34, p=0,1). No se detectaron diferencias de acuerdo a la edad en las
condiciones salina (U10,10=27,5, p=0,09), 10mg/kg (Us,11)=41,0, p=0,55) y 20mg/kg de
cocaina(Uo,9=35,0, p=0,45).De forma contraria a lo observado con el despliegue de las
montas, los intentos de monta de los machos frente a hembras adultas aumentaron
significativamente tras la administracion de 10mg/kg (Uqo,9=14,0, p=0,01)y 20mg/kg
(U(10,20=7,5, p=0,0005)de cocaina con respecto al control, y tras la administracién de
20mg/kg con respecto a la dosis de 10mg/kg (Us,10=16,5, p=0,02). A su vez, frente a
hembras adolescentes, los intentos de monta aumentaron significativamente luego de la
administracion de 20mg/kg de cocaina, con respecto al control (Ug0,9=19,0, p=0,03). Al
comparar esta variable entre ambos grupos etarios, observamos que los intentos de monta
difirieron para las dosis 10mg/kg: U(9,11)=25,0, p=0,07 y 20mg/kg: U0,9=13,0,
p=0,008(figura 6B).

Como se muestra en la tabla 1, ni la latencia de monta (adultas Hi=1,7, p=0,43 y
adolescentes H(2=0,68, p=0,71 y p=NS para todos los Mann Whitney entre edades), ni la de
eyaculacion (adultas H2)=2,38, p=0,3 y adolescentes H(2=0,34, p=0,84 y p=NS para todos los
Mann Whitney entre edades) difirieron entre las edades o en relacion al tratamiento
farmacolégico.
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Figura 6. Nimero de montas (panel A) y de intentos de monta (panel B) realizados por los machos frente
a hembras adultas (barras celestes) y adolescentes (barras violetas) con diferentes tratamientos (salina,
10 y 20 mg/kg de cocaina). Datos expresados en medianas (RSIQ), *p<0.05 vs. 0, **p<0.01 vs. salina,
tp<0.05 vs 10 y ##p<0.01 vs. adultas, prueba U de Mann Whitney.

Comportamiento sexual de hembras y machos en los 15 min de prueba

Como se muestra en la tabla 2, el perfil comportamental de expresién de conductas proceptivas
y de receptividad sexual de las hembras, asi como la respuesta sexual de los machos, evaluados
a lo largo de los 15 min de prueba, fue similar al reportado hasta la primera eyaculacién. A su
vez, el nimero de eyaculaciones de los machos en la totalidad de la prueba no difirid entre
edades ni entre dosis del farmaco.

Tabla 2. NUmero de componentes del comportamiento sexual de hembras y machos durante los
15 min de prueba.

Adultas Adolescentes
salina 10 mg 20 mg salina 10 mg 20 mg

Hembras Hops & Darts 18,5 (5,0) 22,0 (10,0) 1,0 (4,6)* 1 22,5 (12,3) 7,0 (11,3) 17,0 (5,0)##

Solicitudes 3,0 (2,3) 0,0 (0,0)* 0,0 (0,0)* 3,0 (2,9) 2,0 (2,5) 1,0 (2,5)

Cocientelord.  1,0(0,0) 1,0 (0,1) 0,9 (0,2)* 1,0 (0,0 1,0 (0,0) 1,0 (0,0)
Machos Monta 17,0 (3,6) 12,0 (3,5) 12,5 (3,1) 14,0 (1,4) 14,0 (2,0) 13,0 (2,0)

Intentos mont: 0,0 (0,4) 6,0(4,00 16,0 (6,5)* T 0,0 (0,5) 0,0 (1,0) 2,0 (0,5)##

Eyaculacion 1,0 (0,8) 1,0 (0,5) 1,0 (0,4) 1,0 (0,5) 1,0 (0,5) 1,0 (0,5)

Datos expresados en medianas (RSIQ), **p<0,01 y *p<0,05vs. salina, Tp<0,05 vs 10, dentro de un mismo
grupo etario y ##p<0,01 vs. adultas, prueba U de Mann Whitney.
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Efecto locomotor de la cocaina

Como se observa en la figura 7, los cruces realizados por las hembras adultas aumentaron
significativamente luego de la administracion de 10mg/kg (U(s,8=10,5, p=0,02) y20mg/kg
(Ug,10=14,5, p=0,03) de cocaina con respecto al control. En hembras adolescentes,
Unicamente la dosis mads alta de cocaina aumento significativamente el nimero de cruces
(salina vs 20mg/kg: U(g,9=1,0, p=0,00008 y10 vs 20mg/kg: U11,9=2,5, p<0,00005). En
concordancia, las hembras adultas realizaron mas cruces que las adolescentes tratadas con
10 mg/kg de cocaina (Ug11)=17,0, p=0,03).

