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RESUMEN

Evaluacion de la conducta sexual en dos modelos de hiperglucemia en la rata hembra

INTRODUCCION: La Diabetes Mellitus (DM) se ha asociado a diferentes enfermedades, entre
ellas, la disfuncién sexual femenina, que abarca aspectos como la anorgasmia, dispareunia y
falta de lubricacion vaginal. Diversos modelos animales simulan algunas de las alteraciones
presentes en la DM; entre ellos se encuentra la administracion de estreptozotocina (STZ), que
destruye las células B pancreaticas encargadas de la secrecion de insulina. Los estudios que
evallan la relacion DM-disfuncién sexual femenina utilizan un modelo de administracion de
STZ en etapa adulta que simula algunas de las complicaciones en la DM tipo 1 (DM1,
hiperglucemia severa). Existe un modelo que pretende simular los efectos de la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2): la administracion de STZ en etapa neonatal. Todos estos reportes han
utilizado un paradigma en el que el macho es el que regula el ritmo de la cépula (o Cépula no
Regulada, CnR). Para evaluar la motivacion sexual femenina se utiliza un paradigma en el que
la hembra puede regular el ritmo de la copula (Cépula Regulada, CR). Usando el paradigma
de CnR, se ha reportado una disminucién en la receptividad y proceptividad de ratas hembras
tratadas con STZ en la etapa adulta, efectos que se revierten al administrar insulina exégena.
El objetivo del presente trabajo fue evaluar la conducta sexual de la rata hembra en dos
modelos de hiperglucemia, bajo las condiciones de CnR y CR. METODOLOGIA: Se utilizaron
dos modelos de hiperglucemia distintos: administracién de STZ en etapa adulta y en etapa
neonatal. Para el modelo de administracién de STZ en etapa adulta se inyecté STZ (i.p. 50
mg/kg/dia durante 2 dias) a ratas Wistar ovariectomizadas (de 11 semanas), 10 dias después
se realizé la prueba de conducta sexual (CnR o CR) en los animales con glucemia 2350 mg/dl.
Para evaluar los efectos de la restitucién de insulina se administré insulina glargina, por la
mafana y por la noche, durante 8 dias consecutivos. Para el modelo de administracion en la
etapa neonatal se inyectd6 STZ (70 mg/kg, i.p.) o buffer de citratos a ratas hembra Wistar
neonatas (3-4 dias), en la semana 8 de vida se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa,
al cumplir 10 semanas los animales se ovariectomizaron y 2 semanas después se evalué la
conducta sexual. En el caso de las hembras intactas, a partir de la semana 10 se realizé un
frotis vaginal por 2 semanas para dar seguimiento al ciclo estral; en la semana 12 se realizo
la prueba de conducta sexual cuando la hembra se encontraba en la fase de proestro.
RESULTADOS: En el paradigma de CnR, en ambos modelos de hiperglucemia, se registrd
una disminucion significativa en la receptividad y un aumento en las conductas agresivas, sin
cambios en la proceptividad. Los animales tratados con STZ en la etapa adulta exhibieron un
perfil conductual similar cuando se analizé la conducta sexual en la prueba de CR (disminucion
en la receptividad y una tendencia a aumentar las conductas agresivas). Los efectos del
tratamiento con STZ sobre las conductas agresivas fueron completamente revertidos al
administrar insulina exégena en estos animales, al ser evaluados en la CnR. Al evaluar la
conducta sexual de las ratas adultas que fueron tratadas con STZ en la etapa neonatal en el
paradigma de CR, se observdé una disminucion en la proceptividad, sin modificar la
receptividad, ni las conductas agresivas. Las hembras intactas presentaron una disminucién
de las conductas proceptivas al compararlas con su respectivo control. CONCLUSIONES: la
hiperglucemia severa (inducida por la STZ inyectada en etapa adulta) provoca una
disminucién en la receptividad y un aumento en las conductas agresivas, sin importar el
paradigma en el que se evalle la conducta sexual; en contraste, la hiperglucemia moderada
(presente en los animales tratados con STZ en etapa neonatal) produce distintos perfiles
conductuales dependiendo del paradigma utilizado.



