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Resumen

En ratas hembra, el comportamiento sexual presenta un fuerte componente motivacional,
estando involucrado en su regulacién el sistema dopaminérgico mesolimbico. La accién de la
dopamina sobre sus receptores D2 (RD2) ha sido implicada en la motivacién general, y la
administracién sistémica de antagonistas de RD2 disminuye el comportamiento sexual de la
hembra. Sobre esta base hipotetizamos que el bloqueo selectivo de los RD2 en el shell del
nucleo accumbens (NAcc shell) de ratas hembra sexualmente activas reduce la expresion de
la motivacién sexual frente a un macho. Para probar esta hipdtesis se implantaron canulas
bilaterales dorsales a la porcidn dorsomedial del NAcc shell de hembras adultas, virgenes y
ciclantes. Cinco dias después, en la fase de proestro tardio del ciclo estral, se les administré
el antagonista selectivo de los RD2 raclopride (0,0; 2,5ug o 5,0ug/0,5ul/lado) e
inmediatamente después se les realizd una prueba de preferencia sexual —macho vs
hembra— seguida de una prueba de comportamiento sexual en una arena de dos niveles.
Finalmente, se realizd una prueba de actividad locomotora. Determinamos que el blogueo
de los RD2 disminuyd la actividad motora y el acicalamiento durante la prueba de
preferencia sexual, sin afectar la preferencia por el macho y los intentos por acceder a éste.
A su vez, la administracidn de raclopride no afecté la expresion de lordosis en respuesta a las
montas del macho y de hops & darts y solicitudes sexuales de las hembras. Sin embargo, la
dosis alta de raclopride redujo los olfateos anogenitales de las hembras. No detectamos
diferencias entre los grupos experimentales en la prueba locomotora realizada 35 min luego
de la administracion del farmaco. En conjunto, estos resultados indican que las dosis
utilizadas de raclopride no afectan la expresién de la motivacién sexual de hembras ciclantes
sexualmente activas, a pesar de reducir su actividad motora en los primeros 15 minutos pos-
inyeccion, relativizando el papel de los RD2 en el NAcc shell en la regulacidon de la
motivacion sexual de la hembra.

Palabras clave: motivacidn sexual; dopamina; receptor D2; nlcleo accumbens shell; rata
hembra



Introduccion

Comportamiento sexual de la rata hembra

La rata hembra se encuentra sexualmente activa, de forma natural, en momentos
especificos del ciclo estral como consecuencia de los efectos activacionales de los esteroides
ovdricos. Es entonces en la fase de proestro tardio, luego de la ocurrencia de los picos
preovulatorios de estrégenos y progesterona, que la hembra exhibe atraccién sexual hacia el
macho y expresa comportamiento sexual durante la interaccion con éste. Este
comportamiento se caracteriza por la expresion de dos tipos de conductas distintivas:
receptivas y proceptivas (Beach, 1976).

El comportamiento receptivo mas conspicuo es la postura de lordosis, una postura corporal
refleja que adoptan las hembras en respuesta al contacto fisico (p. ej., la monta de una rata
macho que estimula la region perivaginal y los flancos, Figura 1), e implica la flexién dorsal
de la espalda (Beach, 1976). Esta postura, que permite la intromision, se utiliza como indice
de la disposicion de la hembra a la cdpula, es decir, de su receptividad sexual. Los
comportamientos proceptivos son conductas voluntarias y flexibles cuya expresion difiere de
acuerdo al contexto, y se han utilizado como indices de la motivacidn sexual de las hembras,
dado que promueven el acercamiento y la monta por parte del macho (Beach, 1976; Agrati,
2022).

Figura 1 | Comportamiento sexual de ratas hembra. (A) Dibujos de P.J.A. Timmermans (Snoeren et al., 2014),

representan la postura corporal que las hembras adoptan al finalizar un dart (mitad superior) y realizar una
lordosis (mitad inferior). (B) Hembras experimentales sexualmente activas realizando la postura de presentacion
o crouch en respuesta al olfateo y/o a la presencia del macho.

Estos comportamientos incluyen desplazamientos y cambios posturales tipicos como hops &
darts (carreras cortas y rapidas, y saltos frente al macho, que pueden originarse de forma
espontanea o como respuesta a un olfateo de la regién anogenital por parte del macho),
postura de presentacion o crouch (postura corporal rigida con el dorso arqueado y cabeza 'y
orejas tiesas, Figura 1B) y ear wigglings (movimientos rapidos de la cabeza, que dan la



apariencia de vibraciones rapidas de las orejas), asi como acercamientos y alejamientos del
macho a través de los cuales las hembras regulan el ritmo de la cépula (Paredes & Vazquez,
1999; Blaustein & Erskine, 2002). Estas conductas también se denominan paracopulatorias
porque ocurren de forma casi exclusiva durante la interaccién sexual en respuesta a la
estimulacién sensorial producida por el macho o por estimulacién manual de los
investigadores, por lo que se ha sugerido que tienen cierto componente reflejo (Blaustein,
2009). Las solicitudes sexuales son otro tipo de conducta proceptiva que puede observarse
al estudiar el comportamiento sexual de las hembras en modelos semi-naturales o
ambientes mas complejos que una arena sexual (McClintock, 1984; Erskine, 1989). Se trata
de desplazamientos mas largos realizados por la hembra, que suelen finalizar en un hop &
dart o un crouch, en los que se aleja del macho y provocan que éste las persiga (Pfaus et al.,
2015).

Motivacion sexual y su regulacién por el sistema dopaminérgico mesolimbico

Si bien el caracter estereotipado de la expresidon del comportamiento sexual de la hembra
durante la interaccién con un macho sugiere cierta rigidez en su control, es un
comportamiento fuertemente motivado (Guarraci & Frohardt, 2019; Agrati, 2022). En este
sentido, las hembras sexualmente activas prefieren a un macho frente a una hembra (Clarck
et al., 2004; Agrati et al., 2008), incrementan su emision de ultravocalizaciones luego de la
exposicién a un macho en relaciéon a una hembra (McGinnis & Vakulenko, 2003; Armas et al.,
2021), aprenden a apretar una palanca para obtener acceso a un macho (Bermant et al.,
1961) y exhiben preferencia por un lugar asociado a la cépula (Paredez & Vazquez, 1999). El
comportamiento de las hembras sexualmente activas en estas pruebas especificas para
evaluar motivacién, da cuenta del fuerte valor de incentivo que un macho tiene para ellas.
La motivacidon sexual es diferente a otros tipos de motivaciones fundamentales para la
supervivencia del individuo, como las vinculadas a la ingesta de alimentos y agua. Sin
embargo, ésta representaria un impulso poderoso fundamental para la supervivencia de las
especies (Guarraci & Frohardt, 2019) dado que permite el mantenimiento de la cdpula, al ser
éste un comportamiento recompensante.

Diversas areas del sistema nervioso central han sido implicadas en la regulacién neural del
comportamiento sexual de la rata hembra, tales como el drea predptica media, el nucleo
ventromedial del hipotdlamo y la amigdala mediodorsal posterior (Bitran et al., 1988;
Erskine & Hanrahan, 1997; Coria-Avila & Pfaus, 2007; Figura 2). Dado que este es un
comportamiento motivado, se le ha atribuido un papel en el control del comportamiento
sexual a la conexién de estas areas con sistemas de regulacién de procesos motivacionales
generales (Ventura-Aquino et al.,, 2018). En este sentido, el sistema dopaminérgico
mesolimbico ha sido propuesto como un sistema motivacional general, implicado en la
asignacion de valor motivacional o de incentivo a estimulos con relevancia bioldgica,
promoviendo conductas de busqueda y acercamiento a éstos (Kelley & Berridge, 2002;
Kringelbach & Berridge, 2009; Berridge & Kringelbach, 2011). Este sistema esta conformado



por las proyecciones dopaminérgicas (DAérgicas) desde el area tegmental ventral (VTA),
origen de esta via, hacia el nucleo accumbens (NAcc) (Melis & Argiolas, 1995), importante

region de salida de este circuito (Figura 2).
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Figura 2 | Esquema de las principales areas neurales implicadas en la regulacion de diferentes aspectos del
comportamiento sexual de la hembra y sus conexiones. Las conexiones de color rosa unen a las areas
encargadas de atribuirle valor sexual al macho, de volver a la cépula un estimulo recompensante. Las conexiones
de color azul han sido involucradas en la formacién de vinculo (de pareja, especialmente en especies
mondgamas), y las verdes conectan a las areas responsables de la motivacién sexual. PFC: Corteza prefrontal; HIP:
hipocampo; NAcc: nucleo accumbens; PVN: nicleo paraventricular del hipotadlamo; MPOA: drea predptica medial;
VMH: hipotalamo ventromedial; AMG: amigdala. Tomado de Ventura-Aquino et al., 2018.