El ndmero desplegado de posturas erguidas (figura 8), tanto en adultas como en
adolescentes, aumenté significativamente tras la administracion de 20mg/kg de cocaina con
respecto al control y a la dosis de 10mg/kg (en adultas: salina vs 20mg/kg: Us,10=11,5,
p=0,009 y10 vs 20mg/kg: U(s10=10,5, p=0,006, y en adolescentes: salina vs 20 mg/kg:
Ue,9=2,5, p=0,0002 y 10 vs 20mg/kg: U(11,9=6,5, p=0,0004). A su vez, las adultas tendieron
a realizar mas posturas erguidas que las adolescentes en la dosis 10mg/kg (Us,11)=21,5,
p=0,06).
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Figura 7. Numero de cruces realizados por hembras adultas (barras celestes) y adolescentes (barras
violetas) en la prueba de locomocién tratadas con solucién salina o con 10 0 20 mg/kg de cocaina. Datos
expresados en medianas (RSIQ), **p<0.01y *p<0,05 vs. vs. salina, t1p<0.01 vs. 10, y #p<0.05 vs. adultas,

prueba U de Mann Whitney.
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Figura 8. NUmero de posturas erguidas realizados por hembras adultas (barras celestes) y adolescentes
(barras violetas) en la prueba de locomocién tratadas con solucién salina o con 10 o 20 mg/kg de
cocaina. Datos expresados en medianas (RSIQ), **p<0.01vs. salina, y t1p<0.01 vs. 10, prueba U de Mann
Whitney.

DISCUSION

En la presente pasantia determinamos que:

. La administracion sistémica aguda de cocaina redujo la expresion de hops & darts y
de solicitudes sexuales y aumenté la latencia a su expresidn, lo que indica que este
psicoestimulante afecta la expresion de la motivacidn sexual. A su vez, la dosis mas alta de
cocaina disminuyd el cociente de lordosis, indicando una reduccién de la receptividad
sexual. En conjunto estos resultados muestran un efecto negativo de la administracion de
cocaina en la expresién del comportamiento sexual de hembras ciclantes adultas.

. Este tratamiento no afectd de forma significativa la expresién del comportamiento
sexual de hembras durante la adolescencia tardia (salvo un aumento en la latencia a la
expresion de conductas proceptivas), y tuvo, a su vez, un efecto menor sobre la locomocion
en comparacién con las adultas. Estos resultados indican que las hembras en adolescencia
tardia poseen una menor sensibilidad que las adultas a los efectos de la administracién
aguda de cocaina.
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Efecto negativo de la cocaina en el comportamiento sexual de hembras adultas

En las hembras adultas, la administracién de 10 mg/kg de cocaina redujo la expresion de
solicitudes sexuales, componente fuertemente asociado a la motivaciéon sexual (Pfaus,
Smith et al. 1999), indicando una afectaciéon en este aspecto del comportamiento sexual. A
su vez, la reduccién en el despliegue de hops & darts y en la receptividad sexual de las
hembras tratadas con 20 mg/kg indica que esta dosis produjo una afectacién mayor de esta
conducta. El impacto de la cocaina sobre el comportamiento de las hembras se reflejd, a su
vez, en una alteracion del comportamiento sexual de los machos, ya que las montas de
hembras tratadas con 20 mg/kg de cocaina disminuyeron, al tiempo que aumentaron los
intentos de monta de forma dosis dependiente. El incremento de los intentos de monta por
parte del macho es consecuencia de una mayor evitacidn por parte de las hembras, lo que
reduce las montas que los machos pueden realizar. Por lo tanto, la disminucién en el
despliegue de conductas proceptivas de las hembras, conjunto con el aumento de los
intentos de monta de los machos, que indica una mayor evitacion de las hembras, sugieren
una disminucién de la motivacion, o del interés, sexual de las hembras.