ABSTRACT

Evaluation of female’s sexual behavior using two different rat models of hyperglycemia

INTRODUCTION: Diabetes Mellitus (DM) has been associated with different diseases
including sexual dysfunctions, such as anorgasmia, dyspareunia and lack of vaginal
lubrication. The most popular animal model used to analyze the alterations present in DM is
the streptozotocin (STZ)-induced diabetes. STZ is a selective cytotoxic drug of pancreatic B
cells (the responsible for insulin secretion). Most of the basic studies associating hyperglycemia
and female sexual behavior have utilized STZ injected to adult rats; this model resembles some
signs observed in type 1 diabetes (DM1), such as hypoinsulinemia and severe hyperglycemia.
Another model has been proposed to simulate the chronic effects of type 2 diabetes (DM2):
the neonatally-induced diabetes (NIDM). Remarkably, all the studies analyzing sexual behavior
in hyperglycemic female rats have used non-paced mating (NPM), a test in which the male
regulates the rhythm of copulation. Consistently these studies have shown a reduction in
sexual receptivity and proceptivity of STZ-treated adult female rats, effects that are reversed
with exogenous insulin. The paced mating (PM), where the female regulates the timing of
copulation, allows the analysis of motivational aspects. The aim of the present study was to
evaluate the sexual behavior of the female rat in two models of hyperglycemia, under
conditions of NPM and PM. METHODS: In order to compare the effects of hyperglycemia on
female’s sexual behavior, we used two different models of DM: the STZ-induced diabetic model
in adult rats (SIDMAR), and the NIDM. For the SIDMAR model, we injected STZ (i.p. 50 mg /
kg in two consecutive days) to ovariectomized adult Wistar rats of 11 weeks, 10 days after STZ
injection, the females were tested for sexual behavior in NPM or PM in animals with glycemias
2350 mg / dI. For the insulin restitution experiment, we administered insulin, glargine in the
morning and at night for 8 consecutive days. For the NIDM, STZ (70 mg / kg, ip) or citrate buffer
was injected to neonatal female Wistar rats (3-4 days); 8 weeks later a glucose tolerance test
was performed. When these animals reached 10 weeks old, they were ovariectomized and the
sexual behavior was assessed 2 weeks later. Additionally, in the NIDM we studied the sexual
behavior in naturally-cycling female rats; for this purpose, at week 10 of age we took vaginal
smears daily for 2 weeks to determine the estrous cycle sequence, at week 12 of age, when
the females were in proestrus, they were evaluated for sexual behavior (NPM). RESULTS:
Using the SIDMAR and NIDM tested in the NPM, the hyperglycemic animals showed a
significant decrease in sexual receptivity and an increase in aggressive behaviors, without
changes in proceptivity. Moreover, the females subjected to the SIDMAR and tested in the PM
also showed a decreased receptivity, and a trend to increase aggressiveness. Insulin
restitution prevented the increase in aggressive behaviors observed in hyperglycemic rats
under NPM. The females with NIDM evaluated in the PM exhibited a decrease in proceptivity,
without changes in sexual receptivity or aggressiveness. Furthermore, natural cycling females
(with NIDM and PM) showed a decrease in proceptive behaviors when compared to their
respective controls. CONCLUSIONS: Severe hyperglycemia (such as that observed in
SIDMAR) provokes a reduction in sexual receptivity and an increase in aggressive behaviors,
regardless of the sexual behavior paradigm. In contrast, moderate hyperglycemia (as that
provoked by NIDM) produces different behavioral profiles depending on the paradigm.
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. INTRODUCCION
1. GENERALIDADES DE LA DIABETES MELLITUS (DM)

1.1 Definicién

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico caracterizado por una
concentracion alta de glucosa en sangre, denominada hiperglucemia. Esta
condicion se vuelve crénica cuando el pancreas no produce suficiente insulina
(la hormona reguladora de las concentraciones sanguineas de glucosa), o
cuando el organismo no utliza eficazmente la insulina que produce
(Organizacion Mundial de la Salud, 2003). Las consecuencias de la
hiperglucemia cronica incluye un metabolismo alterado de lipidos,
carbohidratos y proteinas, asi como la aparicion de alteraciones que producen
un incremento en el riesgo de padecer enfermedades vasculares (Arulmozhi,
Veeranjaneyulu, & Bodhankar, 2004). En general, existen dos tipos de DM: la
diabetes tipo 1 (DM1) y la diabetes tipo 2 (DM2).