Mogenson et al. (1980) propusieron que el NAcc actla como una interfase "limbico-motora",
proporcionando un vinculo entre las dreas limbicas vinculadas en la emocién y la cognicién y
los circuitos neuronales que regulan la salida del comportamiento. Evidencia creciente
sostiene que el aumento de dopamina (DA) en el NAcc es clave para dar el paso que va de la
motivacién a la accidon, mediando el esfuerzo y el gasto energético que los individuos estan
dispuestos a invertir por obtener determinadas metas, como alimento o una pareja sexual
(Berridge & Robinson, 1998; Salamone & Correa, 2012). Dichos efectos son mediados a
través de la DA actuando sobre las dos familias de sus receptores: D1 y D2 (Kebabian &
Calne, 1979), en las dos subregiones principales del NAcc: shell y core (Salamone et al., 1991;
Ikemoto et al., 1997; Nowend et al., 2001; Baldo et al., 2002; Schmidt et al., 2006; Schmidt
& Pierce, 2006). En este sentido, dosis bajas a moderadas de antagonistas de los receptores
de DA RD1 o RD2 tanto en NAcc core como en NAcc shell reducen el esfuerzo -entendido
como los intentos por acceder a los estimulos- que los animales realizan por obtener un

alimento mas reforzador en relacién a uno con menor valor (Salamone et al., 1991; 2002).



Sin embargo, estas dosis no afectan la ingesta total de alimentos, ni alteran la preferencia
entre dos tipos de alimentos con distinto valor reforzador en pruebas de eleccién libre de
alimentacién (Salamone et al., 1991; Nowend et al., 2001; Nunes et al., 2013). Tomados en
conjunto, estos estudios le atribuyen al aumento de DA en el NAcc un papel en la toma de
decision basada en andlisis de costo/beneficio, donde se evalla la capacidad propia de
superar los costos asociados a la ejecucidon de una respuesta. Es decir, un papel en la
regulacién del esfuerzo que los individuos estan dispuestos a hacer para acceder a estimulos
significativos (reforzadores), mas que en la direccion de la motivacion (Salamone et al., 1994;
1997; 2009; 2018).

En relacion a la motivacidon sexual, se ha implicado a la neurotransmisién DAérgica en el
NAcc en la regulacion del valor de incentivo de la pareja sexual y de la cépula principalmente,
utilizando ratas macho como modelo (Everitt, 1990; Pfaus, 2009; Guadarrama-Bazante &
Rodriguez-Manzo, 2018). Estos estudios muestran que la activacion de receptores DAérgicos
-fundamentalmente los D2- mediante agonistas en este nucleo facilita la expresiéon de la
conducta sexual en animales con una motivacidn disminuida (pos-eyaculacidn). En el caso de
la motivacién sexual de las hembras, los resultados no son concluyentes y algunos autores
relativizan su importancia (Paredes & Agmo, 2004). Mientras que depletar la DA del NAcc no
elimina la expresion de hops & darts (Hansen et al., 1991), las lesiones en el NAcc alteran el
patrén de comportamiento de cdpula de las hembras: aumentan los rechazos hacia el
macho y eliminan la preferencia por éste (Rivas & Mir, 1991; 1990). A su vez, Pfaus et al.
(1995) reportaron un aumento en los niveles de DA en el NAcc de hembras sexualmente
activas tanto cuando estan ante un macho como durante la cépula. En hembras
ovariectomizadas tratadas hormonalmente, la administracién sistémica del antagonista
mayoritariamente D2 haloperidol (Kebabian & Calne, 1979) reduce la expresién de
conductas proceptivas (Ismail et al., 2010). De forma interesante, Meisel et al. (1996)
observaron que la administracién sistémica de antagonistas de RD2, raclopride y sulpirida,
evita la adquisicion de una preferencia de lugar condicionada por la cépula en hembras,
sugiriendo un rol para este subtipo de receptores en los aspectos apetitivos del
comportamiento sexual femenino. Asimismo, en un andlisis de la literatura, Melis & Argiolas
(1995) postulan que, a pesar de la existencia de una interaccion sinérgica u opuesta entre los
RD1y RD2, el control DAérgico de la conducta sexual estaria mediado principalmente por los
RD2.

Con respecto a la participacién del NAcc en la regulacién del comportamiento sexual de la
hembra, se ha postulado que el NAcc shell modula selectivamente los componentes
proceptivos de este comportamiento. Asi, la administracién intracraneal en NAcc shell de
3a-Diol (metabolito de la testosterona cuyos niveles sistémicos se encuentran elevados
durante el proestro tardio en ratas ciclantes) aumenta la frecuencia y duracién de las

conductas proceptivas, sin afectar el cociente de lordosis (Sdnchez Montoya et al., 2010). A



su vez, se ha visto que cuando este compuesto es administrado sistémicamente genera
condicionamiento de lugar, haciendo que pasen mas tiempo en el lado del modelo donde
recibieron la inyeccién, unicamente si el NAcc shell esta intacto, sin depender del NAcc core
(Frye et al., 2002; Frye, 2007).

En base a la relacion de aferencias-eferencias especifica de cada subregion del NAcc se les ha
asignado un rol funcional diferente, involucrando mds a la regién del core en las funciones
motoras y al shell en aspectos motivacionales y emocionales (Heimer et al., 1991). En este
sentido, la actividad DAérgica especificamente en el NAcc shell se ha asociado con la
valencia motivacional y la novedad de los estimulos (Bassareo et al., 2002), participando en
la codificacidn de sefiales predictivas y de los estimulos recompensantes (Cacciapaglia et al.,
2012).

La evidencia mencionada previamente propone, por tanto, un rol para el sistema DAérgico
mesolimbico en el control de la motivacidn sexual, en particular de los RD2 y del NAc shell
(Melis & Argiolas, 1995; Meisel et al., 1996; Bassareo et al., 2002; Pfaus, 2009; Ismail et al.,
2010; Sdnchez Montoya et al., 2010; Stolzenberg & Numan, 2011; Cacciapaglia et al., 2012;
Pfaus et al., 2015; Coria-Avila et al., 2016; Ventura-Aquino et al., 2018). No obstante, hasta
el momento no hay estudios que aborden el efecto de bloquear de forma especifica y
selectiva la neurotransmision DAérgica en el NAcc sobre la expresion de la motivacion sexual
de ratas hembra. En particular, en base a la evidencia que vincula a la DA con los aspectos
energizantes de los comportamientos motivados (Salamone & Correa, 2012), resulta
fundamental estudiar el efecto de esta manipulacién sobre aquellos componentes

motivados del comportamiento sexual que impliquen esfuerzo.

Para estudiar el comportamiento sexual y poder distinguir aspectos motivacionales de la
ejecucion es importante usar modelos motivacionales especificos, como el de preferencia
macho vs. hembra, y modelos de ejecucién que le permitan a la hembra expresar mas
elementos comportamentales, como la arena de dos niveles (Pfaus et al., 1999; Guarraci &
Frohardt, 2019; Agrati et al., 2022). Si bien la mayoria de los estudios emplean hembras
ovariectomizadas tratadas con esteroides sexuales (para facilitar las condiciones de trabajoy
homogeneizar el perfil hormonal entre las hembras), no deja de ser una condicién inducida
farmacolégicamente (Mondino et al., 2019). A pesar de que logren evocar una expresion de
conducta sexual similar a la observada en la fase de proestro tardio natural. Probablemente,
el sistema DAérgico al ser sensible al efecto de los esteroides ovaricos (Becker, 1990; 1999;
2000; Becker & Rudick, 1999; Quinlan et al., 2013) difiera. Por tanto, dado que este trabajo
se centra en la motivacién sexual, consideramos importante trabajar con condiciones
fisioldgicas, por lo que en este estudio empleamos hembras ciclantes en proestro tardio.



Planteamiento de problema e Hipotesis

Si bien la evidencia disponible a la fecha indica que el sistema DAérgico mesolimbico, como
sistema motivacional general, esta implicado en la regulacién del valor de incentivo sexual
del macho y de la interaccidén sexual para las ratas hembra (Everitt, 1990; Berridge &
Robinson, 1998; Nowend et al., 2001; Pfaus, 2009; Salamone & Correa, 2012; Guadarrama-
Bazante & Rodriguez-Manzo, 2018), los resultados no son concluyentes y algunos autores
relativizan su importancia (Paredes & Agmo, 2004).