La reducciéon del comportamiento sexual de las hembras adultas luego de la administracién
de ambas dosis (10 y 20 mg/kg) de cocaina, es contraria a lo esperado, ya que Pfaus y
colaboradores (2010) observaron que hembras adultas sexualmente activas sometidas al
mismo tratamiento incrementaban la expresion de solicitudes sexuales y hops & darts. De
forma interesante, en su trabajo, una dosis mayor de cocaina (de 40 mg/kg) redujo la
expresion de la motivacidon y la receptividad sexual; resultado similar al obtenido en esta
pasantia con la dosis de 20 mg/kg. Esta aparente contradiccidn entre ambos estudios podria
deberse a que las hembras utilizadas en el trabajo de Pfaus y colaboradores (2010) eran de
otra cepa, asi como a que fueron ovarectomizadas y tratadas con E y P para alcanzar la
maxima receptividad sexual. En este sentido, se ha reportado una sensibilidad diferencial a
la cocaina en su efecto locomotor y/o reforzador de acuerdo a la cepa (Kosten, Miserendino
et al. 1994, Cailhol 1999, Sircar and Kim 1999). Por otra parte, la fluoxetina, farmaco que
modula el sistema serotoninérgico (sistema de neurotransmision también afectado por la
administraciéon de cocaina) modifica de forma diferencial el comportamiento sexual de
hembras de las cepas Fisher y Sprague-Dawley; siendo estas ultimas menos sensibles al
efecto deletéreo sobre el comportamiento sexual de la administracién de fluoxetina
(Miryala, Hiegel et al. 2013).

Por otra parte, si bien las hembras ciclantes en la fase de proestro tardio y las
ovarectomizadas tratadas con E y P exhiben un comportamiento sexual indistinguible, los
niveles de estrégenos de ambas son distintos. El nimero y/o la funcionalidad de los
receptores de estrégeno a nivel del cerebro dependen de los niveles de hormonas
circulantes (por revision ver Blaustein y Erskine 2002). Por lo que, como consecuencia de
diferencias en el perfil enddcrino entre el proestro tardio y el tratamiento agudo con Ey P,
el efecto de drogas dependientes de esteroides puede variar entre hembras en ambas
condiciones enddcrinas. Es importante tener en cuenta que los efectos de la cocaina son
exacerbados por los estrégenos (Quifiones-Jenab, Perrotti et al. 2000, Sell, Scalzitti et al.
2000, Kippin, Fuchs et al. 2005, Jackson, Robinson et al. 2006, Tobiansky, Will et al. 2016).
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Por ejemplo, Sell y colaboradores (2000) mostraron que hembras ovarectomizadas tratadas
con E o E y P, exhibieron mayor hiperactividad provocada por la cocaina que las
ovarectomizadas sin tratamiento hormonal, y que en ratas ciclantes, la hiperactividad tras
el tratamiento con cocaina durante el proestro y el estro es mayor que durante el diestro.
Si bien no conocemos trabajos que comparen el efecto de la cocaina entre hembras
ovarectomizadas con tratamiento hormonal y en proestro tardio, las diferencias entre el
trabajo de Pfaus y colaboradores (2010) y el presente pueden deberse a diferencias en el
efecto regulatorio de este esteroide sobre sistemas de neurotransmision entre las hembras
utilizadas en ambos. Apoyando esta idea, Miryala y colaboradores (2013) observaron un
efecto diferente del inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina, fluoxetina, sobre el
comportamiento sexual de ratas ovarectomizadas tratadas con E y Pen comparacién con
ciclantes en proestro tardio; requiriendo estas ultimas una dosis mayor de fluoxetina que
las primeras para afectar su comportamiento sexual.

Si bien son contrarios a nuestra hipétesis inicial, nuestros resultados que indican un efecto
negativo de este psicoestimulante sobre el comportamiento sexual de las hembras,
concuerdan con lo reportado por Kohtz y colaboradores (2010). Trabajando con las mismas
dosis de cocaina, en forma aguda, en hembras ciclantes, los autores encontraron que este
tratamiento redujo la intensidad de la lordosis, lo que sugiere una reduccion del
comportamiento sexual. Sin embargo, la ausencia en ese trabajo de otras variables
relevantes para entender el comportamiento sexual como el cociente de lordosis o la
presencia/ausencia de conductas proceptivas dificulta la interpretacidn de este resultado.