1.2 Clasificacion

De acuerdo a su etiologia la DM se ha clasificado en al menos cuatro distintas
categorias (Cuadro 1). En la poblacion mundial las mas comunes son la
diabetes mellitus Tipo 1 (DM1) y tipo 2 (DM2) (Organizacion Mundial de la
Salud, 2016Db).

1.2.1 Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)

La DM1, anteriormente conocida como diabetes insulino dependiente o
diabetes juvenil, es causada por una reaccion autoinmune por parte de los
linfocitos hacia las células [ pancreaticas, responsables de sintetizar la
insulina, lo que causa una produccion deficiente de dicha hormona
(insulinopenia) y la consecuente hiperglucemia. Una vez que se establece la
insulinopenia, se presentan caracteristicas clinicas que incluyen el inicio
abrupto de sintomas como polidipsia (sed anormal), poliuria (miccion
frecuente), polifagia (hambre constante) y pérdida de peso. Esto provoca la
necesidad de administrar insulina exégena de manera cronica
(Chatzigeorgiou, Halapas, Kalafatakis, & Kamper, 2009; National Diabetes
Data Group, 1995).
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Clasificacion etioldgica de la diabetes mellitus
Tipo de diabetes Subtipo
Inmune
Idiopatica
2 | Diabetes mellitus tipo 2 -
A) Defectos genéticos en la funcién de
la célula B pancreética
B) Defectos genéticos en la accién de
la insulina
C) Enfermedades del péancreas
exocrino (encargado de secretar
enzimas digestivas)

D) Endocrinopatias

E) Diabetes inducida quimicamente o
Otros tipos especificos de diabetes por drogas

mellitus F) Diabetes inducida por infecciones
G) Diabetes poco comun mediada
inmunoldgicamente

H) Otros sindromes genéticos algunas
veces asociados con diabetes mellitus
1 Sindrome de Down

2 Sindrome de Klinefelter

3 Sindrome de Turner

4 Sindrome de Wolfram

5 Otros

1 | Diabetes mellitus tipo 1

4 | Diabetes mellitus gestacional

Cuadro 1. Clasificacion de la diabetes mellitus segun su etiologia. Fuente: Guia de
Practica Clinica del IMSS. Tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 en el primer nivel
de atencion 2013 (Gil-Velazquez, Sil-Acosta, Dominguez-Sanchez, Torres-Arreola, &
Medina-Chavez, 2013).

1.2.2 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)

La DM2 anteriormente conocida como diabetes no-insulino dependiente o
diabetes del adulto, es el tipo mas comun de DM. Se presenta generalmente
en el adulto, pero también puede desarrollarse en nifios y adolescentes. Es
una enfermedad compleja y heterogénea; en sus inicios el cuerpo es capaz de
producir insulina, pero paulatinamente el organismo se vuelve resistente a sus
acciones, de manera que esta hormona es ineficaz para producir el efecto de
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absorcion de glucosa por las células en los tejidos periféricos. Con el paso del
tiempo se produce una alteracion en la regulacion de la produccion de glucosa
hepatica y una deficiencia en la funcion de las células 8 pancreaticas, con la
consecuente falla en la secrecion de insulina (Mahler & Adler, 1999). Es
importante sefialar que tanto los factores genéticos como los ambientales
(estrés, vida sedentaria y/o mala alimentacion) interactian para el desarrollo
de esta enfermedad (Chatzigeorgiou et al., 2009).

Al igual que en la DM1, los principales sintomas que se presentan en este
padecimiento son poliuria, polidipsia y polifagia, acompafiados de una pérdida
de peso corporal, pero en menor intensidad. La mayoria de los pacientes son
asintomaticos por afios (e incluso décadas) ya que la enfermedad se va
desarrollando progresivamente (Arulmozhi et al., 2004; National Diabetes Data
Group, 1995).