Existe evidencia que apunta a un rol de los receptores DAérgicos D2 (Melis & Argiolas, 1995;
Meisel et al., 1996; Ismail et al., 2010) y al NAcc shell (Heimer et al., 1991; Bassareo et al.,
2002; Sanchez Montoya et al., 2010) como parte del sistema regulatorio de la motivacién
sexual de la hembra. Sin embargo, hasta el momento no se ha bloqueado Ia
neurotransmisién DAérgica en el NAcc, en particular en la region shell, con el fin de estudiar
sus efectos sobre la expresién de la motivacidon sexual de ratas hembra. Sobre esta base
hipotetizamos que la accién de la DA sobre los RD2 en el NAcc shell de ratas hembra
sexualmente activas esta implicada en la modulacidn de su motivacidn sexual, de forma tal
que el bloqueo de dichos receptores produciria una disminucién de la misma.

Objetivos

Objetivo general
Determinar si el bloqueo de los receptores DAérgicos D2 en el NAcc shell afecta la
motivacion sexual de las hembras.

Objetivo especifico

Evaluar el efecto de la administraciéon del antagonista de los RD2 raclopride en la porcidn
dorsomedial del NAcc shell sobre la expresion de la motivacidon sexual en una prueba de
preferencia macho vs. hembra y en la interaccidén con el macho en la arena de dos niveles de
hembras virgenes en proestro tardio.

Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron ratas (Rattus norvegicus), hembras y machos adultos (a partir del dia 85 de vida)
de la cepa Wistar alojadas en el Laboratorio de Experimentacidon Animal (LEA) de la Facultad
de Ciencias. Los animales se mantienen bajo temperatura (21+12C) y humedad (65%)
controladas, con un ciclo de luz-oscuridad invertido 12:12 hrs (luces encendidas 03:00 hrs) y
tienen acceso libre a agua y racion. Se usé un N=9-10 por grupo. El protocolo experimental



realizado fue aprobado por el CEUA de la Facultad de Ciencias (nimero de expediente
24001-000941-17) en concordancia con la Ley Nacional de Experimentacidon Animal.

Determinacion de la fase del ciclo estral

Se determind la fase del ciclo estral de las hembras (a partir del dia 85 de vida) mediante el
analisis de los tipos de células y su abundancia encontradas en el exudado vaginal, realizado
con solucion salina (Monies & Luque, 1988). Este procedimiento se realizd una vez al dia
durante las mafanas.

Cirugia estereotaxica

Las hembras fueron anestesiadas (75 mg/kg de Ketamina, 7,5 mg/kg de Xilacina y 1,5 mg/kg
de Acepromazina maleato, i.p.) y fijadas en un aparato estereotaxico para la implantacién de
canulas guia bilaterales en la porcion dorsomedial del NAcc shell (coordenadas
seleccionadas de acuerdo a la literatura y usando Paxinos 6% edicién': DV 7,8 mm (6,8 mm
del largo de la cdnula + 1 mm que protruye el inyector); AP +2,5 mm de bregma; ML 1,6 mm
(0.8 mm) de la linea media). Las cdnulas (28G de acero inoxidable) se anclaron al crdneo
con acrilico dental y tornillos. Una vez finalizada la cirugia se administré analgésico (1 ml/kg
a 1 mg/ml de Meloxicam, s.c.) y se aplicé antibidtico y anti-inflamatorio local en la herida.
Luego de la cirugia, las hembras se alojaron en cajas individuales y se manipularon
diariamente (aproximadamente durante 5 dias, que comprenden el lapso de tiempo entre la
cirugia y el dia de las pruebas) para habituarlas y facilitar la microinyeccién del farmaco.

Inyeccion del farmaco

Se utilizd el antagonista de los receptores D2 raclopride (Sigma-Aldrich) diluido en soluciéon
salina y se administré en dosis de 0,0 pug/0,5ul/lado (grupo control), 2,5 pg/0,5ul/lado y 5,0
pg/0,5ul/lado (grupos experimentales) de acuerdo a Nowend et al.,, 2001. Se utilizaron
inyectores bilaterales que protruyen 1mm debajo de la canula guia. La velocidad de infusién
fue de 0,25 pg/min (durante 2 minutos), y se mantuvieron los inyectores un minuto extra de
reposo para permitir la difusion correcta.

Extraccion y procesamiento de encéfalos

Para este paso, los animales fueron anestesiados con tiopental sédico (120 mg/kg, i.p.) y se
perfundieron de forma transcardiaca con solucion salina heparinizada, seguida de formol al
4%. Los cerebros extraidos fueron posfijados por 24 hs en la misma solucién.

Al dia siguiente, una vez cumplidas las 24 hs, comenzé la criopreservacion de los mismos (se
realiza una serie de pasajes por concentraciones ascendentes de sacarosa diluida en PBS:
15% durante 24 horas, 30% durante 48 horas). Finalmente los cerebros se congelaron y
cortaron en criostato para obtener cortes de 50um. Las rodajas de interés fueron
almacenadas en solucion antifreeze a -20 °C hasta su procesamiento histolégico.

Los cortes obtenidos de las regiones cercanas al NAcc shell (aquellos que contienen trazos
de la canula) se montaron en portaobjetos previamente cubiertos con poli-I-lisina (0,01% en
agua destilada), se dejaron secar overnight y luego fueron sometidos a la tincidon de Nissl
para corroborar la localizacion de la canula y del sitio de inyeccion (Figura 3).



Pruebas comportamentales

Prueba de preferencia sexual

La prueba de preferencia en un laberinto en forma de Y (Figura 3) es ampliamente utilizada
por nuestro laboratorio para estudiar el valor de incentivo de dos estimulos presentados de
manera simultanea (Agrati, 2022; Agrati & Uriarte, 2023). El modelo consiste en un laberinto
de acrilico transparente en forma de Y, con 3 cdmaras de igual tamarfio (25x30x18cm) al final
de cada brazo (10x60x10cm). Dos de las cdmaras contienen los estimulos, mientras que la
tercera camara permanece vacia (camara neutra). A su vez, cada cdmara contiene una
division de acrilico transparente perforada, que permite que la rata experimental pueda ver,
oler y oir a los estimulos, sin posibilitar contacto fisico con ellos.

Previo a las pruebas se coloca a la rata experimental en el centro del modelo y se le permite
explorarlo por 10 minutos para que se habitle. Luego de este periodo se retira al animal del
modelo y se procede a la microinyeccion intracraneal. Una vez finalizada la inyecciéon se
devuelve a la hembra al modelo, se colocan los estimulos -macho sexualmente activo y
hembra sexualmente activa- y durante 15 minutos se registra el tiempo de permanencia en
cada camara, la exploraciéon olfatoria de los estimulos a través de la barrera divisoria
perforada y, el nUmero de intentos realizados para acceder a los estimulos (mordidas y
rasgufios de la pared divisoria). También se evalla la conducta de acicalamiento y la
actividad locomotora, medida como el nimero total de entradas a cada compartimiento
mas el numero total de entradas a los 3 brazos. Las pruebas fueron registradas en vivo de
forma manual en base a una planilla preestablecida que contenia los items recién
mencionados, asi como también se grabaron con cdmara de video como respaldo.

Mientras que la diferencia entre el tiempo de permanencia en los 3 compartimientos nos
permite determinar la preferencia de las hembras, el nimero de intentos para acceder a
cada estimulo, es considerado un indice de esfuerzo, ya que la misma es sensible a
variaciones en la neurotransmision DAérgica y a cambios en la motivacion (Agrati et al., 2016;
Ferrefio et al., 2018).
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Figura 3 | Modelo de preferencia macho vs. hembra. Se observa (A) una hembra experimental en el
compartimiento del macho, olfateando a este mismo a través de la division perforada de acrilico, (B) hembra
sexualmente activa, que junto con el macho representan los compartimientos con estimulos, y (C)
compartimiento neutro.



A su vez, a partir de los tiempos de permanencia en los compartimientos con estimulos
calculamos un indice de preferencia como el cociente entre el tiempo total que la hembra
permanecié en el compartimiento del macho y el tiempo total que la hembra permanecié en
ambos compartimientos (macho y hembra). Este indice refleja la existencia de preferencia
por la hembra (valores <0,5), la ausencia de preferencia por los dos estimulos (=0,5) y la
preferencia por el macho (valores >0,5) (Guarraci & Clark, 2003).