Por otro lado, se ha estudiado el efecto agudo de la anfetamina en el comportamiento
sexual. La anfetamina es un psicoestimulante con algunas caracteristicas de accion similares
a la cocaina, ya que ambos farmacos aumentan la disponibilidad de catecolaminas (Meyer
and Quenzer 2005). Guarraci y Clark (2003) reportaron una disminucién del
comportamiento sexual de ratas hembra ovarectomizadas tratadas con E y P, tras el
tratamiento agudo con anfetaminas, al mismo tiempo de un aumento en el
comportamiento locomotor; resultado similar al encontrado en esta pasantia. En conjunto
los resultados de estos estudios y los de esta pasantia indican que psicoestimulantes que
aumenten la disponibilidad de DA pueden afectar negativamente la expresion del
comportamiento sexual de la rata hembra.

La cocaina aumenta la disponibilidad de la DA en varias regiones del cerebro, incluidas areas
de los circuitos que median la motivacion sexual (Breiter, Gollub et al. 1997). Este aumento
podria ser parte de los mecanismos que subyacen a los resultados que encontramos. Dentro
de estos circuitos, distintos trabajos sefialan la relevancia de la neurotransmisién
dopaminérgica en el NAcc, como parte de un sistema motivacional general (figura 1 de la
introduccion, Berridge and Robinson 1998) y en el area predptica media (APOm), estructura
relevante para la expresion de la motivacidon sexual de la hembra que inerva al circuito
mesocorticolimbico (Graham and Pfaus, 2012, Pfaus et al., 2015). Se ha propuesto que un
aumento de DA en el NAcc regularia o promoveria el valor de incentivo sexual del macho
(Pfaus, Damsma et al. 1995, Becker, Rudick et al. 2001, Afonso, Mueller et al. 2009), sin

19



embargo, Guarraci et al. (2008) reportaron que la administracion de anfetamina
intracraneal directamente en el NAcc, aumenta la locomociéon sin afectar el
comportamiento sexual en una arena de pace mating. De igual forma, la administracion de
agonistas dopaminérgicos en el NAcc afecta la locomocién mas que la expresién de
motivacion sexual en ratas machos (Moses, Loucks et al. 1995). Estos estudios sugieren que
tal vez otras vias dopaminérgicas, como la incertotaldmica que inerva APOm (Miller and
Lonstein, 2009), medien la inhibicion del comportamiento sexual inducida con
psicoestimulantes.

Graham y Pfaus realizaron una serie de trabajos (2010, 2012, 2015) a partir de los cuales
proponen un rol importante de la DA en el APOm en el comportamiento sexual de ratas
hembra. A partir de estos, proponen que la relacion de la activacion de los receptores
dopaminérgicos de las familias D1 y D2 en esta drea es critica para la expresién de
comportamientos precopulatorios motivados, como las solicitudes sexuales y los hops &
darts, teniendo los receptores D1 un efecto activador y los D2 inhibidor. Graham et al.
(2015) reportan que el bloqueo de los receptores D1 en el APOm disminuye la motivacién
sexual en ratas ovarectomizadas tratadas con E y P, mientras que el bloqueo de receptores
D2 la incrementa. Dado que existiria un efecto facilitador e inhibitorio sobre el
comportamiento sexual de la DA en APOm, es posible especular que un exceso de DA, como
consecuencia de la administracion de cocaina, promueva su inhibicién. Si bien
desconocemos la funcionalidad de los receptores D1 y D2 en APOm, trabajos en el NAcc
muestran mayor afinidad de los receptores D2 a la dopamina y a agonistas y un predominio
del estado de baja afinidad de los receptores D1 (Richfield, Penney et al. 1989). Si este fuera
el caso en el APOm, el aumento de DA podria generar un efecto predominante de activacion
de los receptores D2. Sin embargo, esta hipdtesis deberia ser explorada.