1.3 Epidemiologia

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el mundo hay mas de
347 millones de personas con DM y se calcula que en 2012 fallecieron 15
millones como consecuencia de la hiperglucemia. Casi la mitad de esas
muertes corresponden a personas de menos de 70 afios y un 55% a mujeres
(Organizaciéon Mundial de la Salud, 2016a). Segun la Federacion Internacional
de Diabetes (FID, "International Diabetes Federation,” 2017), México ocupa el
sexto lugar a nivel mundial en presentar el mayor nimero de pacientes con
DM. En nuestro pais, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio
Camino 2016 (Secretaria de Salud, 2016) reveld que este desorden metabdlico
se encuentra entre las primeras causas de muerte y que su prevalencia
aumentoé en los adultos a un 9.4%. Asimismo se reportdé que el nUmero de
casos en mujeres es mayor que en hombres (10.3% vs. 8.4%,
respectivamente).

La FID estima que entre un 87-91% de los pacientes con DM en el mundo son
del tipo 2, que un 4%-12% tienen DM1 y que del 1% al 3% tienen otros tipos
de diabetes (“International Diabetes Federation,” 2017).

1.4 Criterios diagndsticos
La guia de practica clinica del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

sefala que para el diagnéstico de DM se pueden utilizar cualquiera de los
siguientes criterios (Henriquez & Hernandez, 2007):
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1. Que el paciente presente algun sintoma (polidipsia, poliuria, polifagia y
pérdida de peso inexplicable) y valores de glucosa en sangre = 200
mg/dl (11.1 mmol/l) a cualquier hora del dia, sin relacion con el tiempo
transcurrido desde la ultima comida.

2. Glucemia en ayunas (8h) medida en plasma venoso con valores = 126
mg/dl (7 mmol/l).

3. Glucemia medida en plasma venoso con valores de = 200 mg/dl (11.1
mmol/l) dos horas después de una carga de glucosa anhidra durante
una prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTG).

Recientemente la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en
inglés) ha utilizado la hemoglobina glucosilada (HbAlc) como criterio
diagndstico para la diabetes cuando su porcentaje es = 6.5% (“American
Diabetes Association,” 2016).

1.5 Tratamiento

El tratamiento adecuado de la DM esta enfocado, en primera instancia, a
disminuir la tasa de mortalidad y las complicaciones agudas y cronicas
asociadas a la hiperglucemia prolongada. Entre las principales complicaciones
de la DM se encuentran las enfermedades cardiovasculares (hipertension y
aterosclerosis), nefropatia, retinopatia, neuropatia y disfunciones sexuales.
Estas enfermedades se dan como resultado de alteraciones vasculares,
neurogénicas y psicogénicas (Kizilay, Gali, & Serefoglu, 2016).

El tratamiento de eleccion depende en gran medida de la etiologia de la
enfermedad. De manera muy general se tienen dos tipos de estrategias: la no
farmacoldgica y la farmacolbgica. Asi, se recomienda empezar -en estadios
tempranos de la enfermedad- con la estrategia no farmacolégica y cuando esta
no es capaz de revertir las afecciones, se incluye la terapia farmacolégica.

1.5.1 Tratamiento no farmacolégico

El tratamiento no farmacoldgico y en particular la reduccién de peso corporal
en pacientes con DM y obesidad, sigue siendo el Gnico tratamiento integral
capaz de controlar simultaneamente la mayoria de las complicaciones
metabolicas presentes en las personas con DM, incluyendo la hiperglucemia,
la resistencia a la insulina y la hipertension arterial.
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Se pueden lograr cambios significativos con una reducciéon del 5 al 10% del
peso corporal. Este tratamiento no farmacolégico comprende tres aspectos
basicos en el estilo de vida: plan de alimentacion, ejercicio fisico y habitos
saludables (Henriquez & Hernandez, 2007).

1.5.2 Tratamiento farmacoldgico

Se recomienda iniciar un tratamiento con hipoglucemiantes orales en el caso
de los pacientes con glucemias en ayunas mayores de 240 mg/dl (13.3 mmol/l)
y/o HbAlc mayor de 8.5%, en particular cuando han perdido peso asociado a
sintomas de hiperglucemia (Henriquez & Hernandez, 2007).