Prueba de comportamiento sexual

Seleccionamos la arena de dos niveles como modelo para evaluar el comportamiento sexual
ya que la misma permite registrar de forma déptima la expresién de componentes del
comportamiento sexual altamente motivados, como lo son las solicitudes sexuales (Pfaus et
al. 1999). Tanto las hembras como los machos se habitian al modelo 3 veces por semana
durante 2 semanas previas al inicio del experimento, 15 minutos cada vez. Esto se hace en
grupos de maximo 3 animales para permitir que exploren el modelo de manera mas cobmoda
y Optima, separados segln el sexo y caja de origen.

Al momento de la prueba se introduce a la hembra en una arena sexual de acrilico de dos
niveles (Figura 4). Luego de un periodo de habituacién, en nuestro caso de 2 minutos, se
introduce a un macho sexualmente activo y se registra durante 15 minutos el nimero de las
siguientes conductas de la hembra: hops & darts, posturas de presentacidn, solicitudes
sexuales, lordosis, rechazos y olfateos anogenitales y corporales del macho, asi como la
latencia a la primera conducta proceptiva, a la primera lordosis y a ejercer rechazo hacia el
macho. A su vez, se registré la duracion de cada postura de lordosis y se calculd la media de
la duracién de la lordosis por hembra (suma de la duracidén de todas las lordosis/niimero
total de lordosis). Se registran las siguientes conductas del macho: nimero de olfateos de la
hembra, de montas (con y sin intromisién) y de eyaculaciones, asi como la latencia a la
primera monta y a la eyaculacién. Las pruebas fueron registradas en vivo de forma manual
en base a una planilla preestablecida que contenia los items recién mencionados. A su vez,
se grabaron con camara de video y estos fueron procesados utilizando el software JWatcher.
Se calcula el cociente de lordosis -indice de receptividad sexual de la hembra- como el
cociente entre el nimero de lordosis y el nimero total de montas y eyaculaciones (Hardy &
DeBold, 1973). La proceptividad sexual de las hembras se evallua a partir de la exhibicién de
conductas paracopulatorias como hops & darts y posturas de presentacion, y de solicitudes
sexuales (desplazamientos largos con cambio de nivel previo o posterior a una postura de
presentacién o un hop & dart).
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Figura 4 | Arena sexual de dos niveles. Se observa a un macho montando a una hembra sexualmente activa, la

cual se encuentra realizando lordosis en respuesta a dicha monta, en el nivel inferior del modelo.

Prueba de actividad locomotora

Dado que se ha evidenciado que inyecciones de antagonistas DAérgicos en el NAcc core o
shell producen una alteracion de la actividad motora espontdnea, disminuyendo
significativamente la actividad ambulatoria y el despliegue de posturas erguidas (Baldo et al.,
2002), se realizé una prueba locomotora de 10 minutos en una caja de 53 x 36 x 25 cm, cuyo
piso se encuentra dividido en cuadrantes de 10 cm (Figura 5). En esta prueba se registra el
numero de cruces totales y de posturas erguidas (rearings) realizadas por las hembras, asi
como también su conducta de acicalamiento (de acuerdo a Delgado et al.,, 2019). Las
pruebas fueron registradas en vivo de forma manual en base a una planilla preestablecida
gue contenia los items recién mencionados, asi como también se grabaron con camara de
video como respaldo.
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Figura 5 | Prueba de locomocién. Se observa una hembra experimental (A) recorriendo el interior de la caja,

cruzando de un cuadrante al siguiente, (B) elevada en dos apoyos, manteniendo una postura erguida.

Protocolo experimental
Con el fin de determinar si el bloqueo selectivo de los receptores DAérgicos D2 en la porcion

dorsomedial del NAcc shell tiene un efecto sobre la motivacién sexual de hembras virgenes
adultas sexualmente activas, seguimos el ciclo estral de hembras adultas -de
aproximadamente 85-100 dias de edad- a través de exudados vaginales matutinos diarios.
Simultaneamente, en el correr de los dias previos al inicio de los experimentos, realizamos la
habituacion a la arena sexual de dos niveles de las potenciales hembras y machos a utilizar.
Aquellas hembras que presentaron dos ciclos estrales regulares, en la siguiente fase de
diestro fueron sometidas a cirugia esterotaxica para la implantacién de una canula bilateral.
Dejamos transcurrir un ciclo estral completo pos-cirugia, luego del cual tuvieron lugar las
pruebas comportamentales.

Realizamos las pruebas en el primer proestro detectado, durante la fase de oscuridad (2 a 3
hs luego de apagadas las luces), debido a que éste es el momento del ciclo y del dia en que
las hembras expresan actividad sexual (Kuehn and Beach, 1963). Las hembras fueron
colocadas con un macho durante 1 minuto para corroborar si estaban sexualmente activas.
Luego se habituaron por 10 minutos al modelo de preferencia e inmediatamente después se
procedié a la inyeccion intracraneal con raclopride (0,0, solucién salina/0,5ul/lado (n=9),
2,5ug/0,5ul/lado, n=10; 5,0ug/0,5ul/lado, n=10). Finalizada la inyeccién, las hembras se
colocaron nuevamente en el modelo y luego de 2 minutos se introdujeron los estimulos en
los respectivos compartimentos para iniciar la prueba de preferencia macho vs. hembra.
Inmediatamente, realizamos una prueba de comportamiento sexual en la arena de 2 niveles
y finalmente evaluamos la actividad locomotora. Al dia siguiente, las hembras fueron
anestesiadas (tiopental sédico, 120 mg/kg, i.p.) y perfundidas con soluciéon salina
heparinizada seguida de formol al 4%. Los cerebros se procesaron para la verificacién

histoldgica de los sitios de inyeccién. El protocolo experimental se muestra en la Figura 6.
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Figura 6 | Esquema del protocolo experimental. En la fase de diestro (Di) del ciclo estral se realiza la cirugia
estereotaxica para la implantacion de canulas bilaterales. Las pruebas comportamentales se llevan a cabo luego
de ocurrir un ciclo entero postoperatorio, en la fase de proestro (Pro) tardio. La secuencia de eventos que tiene
lugar el dia de la prueba se encuentra detallada a modo de linea temporal. Al dia siguiente se realiza la perfusion
transcardiaca de las hembras y la colecta de encéfalos. Estos son procesados para la verificacion histolégica del
sitio de inyeccion. Di: diestro; Pro: proestro; E: estro; Meta: metaestro.

Analisis estadistico

Debido a que la mayoria de los datos comportamentales no se ajustan a una distribucién
normal, éstos se expresan como medianas (rango intercuartiles, RIQ) y se analizaron
mediante pruebas no-paramétricas (Gibbons & Chakraborti, 2020). Las comparaciones
dentro de un grupo experimental (dependientes) se realizaron mediante el analisis de
varianzas de Friedman seguido de la prueba pareada de Wilcoxon, mientras que las
comparaciones entre grupos experimentales (independientes) se realizaron mediante el
andlisis de varianza de Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn’s (Dinno, 2015).
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+ 2,04 mm

Figura 7 | Andlisis histoldgico de microinfusiones en la
region dorsomedial del NAcc shell. El diagrama (A) muestra
la ubicacién aproximada del sitio de inyeccion en los
animales que fueron incluidos en los andlisis
comportamentales. Los circulos vacios representan las A
inyecciones en el shell y los circulos semi rellenos representan inyecciones que abarcaron el shell y regiones
adyacentes. Las coordenadas AP en mm se expresan respecto a Bregma (0,0 mm). Este diagrama de las secciones
coronales del cerebro fue adaptado de Paxinos y Watson (6ta edicion, 2007). Cortes representativos sometidos a
la tincidn de Nissl (B) de tres hembras representativas diferentes. AP: anteriposterior.

Prueba de preferencia sexual

Como se muestra en las figuras 8 y 9, los tres grupos exhibieron preferencia por el macho.
Esta preferencia se evidencié en el mayor tiempo de permanencia en el compartimiento del
macho que en el de la hembra, observado en los tres grupos (raclopride 0,0ug: T(s)=3,0,
p=0,0209; raclopride 2,5ug: T(10)=4,0, p=0,0166 y raclopride 5,0ug: T(10)=, p=0,0467, prueba
pareada de Wilcoxon). El tiempo de permanencia en los compartimientos con ambos
estimulos fue mayor al tiempo en el compartimiento neutro (macho vs neutro: raclopride
0,0pg: T(9)=0, p=0,0077; raclopride 2,5ug: T(10)=0, p=0,0051 y raclopride 5,0ug: T(10)=0,
p=0,0051; y hembra vs neutro: raclopride 0,0ug: T(s)=0, p=0,0077; raclopride 2,5ug: T(10)=0,
p=0,0051 y raclopride 5,0ug: T(10)=1, p=0,0070).