Por otra parte, la cocaina impacta en otros sistemas de neurotransmisidén, ademas de
afectar las vias dopaminérgicas, como el serotoninérgico y el noradrenérgico (Pontieri,
Tanda et al. 1995, Meyer and Quenzer 2005, Nestler 2005). La afectacion de ambos sistemas
podria mediar el efecto de la cocaina sobre el comportamiento sexual. Asociado a esta idea,
se ha propuesto que el aumento de noradrenalina tiene un efecto activador mientras que
el aumento de serotonina tiene un efecto inhibidor sobre la expresidon del comportamiento
sexual (Kim, Schenck et al. 2013). De forma interesante, inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina, como la fluoxetina, administrados de forma aguda disminuyen
el comportamiento sexual, hops & darts y cociente de lordosis, pero en particular este
efecto seria notorio a dosis altas (Uphouse 2014). Seria interesante explorar si el efecto de
la cocaina sobre el comportamiento sexual se asocia a su efecto serotoninérgico, por
ejemplo realizando un estudio en el cual simultdneamente a la administracién de cocaina
se reduzca la liberacion de serotonina a través de intervenir en los nucleos del raphe con un
inhibidor de la sintesis o un fdrmaco neurotdxico para neuronas serotoninérgicas.
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Menor sensibilidad de las hembras en adolescencia tardia al efecto de la cocaina

En esta pasantia hipotetizamos que las ratas adolescentes son mas sensibles que las adultas
a un efecto potenciador de la cocaina sobre la expresion de conductas sexualmente
motivadas, sobre la base de que en la adolescencia las ratas serian mas sensibles a los
efectos reforzadores de la cocaina en comparacidn con las adultas (Caster, Walker et al.
2005, Badanich, Adler et al. 2006, Zakharova, Leoni et al. 2009) y que el comportamiento
sexual es altamente motivado. Contrariamente a lo esperado, no solo las dosis de cocaina
administradas redujeron la expresidn de la motivacidn sexual en hembras adultas, sino que
este efecto fue menor en las adolescentes. A su vez, las hembras adolescentes fueron
menos sensibles con respecto a las adultas al efecto psicoestimulante de la cocaina en la
locomocién.

De forma similar a lo observado, otros autores han encontrado una menor sensibilidad al
efecto locomotor de la cocaina en ratas adolescentes. En este sentido, Parylak et al. (2008)
reportaron que la administracién de cocaina indujo una hiperlocomociéon mayor en ratas
hembras adultas que en adolescentes. Estos autores atribuyen un papel de los esteroides
gonadales en esta sensibilidad diferencial a este psicoestimulante a lo largo del desarrollo,
ya que la respuesta a la cocaina fue opuesta en hembras y en machos, siendo los machos
adolescentes mas, y las hembras menos, sensibles que los individuos adultos. Estos
resultados, a su vez, se invirtieron tras gonadectomizar a los individuos (Parylak, Caster et
al. 2008). Si bien, a diferencia de esta pasantia, el estudio de Parylak y colaboradores fue
realizado con ratas durante la adolescencia media (de 28 a 42 dias de vida
aproximadamente), el mismo ilustra cdmo el efecto diferencial de la cocaina de acuerdo a
la edad depende, al mismo tiempo, del sexo de los individuos y de su perfil enddcrino.

Son numerosos los trabajos que estudian la influencia de la edad de los individuos sobre el
efecto motor estimulante de la cocaina, y estos arrojan resultados aparentemente
contradictorios. Sin embargo, como se muestra en la tabla 3, muchos factores —que difieren
entre estos estudios- pueden influir en los resultados, como la edad, el sexo, la
manipulacion previa y el perfil enddcrino. A su vez, tanto la hora del dia como la fase del
ciclo estral en la que se encuentran las hembras al momento de ser probadas pueden
modular el efecto de este psicoestimulante. A partir de lo descrito en esta tabla, en
términos generales se observa un efecto menor en la locomocién de la cocaina en la
adolescencia temprana y media (28-44 dias de vida) que en la etapa adulta. En esta pasantia
estudiamos hembras en adolescencia tardia (aproximadamente 50 dias de vida), de forma
similar al protocolo experimental utilizado por Maldonado y colaboradores (2005), quienes
observaron mayor efecto estimulante en hembras adolescentes que en adultas, contrario a
lo que encontramos. Si bien los autores utilizan ratas previamente manipuladas (lo cual
concuerda con nuestro trabajo), existe una diferencia en las edades (45 dias vs 50 dias), en
la fase de luz (pruebas durante el dia vs. durante la noche) y en el