A su vez, no se detectaron diferencias entre los grupos en el tiempo de permanencia en los
comportamientos de eleccion (macho: (3) =0,2848, p=0,8673; hembra: (3) =2,350,
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p=0,3089 y neutro: (3)=1,727, p=0,4217, ANOVA de Kruskal-Wallis), ni en el indice de
preferencia sexual (Figura 9, (3)=1,246, p=0,5364).
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Figura 8 | Tiempo total (s) de permanencia en los compartimientos del macho, la hembra y neutro de las
hembras tratadas con raclopride 0,0pug, 2,5pug y 5,0ug. Datos expresados en medianas (RIQ). Los puntos
representan a cada individuo. **p<0,01 y *p<0,05 vs macho y ttp<0,01 vs hembra, prueba pareada de Wilcoxon
dentro de cada grupo.
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Figura 9 | indice de preferencia sexual (tiempo en compartimiento del macho/(tiempo en compartimiento del
macho y de la hembra)) de hembras tratadas con raclopride 0,0ug, 2,5ug y 5,0ug. La linea punteada sefiala un
indice de 0,5 que representa la ausencia de preferencia. Datos expresados en medianas (RIQ). Los puntos
representan a cada valor individual. P=NS, analisis de varianza de Kruskal Wallis.

Los tres grupos de hembras realizaron mas olfateos del macho que de la hembra (Figura 10A,
raclopride 0,0ug: T(s)=0, p=0,0077; raclopride 2,5ug: T(10)=4, p=0,0166; raclopride 5,0ug:
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T(10)=1, p=0,0069). Sin embargo, las hembras tratadas con raclopride 5,0ug, a diferencia de
las tratadas con 2,5ug, olfatearon menos a la hembra respecto a las tratadas con 0,0ug
(0,0ug vs 5,0ug:  (9,10)=2,842, p=0,0045 y 0,0ug vs 2,5ug: (910)=1,751, p=0,0800, prueba
de Dunn).

Similar a esto, se observd que las hembras del grupo control (0,0ug de raclopride) vy las que
recibieron 2,5ug realizaron significativamente mds intentos por acceder al compartimiento
del macho respecto al de la hembra (Figura 10B, raclopride 0,0ug: T(9)=0, p=0,0117;
raclopride 2,5ug: T(10)=0, p=0,0180), mientras que las hembras que recibieron la dosis mayor
de raclopride tendieron a realizar mas intentos frente al macho que a la hembra (T(10)=7,
p=0,0663). Los intentos por acceder al macho ( (3)=4,4491, p=0,1059) o a la hembra ( (3)=

0,9385, p=0,6255) no difirieron entre los grupos de acuerdo al tratamiento.
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Figura 10 | Nimero de olfateos (panel A) y de intentos por acceder (panel B) al macho y a la hembra por las
hembras tratadas con raclopride 0,0ug, 2,5ug y 5,0ug. Datos expresados en medianas (RIQ). **p<0,01 y * p<0,05
vs macho, prueba pareada de Wilcoxon dentro de la misma dosis y ##p<0,01 vs 0,0ug, prueba de Dunn entre

dosis.

La movilidad de las hembras en el modelo (Figura 11A) fue menor en los grupos tratados con
raclopride 2,5ug y 5,0ug respecto al grupo control (0,0ug vs 2,5ug:  (910)=2,169, p=0,0301 y
0,0pg vs 5,0ug:  (910) =2,527, p=0,0115). De igual forma, la conducta de acicalamiento
(Figura 11B), disminuyd en el grupo raclopride 5,0ug respecto a los demas grupos (vs 0,0ug:

(9,10) =2,792, p=0,0052 y vs 2,5ug: (1010) =2,206, p=0,0274). Si bien detectamos una
reduccion de la movilidad en el modelo en las hembras tratadas con raclopride 2,5ug y 5,0ug,
no se afecté el tiempo total de permanencia en los compartimientos de eleccién (raclopride
0,0ug: 697,0 (646,5 - 734,5); raclopride 2,5ug: 778,5 (662,8 - 816,3) y raclopride 5,0ug: 721,0
(658,5-793,8); (3)=1,969, p=0,3736).
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Figura 11 | Locomocién total en el modelo de preferencia (panel A), calculada como la suma del total de
entradas a los brazos y a los compartimientos del modelo, y niimero total de veces que las hembras se
acicalaron (panel B), para hembras tratadas con raclopride 0,0ug, 2,5ug y 5,0ug. Datos expresados en medianas
(RIQ). Los circulos representan los valores individuales dentro de cada grupo. **p<0,01 y *p<0,05 prueba de

Dunn.

El nimero de entradas totales a los tres compartimientos disminuyd significativamente en el
grupo de hembras que recibié la dosis mayor de raclopride respecto al grupo control
(raclopride 0,0pg: 41,0 (36,0-48,5) y raclopride 5,0pg: 17,0 (11,0-39,0), (910) =2,765,
p=0,0057), y presentd una tendencia a decaer en las que recibieron la dosis de 2,5ug
(raclopride 2,5ug: 30,0 (20,0-37,25), raclopride 0,0ug vs raclopride 2,5ug: (910)=1,933,
p=0,0532). En base a estas diferencias, para comparar las visitas a los tres compartimientos
entre los grupos de hembras utilizamos el porcentaje de entradas a cada compartimiento
del nimero total de entradas para el calculo.

Como se muestra en la Tabla 1, el porcentaje de entradas a los compartimientos con
estimulos fue mayor respecto al de entradas al compartimiento neutro en todos los grupos
de hembras (macho vs neutro: raclopride 0,0ug: T(s)=1, p=0,01086; raclopride 2,5ug: T(10)=0,
p=0,0077; raclopride 5,0ug: T(10)=0, p=0,0051, y hembra vs neutro: raclopride 0,0ug: T(s)=1,
p=0,01729; raclopride 2,5ug: T(10)=0, p=0,0117; raclopride 5,0ug: T(10)=0, p=0,0077). Se
observé, ademas, que Unicamente las hembras que recibieron la dosis de 2,5ug de
raclopride tuvieron un porcentaje significativamente mayor de entradas al compartimiento
del macho respecto al de la hembra (Tabla 1, raclopride 2,5ug: T(10)=3, p=0,0357; raclopride
0,0ug: T(s)=12, p=0,2135 y raclopride 5,0ug: T(10)=11,5, p=0.1925).
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Tabla 1. Porcentaje de entradas a los compartimientos en el modelo de preferencia
Dosis (ug/0,5uL/lado)

0 2,5 5
Compartimiento
Macho 41% (36%-44%) 43% (38%-46%) 40% (36%-46%)
Hembra 36% (33%-41%) 36% (30%-40%)* 36% (31%-41%)
Neutro 24% (20%-29%)**+ 22% (18%-26%)** 1 23% (20%-25%)** 1

Datos expresados en medianas (Q1-Q3). **p<0,01 y *p<0,05 vs macho, T+p<0,01 y ¥p<0,05 vs hembra, prueba
pareada de Wilcoxon, dentro de un grupo.

Comportamiento sexual

Receptividad sexual de las hembras

La receptividad sexual de las hembras, evaluada a través del cociente de lordosis (LQ), no
vario de acuerdo al tratamiento (Figura 12A, (3)=0,8474 p=0,6546) y fue maxima en los tres
grupos. A su vez, no se observaron diferencias en la duracién de la postura de lordosis entre
los tres grupos (Figura 12B, (3y=1,940, p=0,3791).
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Figura 12 | Cociente de lordosis (nimero de lordosis/(nimero total de montas + eyaculaciones)) (panel A) y
duracion (s) promedio de las posturas de lordosis (panel B) de hembras tratadas con raclopride 0,0ug, 2,5ug y
5,0ug. Datos expresados en medianas (RIQ). Los puntos representan valores individuales dentro de los grupos.
p=NS, andlisis de varianza Kruskal-Wallis.

Proceptividad sexual de las hembras

Como se observa en las figuras 13 y 14, tanto las conductas proceptivas paracopulatorias
(hops & darts y posturas de presentacion) como las solicitudes sexuales, no difirieron entre
los grupos (hops & darts: (3= 0,2224, p=0,8947; posturas de presentacién: (3= 3,092,
p=0,2131y solicitudes sexuales 3= 3,940, p=0,1395).
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Figura 13 | Numero de hops & darts (panel A) y de posturas de presentacion (panel B) expresados por las
hembras tratadas con raclopride 0,0pg, 2,5ug y 5,0pg. Datos expresados en medianas (RIQ). Los puntos

representan valores individuales dentro de cada grupo. p=NS, andlisis de varianza de Kruskal-Wallis.
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Figura 14 | Numero de solicitudes sexuales realizadas por las hembras tratadas con raclopride 0,0ug, 2,5ug y
5,0ug. Datos expresados en medianas (RIQ). Los puntos representan valores individuales dentro de cada grupo.

p=NS, andlisis de varianza de Kruskal-Wallis.

Las latencias a desplegar conductas proceptivas (Tabla 2, (3)=0,8999, p=0,6377), a realizar

lordosis (Tabla 2,

(Tabla 2,

3)= 0,1574, p=0,9243) o rechazos en respuesta a la monta del macho

(3)= 0,0634, p=0,9688) no se vieron afectadas segun el tratamiento.
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Tabla 2. Latencias (en segundos) a la expresion de conductas copulatorias por las hembras

Dosis (ug/0,5uL/lado)
0 2,5 5
Conducta
Proceptiva 41,60 (33,55-85,95) 56,90 (43,83-75,63) 50,70 (41,03-95,55)
Lordosis 47,80 (40,95-153,7) 68,65 (38,98-92,33) 56,35 (42,35-103,7)
Rechazo 714,0 (332,8-900,0) 770,2 (112,3-900,0) 777,4 (233,3-900,0)

Datos expresados en medianas (Q1-Q3). P=NS para las diferentes comparaciones, analisis de varianza de Kruskal

Wallis.

En la figura 15A se muestra que el grupo de hembras que recibié la dosis de 5,0ug de
raclopride realiz6 menos olfateos anogenitales del macho con respecto al grupo control
( (9,10)=2,567, p=0,0103) y a la dosis de 2,5ug ( (1010)=2,036, p=0,0417). Por otro lado,
como se muestra en la figura 15B los olfateos corporales hacia el macho mostraron una

tendencia a disminuir ( (3)=5,252, p=0,0724).
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Figura 15 | Numero de olfateos anogenitales (panel A) y corporales (panel B) efectuados hacia el macho por las
hembras tratadas con raclopride 0,0ug, 2,5pug y 5,0ug. Datos expresados en medianas (RIQ). Los puntos
representan los valores individuales dentro de cada grupo. *p<0,05, prueba de Dunn.

La locomocidén en la arena sexual de dos niveles, evaluada como el nimero total de cambios
de nivel, no difiridé entre los grupos (raclopride 0,0ug: 74,00 (52,50-123,5); raclopride 2,5ug:
59,50 (38,00-97,50); raclopride 5,0ug: 49,00 (27,50-73,75); (3)=3,690, p=0,1580).
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Comportamiento sexual de los machos

Como se muestra en la Tabla 3, el numero de olfateos hacia la hembra ( (3y=2,109,
p=0,3483), montas ( (3) =1,112, p=0,5735) y eyaculaciones ( (3) =1,741, p=0,4188)
realizadas por los machos no difirid entre los grupos. De igual forma, no detectamos
diferencias en las latencias a la expresion de estas conductas (monta:  (3)=0,1374, p=0,9336;
eyaculacion: (3)=3,497, p=0,1740, Tabla 3).

Tabla 3. Comportamiento sexual del macho

Dosis (ug/0,5uL/lado)

0 2,5 5
Latencias (s)
Monta 47,50 (40,70-153,5) 68,40 (38,55-91,95) 55,85 (42,00-103,4)
Eyaculacion 449,7 (264,8-702,4) 516,5(347,9-696,7)  340,6 (290,4-458,4)
Numero
Monta 24,00 (17,50-28,50) 20,50 (14,75-23,25) 21,00 (18,25-26,25)
Eyaculacion 1,00 (1,00-2,00) 1,00 (1,00-2,00) 2,00 (1,00-2,00)

Olfateo haciala hembra 10,00 (4,50-18,00) 12,00 (9,25-16,50) 8,50 (5,50-12,25)

Datos expresados en medianas (Q1-Q3). p=NS para las diferentes comparaciones, analisis de varianza de Kruskal-
Wallis.

Prueba de locomocidn

No se detectaron diferencias en el nimero de cruces (Figura 16A, (3)= 1,941, p=0,3790), ni
en el numero de posturas erguidas (Figura 16B, (3)= 0,2278, p=0,8924) realizadas por las
hembras entre los grupos experimentales. De igual forma, la conducta de acicalamiento de
las hembras no difirid de acuerdo al tratamiento (niumero de acicalamientos de raclopride
0,0ug: 7,00 (5,00-17,00); raclopride 2,5ug: 9,50 (7,75-12,25) y raclopride 5,0ug: 10,00 (8,50-
13,00); (3)=0,2137, p=0,8987).
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Figura 16 | Numero de cruces (panel A) y de posturas erguidas (panel B) ejecutados en la prueba locomotora
de hembras tratadas con raclopride 0,0ug, 2,5ug y 5,0ug. Datos expresados en medianas (RIQ). Los puntos

representan valores individuales dentro de cada grupo. p=NS para los analisis de varianza de Kruskal-Wallis.

Discusion

Los principales resultados de este trabajo muestran que:

El bloqueo selectivo de los receptores D2 en el NAcc shell no afectd la expresidon de la

motivacidon sexual en la prueba de preferencia, ni la expresién de la receptividad sexual

y de las conductas proceptivas en la prueba de comportamiento sexual.

Sin embargo, la administracién de raclopride en el NAcc shell disminuyd la locomocidn

de las hembras en proestro tardio, afectando la dosis mas alta también la conducta de

acicalamiento, Unicamente en la prueba de preferencia. Asimismo, la dosis mas alta de

este farmaco redujo la exploracién olfativa de las hembras en la prueba de

comportamiento sexual.
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El bloqueo de los RD2 en el NAcc shell no tuvo efecto sobre la expresidon de la motivacién

sexual de las hembras

En este trabajo hipotetizamos que el bloqueo de los RD2 en el Nacc shell de ratas hembra
sexualmente activas reduce su motivacion sexual. Contrariamente a lo esperado, la
preferencia por el macho y el esfuerzo por acceder al mismo no se vieron afectados. Si bien
en las hembras que recibieron la dosis de 5,0ug de raclopride detectamos una tendencia, y
no un aumento significativo, a realizar mas intentos por acceder al macho en comparacién
con la hembra, este grupo exhibié el mayor efecto motor -reduccién de la movilidad y del
acicalamiento- de la administracion de este antagonista dopaminérgico. En este sentido, se
observé una correlacion entre la movilidad en el modelo y los intentos por acceder al macho
en los grupos que mostraron disminucion de la movilidad, raclopride 2,5ug y 5,0ug (salina:
r(s)=0,18, p=0,6, raclopride 2,5ug: r(10)=0,610, p=0,060, raclopride 5,0ug: r(10)=0,700,
p=0,025, prueba de correlacién de Spearman). Teniendo en cuenta que los intentos
representan un acto motor complejo, esta correlacién apoyaria la explicacion de que la
ausencia de significancia entre los intentos por acceder al macho y por acceder a la hembra,
con la dosis de raclopride 5,0ug, estdn mds asociadas a una reduccion de la actividad motora

gue a una motivacional.

A partir de los resultados obtenidos en la prueba de preferencia sexual, en conjunto con la
ausencia de diferencias entre los grupos en la expresién de los componentes receptivos y
proceptivos del comportamiento sexual durante la interaccién con un macho, concluimos
gue bloquear de forma selectiva los RD2 de DA en el NAcc shell no afecta la expresion de la

motivacién o del comportamiento sexual de ratas hembra adultas.