periodo del ciclo estral (diferentes fases del ciclo a la mafiana vs noche del proestro) entre
estos estudios.
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El tiempo transcurrido entre la administracion del farmaco y la realizacidon de la prueba
locomotora, también puede influir los resultados observados. En este sentido, a diferencia
de los estudios reportados en la tabla 3, que registran la locomocién inmediatamente luego
de administrado el psicoestimulante, en esta pasantia, la prueba ambulatoria se realizé 60
min luego de la inyeccion. Sin embargo, es importante mencionar que el mayor efecto
locomotor de la cocaina en las hembras adultas respecto a las adolescentes fue detectado
ya 10 min pos-inyeccion en el laberinto en forma de Y, como se muestran en el anexo
Il.

El efecto diferencial de la cocaina que observamos en las hembras de acuerdo a la edad,
puede deberse a que a lo largo del desarrollo el sistema dopaminérgico sufre
modificaciones, incluyendo niumero de receptores y de transportadores de DA en diferentes
regiones del cerebro (Teicher, Andersen et al. 1995, Coulter, Happe et al. 1996, Andersen,
Thompson et al. 2000, Tarazi and Baldessarini 2000, Andersen, Thompson et al. 2002, Cao,
Lotfipour et al. 2007). Se han reportado diferencias entre ratas adolescentes y adultas en
los niveles basales de DA en el NAcc (Badanich, Adler et al. 2006), que podrian deberse a
diferencias ontogénicas tanto en su liberacion como en su recaptacion. Asi, Badanich y
colaboradores (2006) observaron un aumento en los niveles basales de DA desde la
adolescencia temprana a la tardia, seguido de una disminucion hacia la etapa adulta. De
forma interesante, observaron, a su vez, que el aumento de DA en el NAcc por efecto de la
administracion de cocaina fue menor en las ratas de 45 dias (adolescencia tardia) que en
las que se encontraban en adolescencia media y las adultas. Este resultado, si bien fue
reportado en machos, sugiere que en la adolescencia tardia la cocaina puede producir una
estimulacion menor del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, lo que podria explicar
el resultado obtenido en esta pasantia.
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Tabla 3. Reportes del efecto de la cocaina sobre la locomocién de ratas adolescentes en
relacion al efecto observado en adultas.

Articulo Cepa Sexo Edad adol. Farmaco Efecto vs. adult. Hora

Bauer & Duncan 1975 SD M 28-33 Anfeta. menos ?
Lanier & laasacson 1977 LE M 34-38y 45-49 Anfeta. menos ?
Spear et al. 1980 SD MyH 28-33 Anfeta. menos ?
Mathews et al. 2007 LE MyH 45-52 Anfeta. menos ?
Frantz et al. 2007 w M 37-50 Coca. menos Luz
Caster et al. 2005 SD M 28y 42 Coca. igual Luz
Delgado et al., 2019 w H* 35-37 Coca. igual Luz
Maldonado et al. 2005 SD H* 45 Coca. mas Luz

" SD H* 45 Coca. igual Luz
Catlow et al. 2005 SD H* 35 Coca. mas ?
Bandanich et al. 2008 SD M 35y45 Coca. mas (35) e igual (45) ?
Caster et al. 2007 SD M 28y 42 Coca. mas (28) e igual (42) Luz
Parylak et al. 2008 SD My H** 28y 42 Coca. mds My menos H ?

Manip.

Si

Si

Si

Si

SD: Sprague-Dawley, LE: Long Evans, W: Wistar, M: machos, H: hembras. * Hembras sobre las que
hay informacién indicando que son ciclantes. **Algunas hembras ciclantes y otras
ovariectomizadas. La edad o rango de edades se presenta en dias. En todos los estudios
presentados, la locomocién comienza a registrarse inmediatamente luego de la administracion, de
forma intraperitoneal, del farmaco.