El contraste de nuestros resultados con los de trabajos previos que muestran que la
administracién sistémica del antagonista de los RD2 haloperidol reduce la expresion de
solicitudes (Ismail et al., 2010; Ferrefio, 2014) puede deberse principalmente a las distintas
vias de administracidn, sistémica vs. local. En este sentido, el efecto de antagonizar los RD2
de manera sistémica sobre el comportamiento sexual probablemente sea debido a un efecto
motor, dado que los farmacos administrados por esta via no solo impactan en el sistema
dopaminérgico mesocorticolimbico sino también en el nigroestriatal. Este udltimo se
encuentra comprendido por aferencias desde la sustancia nigra hacia al estriado dorsal
principalmente, y ha sido implicado fuertemente en el control motor (Dunnett, 2005). Por lo
tanto, la afectacion de varias vias dopaminérgicas a través de la administracion sistémica,
tendrd en un impacto motor mayor que el ocasionado por la afectaciéon local del Nacc shell.
Esto puede resultar en un enmascaramiento de la expresion de la motivacién debido a una
reduccion observable de actos motores complejos como lo son las solicitudes que implican

largos desplazamientos.
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De forma interesante, nuestros resultados concuerdan con lo descrito por Numan et al.
(2005) y por Numan & Stolzenberg (2009) para comportamiento maternal, que no detectan
una disrupcion del mismo cuando se administra el antagonista selectivo de RD2 (D2-D3-D4)
eticlopride en el NAcc. Los autores sugieren, sin embargo, que dosis mayores a
3,0ug/0,5ul/lado podrian haber ocasionado efectos significativos. Mientras que el
antagonizar los RD1 si afecté el comportamiento maternal de forma dosis dependiente.
Amplia bibliografia apoya el rol de los RD1 en la mediaciéon de los efectos de estimulos
recompensantes sobre el comportamiento (Self & Nestler, 1995; lkemoto et al., 1997;
Beninger, 1998; Sutton & Beninger, 1999). Teniendo en cuenta esto y, que tanto el
comportamiento maternal como el sexual son comportamientos afiliativos fuertemente
motivados, que comparten caracteristicas y circuitos comunes (Hansen, 1994; Numan, 2006;
Stolzenberg & Numan, 2011; Numan, 2012), seria interesante determinar si el bloqueo
selectivo de los RD1 en el NAcc shell impacta en la expresidn de la motivacién y el

comportamiento sexual de la rata hembra.

Si bien nuestros resultados, en relacion al papel de los RD2 en el NAcc shell en la motivacion
sexual de las hembras, se alinean con lo observado en el caso del comportamiento maternal,
discrepan aparentemente con resultados vinculados a motivacién alimenticia y teoria
general motivacional. En este sentido, numerosa evidencia muestra que las neuronas
DAérgicas de la via mesolimbica participan en aspectos especificos de la motivacion como el
esfuerzo, la activacién del comportamiento, el acercamiento guiado por pistas y los procesos
de aprendizaje condicionado (Berridge & Robinson, 1998; Berridge, 2006; Salamone &
Correa, 2012; Pecifia & Berridge, 2013; Salamone et al.,, 2016a,b). Nowend et al. (2001)
mostraron que antagonizar los RD1 o los RD2 tanto en el NAcc core como en el shell reduce
el numero de veces que los animales apretan una palanca para obtener un alimento
preferido (altamente reforzador) si hay otro de menor valor reforzador disponible en la caja,
y no afecta la ejecucién de apretar la palanca en si, ni la cantidad de comida total que
consumen. De forma similar, Baldo et al. (2002) reportaron que antagonizar los RD2 en el
NAcc core o shell, si bien afecta la estructura de la alimentacién, no altera la cantidad de
comida total consumida. Estos estudios en conjunto indican que reducir la neurotransmision
DAérgica en el NAcc no afectaria la motivacidn alimenticia primaria, sino el esfuerzo que
estdn dispuestos a hacer los individuos cuando tienen opciones. En apoyo a esta teoria otros
experimentos de Salamone y colaboradores muestran que la administracién sistémica de
haloperidol produce un cambio en el comportamiento de los animales, pasando de consumir
un alimento mas gustoso (preferido) o elegir un brazo -de un laberinto en forma de T- con
mayor densidad de alimento a elegir mayormente la opcidn menos favorita de comida o el
brazo con menor densidad, Unicamente cuando aumentan los costos (entendido en estos
casos como trabajo fisico) por acceder a dichos estimulos preferidos (alimento) (Salamone et
al. 1991; 1994; 1997).
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Tomando en cuenta estos trabajos, si bien nuestros resultados relativizan la participacién de
la familia de RD2 (bajo dosis de 2,5ug y 5,0ug del antagonista raclopride) en el NAcc shell en
la regulacién de la expresion de la motivacidén sexual, cabe la posibilidad de que tengan un
rol en situaciones que fuercen a la hembra a elegir entre esta (sexual) y otra motivacion que
le requiera menos esfuerzo. Por ejemplo, Ferreno et al. (2018) hallaron que el antagonizar
la neurotransmisién DAérgica de forma sistémica en hembras sexualmente activas y
maternales (en estro posparto) produce una reduccion de la preferencia por las crias ante un
macho cuando son expuestas a ambos estimulos simultdneamente (es decir, estos dos
“compiten”), pero no afecta la preferencia por las cria o por el macho cuando estos se
enfrentan a un estimulo social. Seria interesante desafiar el comportamiento sexual con
pruebas que otorguen mas de una opcién con valor de incentivo, en donde se mida
expresamente qué tanto esfuerzo esta dispuesta a hacer la hembra para acceder al estimulo

gue mas reforzador le resulta, manipulando la neurotransmision DAérgica en el NAcc.

La investigacidn social/sexual, reflejada en los olfateos hacia las hembras en la prueba de
preferencia y hacia el macho durante la interaccién sexual, se vié afectada por la dosis de
5,0ug de raclopride, indicando un rol de los RD2 en el NAcc shell en este comportamiento.
Debido a que la exploraciéon de estimulos mediante olfateos en ratas se puede interpretar
como la transicidn entre las fases mads apetitiva, de bisqueda, y aquellas mas consumatorias
de interaccion con un estimulo con valor de incentivo, estos pueden reflejar momentos
iniciales de interés hacia estimulos atractivos (Mahler & Berridge, 2009). Sin embargo, la
clara preferencia por el macho y el mayor nimero de olfateos del mismo en la prueba de
preferencia de las hembras tratadas con 5,0ug de raclopride, asi como la expresiéon de
conductas proceptivas durante la interacciéon sexual, no apoyan una reduccion de la
motivacion sexual. Por otra parte, se le ha atribuido un rol a los RD2 en el NAcc en la
investigacion social y la formaciéon de vinculos afectivos en roedores. Por ejemplo, la
administracién sistémica de haloperidol a ratones hembras reduce su investigacion social en
una prueba de libre interaccidn con un macho sin olfato (Redolat et al., 1991). Asimismo, se
ve en ratas macho que aumentar la actividad de los RD2 con el agonista quinpirol en
simultaneo a la cohabitacion e interaccion social con un macho marcado con un aroma,
genera una preferencia (condicionada) por el olor de este macho en relaciéon al de una
hembra (Coria-Avila et al., 2018). Sin embargo, no se vio efecto de este tratamiento en
hembras ovariectomizadas tratadas con estrégeno y progesterona (Triana-Del Rio et al.,
2011). De modo interesante, en prairie voles (una especie mondgama de roedores),
antagonizar los RD2 con eticlopride durante la cépula evita la formacion de preferencia de
pareja, mientras que potenciar estos receptores con quinpirol, la facilita (ain en ausencia de
copula) (Gingrich et al., 2000). Estos trabajos sugieren que el bloqueo selectivo de los RD2
puede estar afectando la investigacion social y su impacto en procesos de asociacién y

futuras preferencias.
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Reduccion de la actividad locomotora de las hembras en la prueba de preferencia por el

bloqueo de los RD2 en el NAcc shell

La afectacién locomotora observada en los grupos que recibieron raclopride se corrobora
fuertemente con los patrones descritos por otros autores cuando se administra de forma
sistemdtica (tanto subcutanea, s.c.,, como intraperitoneal, i.p.) haloperidol (Buus Lassen,
1976; Bardo et al., 1990; Emerich et al., 1991). Starr & Starr (1986) describieron que cuando
ratones macho tratados con haloperidol se desplazaban por una caja de acrilico, sus
movimientos corporales se diferenciaban levemente de aquellos ejecutados por los del
grupo control, no obstante, estos eran intermitentes y estaban separados por largos
periodos de inactividad, similar a lo que observamos en este trabajo. Dichos momentos de
quiescencia han sido descritos como estados de catalepsia, y se intensifican por la
administracién de haloperidol tanto de forma sistémica (s.c.: Honma & Fukushima, 1976; i.p.:
Campbell et al., 1980) como intracraneal en la regién ventro-rostral del cuerpo estriado y en
el NAcc (Ossowska et al., 1990). Ossowska et al. (1990) hallaron también que al inyectar
bilateralmente otro antagonista de los RD2, sulpirida, asi como el antagonista de los RD1,
SCH 23390, en el NAcc, se induce catalepsia de modo dosis dependiente. Esta evidencia
sobre la induccién de catalepsia por antagonistas de RD2 en el NAcc podria apoyar nuestras
observaciones, aunque, al no haber llevado a cabo pruebas especificas que permitieran
discriminar un estado de inmovilidad respecto a uno de catalepsia propiamente dicho, no

podemos afirmarlo.