Por otra parte, Frantz et al. (2007) observaron un menor efecto locomotor de la cocaina en
machos Wistar adolescentes en relacién a adultos, sin detectar diferencias en la elevacion
en los niveles de DA en NAcc inducidos por esta droga, por lo que sugieren que las
respuestas motoras diferenciales entre ratas de distintas edades no estarian mediadas por
variaciones en los niveles de DA en el NAcc. Por lo tanto, el efecto diferencial de la cocaina
de acuerdo a la edad podria deberse a diferencias en la densidad de receptores
dopaminérgicos. En este sentido, la densidad de receptores D1y D2, varia a lo largo de la
adolescencia tanto en el estriado dorsal y el NAcc como en la CPFm (Teicher, Andersen et
al. 1995, Tarazi and Baldessarini 2000). Durante la pubertad, hay un aumento de los
receptores dopaminérgicos, que es mayor en machos que en hembras. De igual forma, la
poda de receptores en la transicion hacia la etapa adulta es mayor en machos que en
hembras (Andersen, Rutstein et al. 1997, Andersen and Teicher 2000, Andersen, Thompson
et al. 2002). Si bien, durante la adolescencia tardia Andersen y Teicher (2000) no observaron
diferencias significativas en la densidad de receptores D1 y D2 en el NAcc de las hembras
en relacion a la etapa adulta, los autores trabajaron con hembras en diestro. En nuestro
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laboratorio, a partir de estudios de autoradiografia, observamos que las hembras
adolescentes tardias (aproximadamente 50 dias de edad) durante el proestro tardio
presentan densidad de receptores D1 similar, pero menor densidad de receptores D2 en el
Shell del NAcc en comparacién a hembras adultas (de 90 dias de edad) (Fig. 1 Anexo).
Asimismo, no encontramos diferencias en la densidad de receptores D1 y D2 en el APOm
(Figura 2 Anexo). Dado que la activacion de receptores D1y D2 en el Shell del NAcc tiene un
rol en el efecto estimulante de la cocaina (Ushijima, Carino et al. 1995, Kita, Shiratani et al.
1999, Di Ciano and Everitt 2004, Holmes and Fam 2013), y también se asocia a la expresiéon
de conductas motivadas (Becker, Berkley et al. 2007, Clithero, Reeck et al. 2011, Bergamini,
Sigrist et al. 2016, Li, Zhang et al. 2018), el menor efecto de la cocaina en adolescentes
podria deberse a la diferencia etaria en la densidad de receptores en esta regién. Seria
interesante explorar si durante el proestro tardio, existe una sensibilidad diferencial al
efecto de agonistas o antagonistas D1 y D2 entre hembras adultas y adolescentes.

Si bien el efecto diferencial de la cocaina entre hembras adultas y adolescentes podria
deberse a que menor cantidad de cocaina accede al cerebro por diferencias de
metabolizacidén de este farmaco de acuerdo a la edad, no creemos que este sea el caso, ya
gue reportes previos que detectan un efecto diferencial de psicoestimulantes entre
adolescentes y adultos no observan diferencias en los niveles de éstos en el cerebro. Asi,
Frantz y colaboradores (2007) observaron un menor efecto locomotor de la cocaina en
machos Wistar adolescentes en relacion a adultos, sin detectar diferencias en los niveles de
cocaina en el NAcc. En el trabajo de Caster et al. (2005) los niveles de cocaina en la sangre
y en el cerebro luego de un tratamiento intraperitoneal fueron similares entre ratas
adolescentes y adultas, y estas concentraciones equivalentes de cocaina cerebral se
asociaron a efectos distintos sobre el comportamiento dependiendo de la edad.

CONCLUSIONES

La presente pasantia muestra que la administracién sistémica aguda de cocaina afecta de
forma negativa la expresion del comportamiento sexual en hembras adultas en proestro
tardioy que las hembras en adolescencia tardia poseen una menor sensibilidad a los efectos
agudos de este farmaco.

PERSPECTIVAS

Seria interesante profundizar en distintas variables que podrian estar implicadas en los
resultados encontrados. Por ejemplo, podriamos intentar dilucidar si los efectos inhibitorios
de drogas psicoestimulantes sobre el comportamiento sexual se deben a la afectacién de
otras vias dopaminérgicas como la incertotalamica que proyecta al APOm, o si existe una
diferencia etaria en la sensibilidad a farmacos dopaminérgicos que afecten los receptores
D1 y D2. A su vez, podriamos profundizar sobre los efectos de la manipulacion de los
animales en la accién de la cocaina de acuerdo a la edad de las hembras.
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ANEXO |

Expresion de receptores dopaminérgicos D1y D2 en el estriado dorsal, el NAccy el APOm
de hembras adolescentes y adultas en proestro tardio