Si bien detectamos una afectacion locomotora, ésta fue de menor intensidad a la esperada
en funcion a las dosis administradas en relacidén a estudios previos (Nowend et al., 2001;
Guadarrama-Bazante & Rodriguez-Manzo, 2018; Baldo et al., 2002). De hecho, varias de
estas investigaciones muestran que la dosis de 1,0ug/lado de raclopride en el NAcc shell
genera efectos motores (Nowend et al.,, 2001; Baldo et al, 2002) y afectaciones
motivacionales (Lex & Hauber, 2008; Guadarrama-Bazante & Rodriguez-Manzo, 2018),
mientras que nosotras, en estudios pilotos, no detectamos efecto de las dosis de 1,0pug/lado
en el comportamiento de hembras ciclantes en proestro tardio. En dichos estudios sobre
actividad motora, asi como en otras investigaciones sobre el efecto de la neurotransmisién
DAérgica en el NAcc en el comportamiento sexual y procesos motivacionales, se han
utilizado como sujeto de estudio mayoritariamente a machos. A su vez, diversos trabajos
donde administran de forma sistémica farmacos que afectan la neurotransmision de
DAérgica, reportan diferencias entre machos y hembras (Craft & Startmann, 1996; Schindler
& Carmona, 2002; Walker et al., 2005; Wiley & Evans, 2008; Georgiou et al., 2017).

Un efecto diferencial de este antagonista de los RD2 de acuerdo al sexo del individuo, podria

deberse a diferencias sexuales en la neurotransmision DAérgica en el NAcc, e incluso a
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diferencias asociadas a determinadas fases del ciclo estral como consecuencia del efecto de
los esteroides sexuales sobre este sistema. En este sentido, si bien Andersen & Teicher (2000)
no detectaron diferencias significativas en la densidad de RD2 en el estriado dorsal y en el
NAcc entre ratas macho y hembra en la adultez, dichas comparaciones fueron realizadas con
hembras en la fase de diestro del ciclo estral, sin estudiar las demas fases. Por otro lado, a
pesar de que Di Paolo et al. (1988) no encontraron variacion en la densidad de sitios de
union a RD2 en el estriado a lo largo del ciclo estral, si observaron cambios en la afinidad de
los sitios de unién, produciéndose un cambio de estado de alta afinidad a baja afinidad
durante las fases de proestro (temprano y tardio), estro y metaestro, respecto a la fase de
diestro. Contrariamente, si ocurren cambios en la densidad pero no en el estado de afinidad
de RD1 a lo largo del ciclo estral, encontrdandose una mayor densidad durante la fase de
diestro respecto al proestro tardio en el estriado (Lévesque et al., 1989). Estos mismos
autores, a su vez, evidencian que ratas macho presentan mayor densidad de RD1 respecto
de las hembras en el estriado, resultado que contradice lo observado por Andersen &
Teicher (2000) quienes no detectaron diferencias entre machos y hembras. Esto puede
deberse a que Lévesque et al. (1989) seleccionaron hembras en etapas aleatorias del ciclo
para hacer las comparaciones con machos, mientras que Andersen & Teicher (2000)
utilizaron Unicamente hembras en la fase de diestro. Adicionalmente, Xiao & Becker (1994)
observaron que los niveles de DA extracelular en el estriado dorsolateral difieren entre
machos castrados y hembras ovariectomizadas, y que, a su vez, las hembras en las fases de
proestro y estro presentan mayores niveles de DA extracelular con respecto a la fase de
diestro y a hembras ovariectomizadas. En concordancia con los mayores niveles de DA
reportados por Xiao y Becker (1994) en proestro, Becker (1999) propone que el estrégeno
aumenta la liberacidn de DA desde la terminal presinaptica a través de mecanismos directos,
regulando a la baja a los autorreceptores D2, e indirectos, disminuyendo la actividad de
neuronas GABAérgicas estriatales. En sintesis, diversos estudios han reportado diferencias
asociadas al sexo, asi como un efecto del estrégeno, sobre el sistéma DAérgico en el estriado
y, de mayor interés para nosotras, en el NAcc. Estos factores podrian estar mediando efectos
diferenciales, menores en nuestro caso, de fadrmacos antagonistas DAérgicos en la actividad

locomotora en proestro tardio.

La reduccién del acicalamiento observada en el grupo de hembras que recibid la mayor dosis
de raclopride, concuerda con estudios previos que demostraron que la administraciéon
sistémica (i.p. y s.c.) e intracerebroventricular de haloperidol disminuye tanto el tiempo total
(Starr & Starr, 1986) como la frecuencia de acicalamiento, ya sea inducido por un entorno
novedoso o por efecto de péptidos (ACTH, beta-endorfina, somatostatina, bombesina, TRH y
sustancia P) administrados via i.c.v. (Van Wimersma Greidanus et al., 1987; 1988a,b; Van
Wimersma Greidanus & Maigret, 1988).

Sin embargo, la bibliografia es controversial cuando se comparan los efectos de distintos

farmacos DAérgicos respecto al acicalamiento. Starr & Starr (1986) determinaron que la
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administracién del agonista DAérgico de los RD2 RU 24213 a ratones macho producia una
disminucién dosis dependiente del tiempo total de acicalamiento, efecto que observaron
también pero menos potenciado al administrar haloperidol, un antagonista. Otros articulos
relativizan el rol de los RD2 sobre la modulacién del acicalamiento proponiendo a los RD1
como los principales receptores involucrados en su regulacion. En este sentido, Van
Wimersma Greidanus et al., (1989) observaron que la administracion del agonista de los RD1
SK&F 38393 y del antagonista SCH 23390, induce y suprime el acicalamiento
respectivamente, mientras que no detectaron efecto del agonista de los RD2 quinpirol y del
antagonista sulpirida en este comportamiento. A su vez, raclopride per se no parece tener
un efecto especifico sobre esta conducta. Protais et al. (1994) hallaron que el raclopride era
capaz de producir una reduccién parcial de la conducta de acicalamiento en ratones macho
gue presentan acicalamiento exacerbado por la administracion de SK&F 38393. Por el
contrario, raclopride permitié que re-apareciera esta conducta, de modo dosis dependiente,
tanto en ratones como en ratas macho que presentaban un acicalamiento reducido por la
administracién de apomorfina. Las discrepancias entre todos estos estudios, incluyendo el
presente trabajo, podrian deberse a el farmaco DAérgico seleccionado, las dosis y las vias de
administracién utilizadas, al intervalo entre la administracion del farmaco y el inicio de la

prueba del comportamiento, asi como al sexo y estado enddcrino de los individuos utilizados.

Conclusiones y perspectivas

El presente trabajo muestra que la administracién intracraneal de raclopride en dosis de 2,5
y 5,0ug/0,5ul/lado en el NAcc shell no afecta la expresion de la motivacién y del
comportamiento sexual de hembras adultas en proestro tardio, incluso a dosis capaces de

reducir la actividad locomotora.

A su vez, el analisis de los resultados de nuestro trabajo en conjunto con los de estudios
anteriores, demuestra la importancia de utilizar individuos de ambos sexos y tener especial
consideracion a las fases del ciclo estral de las hembras y su background hormonal
caracteristico al estudiar el efecto de farmacos que afectan el sistema de neurotransmision

DAérgico.

En base a los resultados obtenidos y a la bibliografia del drea, proponemos explorar:

1- la implicancia de la otra familia de receptores, D1, para poder discriminar la
contribucidon de ambas familias de receptores DAérgicos en el NAcc shell en procesos tan
complejos como son los comportamientos motivados afiliativos.

2- el comportamiento de las hembras sexualmente activas en situaciones desafiantes

que impliquen la toma de decisidn basada en el esfuerzo para acceder a un macho y a otros
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estimulos con valor de incentivo, asi como la posible implicancia de los RD1y RD2 en el NAcc

en su respuesta.
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