Con el fin de evaluar si la expresidn de receptores dopaminérgicos en areas relevantes para
la expresidon de la motivacién sexual difiere entre hembras sexualmente activas en
adolescencia tardia y adultas cuantificamos, a través de autoradiografia (utilizando los
antagonistas D1 SCH 23390 y D2 nemonapride tritiados), la expresion de estos receptores
en el estriado dorsal, el NAcc, y el APOm (Fig. 1) de hembras en proestro tardio(4 hs luego
de apagadas las luces) en adolescencia tardia (aprox. dia 50 de vida, n=6) y adultas (aprox.
dia 110 de vida, n=6).

ESTRIADOY NACC

Bregma1,2 mm

Bregma-0,4 mm -

Figura 1. Representacién de la altura del corte coronal y de las regiones de interés (6valos negros)
en las cuales se cuantificé la densidad dptica en el estriado dorsal y nicleo accumbens (NAcc) en el
panel superior y en el area predptica media (APOm) en el panel inferior. A la izquierda se ilustran
las alturas de Paxino & Watson (1996) y a la derecha el escaneo de un corte de la placa de revelado.

Como se muestra en la Fig. 2A, la unién de SCH 23390 [H3], antagonista de los receptores
D1 no difirié entre hembras adolescentes y adultas ni en el estriado dorsal (regiones medial
y lateral) ni en el NAcc (regiones corey shell). La unidon a nemonapride[H3], antagonista de
los receptores D2, en el estriado dorsal y en el core del NAcc no difirié entre ambas edades.
Sin embargo, las hembras adolescentes exhibieron una menor densidad de receptores D2
en el shell del NAcc en relacién a las hembras adultas (Fig. 2B).
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Figura 2. Unién de SCH 23390 [H3] (panel izquierdo) y de nemonapride [H3] (panel derecho) en las
regiones lateral y medial del estriado dorsal y en las regiones de shell y core del NAcc de hembras
en proestro tardio adultas (en negro) y adolescentes tardias (en gris). Los datos se expresan en
medias t error estandar. *: p<0,05, prueba t de Student.

No hallamos diferencias de acuerdo a la edad de las hembras en la unién de ambos
antagonistas dopaminérgicos tritiados en el APOm (Fig. 3).
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Figura 3. Unién de SCH 23390 [H®] y de nemonapride
[H3] en el APOm de hembras en proestro tardio adultas
(en negro) y adolescentes tardias (en gris). Los datos se

0~ expresan en medias * error estandar. Prueba t de
SCH 23390 nemonapride Student p=NS

[H3] ligdan (fmol/mg)

10

35



ANEXO Il

Locomocidon de hembras en adolescencia tardia y adultas en proestro tardio durante la
prueba de preferencia macho-hembra en el laberinto en Y

Diez minutos luego de la inyeccidn de solucién salina o cocaina (10 o 20 mg/kg de forma
intraperintoneal) las hembras fueron sometidas a una prueba de preferencia entre macho
sexualmente activo y hembra receptiva en un laberinto en forma de Y. Durante la prueba
se cuantifico el numero de entradas a los 3 comportamientos y a los 3 brazos del modelo
como indice de locomocién durante la prueba (Agrati et al., 2016; Ferrefio et al., 2018).
Como se muestra en la figura 1, la locomocién en el modelo no difirid entre hembras
adolescentes y adultas tratadas con solucién salina. Ambas dosis de cocaina incrementaron
la locomocidén tanto de hembras adolescentes como de adultas en comparaciéon con el
grupo control. Este incremento en la locomocidon fue mayor en hembras adultas que en
adolescentes luego de la administracion de ambas dosis de cocaina.
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Figura 1. Locomocion en el laberinto en Y. NUmero de entradas a los compartimientos y a los
brazos del laberinto en Y realizadas por hembras en proestro tardio adultas (en negro) y
adolescentes tardias (en gris) luego de la administracion de solucién salinay 10 y 20 mg/kg de
clorhidrato de cocaina ip (10 min antes). Los datos se expresan como medianas (rango semi inter
cuartil). *:p<0.05 y **:p<0.01 vs. adultas entre grupos etarios, y t:p<0.05y t1:p<0.01 vs. salino
dentro de un grupo etario entre dosis, Mann Whitney U test.
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