Segun la NOM-015-SSA2-1994 los medicamentos que pueden utilizarse para
el control de la DM son sulfonilureas, biguanidinas, insulinas o combinaciones
de éstos. Asimismo, se pueden utilizar los inhibidores de la alfa glucosidasa o
tiazonilidinedionas (NOM 015 SSA, 2010).

1.5.3 Hipoglucemiantes/ Antihiperglucemiantes orales

La metformina es la Unica biguanida disponible y se debe considerar como el
tratamiento de primera linea en todas las personas con DM2 y, en particular,
en las que tienen sobrepeso. En este grupo de medicamentos también se
puede elegir a las sulfonilureas (cuando el paciente tenga un peso dentro del
rango saludable), las meglitinidas, las tiazolidinedionas y la acarbosa (que sélo
se deben considerar como monoterapia en pacientes con elevaciones de
glucemia leve) (Gil-Veldzquez et al., 2013).

1.5.4 Insulina exdgena

La insulina humana debe considerarse como el medicamento de primera linea
en sujetos con DM1, con diagndstico incierto del tipo de DM, asi como en la
diabetes gestacional.

La insulina es un polipéptido de 51 aminoacidos que se disponen formando
dos cadenas unidas por diferentes puentes disulfuro. Es sintetizada y
almacenada en las células B pancreaticas de los islotes de Langerhans. La
secrecion fisioldgica de insulina se realiza de dos formas:

a) De manera basal y continua: durante el periodo de ayuno la insulina inhibe
la neoglucogénesis hepatica (proceso que permite la biosintesis de
glucosa a partir de precursores no glucidicos como aminoacidos, piruvato
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y glicerol) y evita la hiperglucemia en ayunas, asi como la cetogénesis
(proceso metabalico por el cual se producen los cuerpos cetdénicos como
resultado del catabolismo de los acidos grasos).

b) Incrementada de manera aguda, desencadenada por la hiperglucemia.
Inmediatamente después de ingerir alimentos se secreta insulina de las
células 8 a la circulacién general. La insulina secretada se une a las células
del tejido adiposo, el higado y el musculo, estimulando la entrada de
nutrientes a la célula, evitando asi un ascenso excesivo de la glucosa
sanguinea posprandial.

Actualmente se dispone de distintos tipos de insulinas para el tratamiento de
la DM:

c) Insulina de accion rapida

a. Los andlogos de insulina de accién rapida poseen un perfil
farmacocinético similar a de la insulina humana debido a
modificaciones realizadas utilizando la tecnologia de ADN
recombinante. Tienen un inicio de accion de 5 a 15 minutos, un pico
del efecto de 1 a 2 horas después de la administracion y la duracién
del efecto es de 4-6 horas.

b. La insulina humana tiene un inicio de accién de 1/2 a 1 hora
después de la administracién, el pico maximo se presenta a las 2-4
horas y la duracion de la accion es de 6 a 8 horas.

d) Insulina de accién intermedia o de accién lenta

a) La insulina humana NPH (protamina neutra de Hagedorn) tiene un
inicio de accion de 1 a 2 horas después de su administracion, el
pico se presenta de 4 a 6 horas, y el efecto antihiperglucemiante
tiene una duracion de mas de 12 horas.

b) Insulina premezclada: son mezclas en proporciones fijas de insulina
de accion rapida y de insulina de accién intermedia.

e) Insulina de accién prolongada o de accion ultralenta: su efecto se presenta
de 1 ¥-2 h después de la administracién, con una duracion del efecto
relativamente larga (12 a 24 h).
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Para el presente trabajo se utilizO un analogo de insulina conocido como
insulina glargina, considerado de accion prolongada, con una absorcion
sostenida y lenta. Después de su administracion por via subcutanea en el
humano se produce un perfil de concentracion plasmatica, sin picos, a lo largo
de 20-24 h; su accion comienza 1-2 h después de la administracion. Entre sus
desventajas esté el hecho de que algunos pacientes reportan necesitar dosis
mayores de insulina rapida antes de las comidas (en comparacion a la dosis
de insulina de accion lenta o intermedia necesitadas), debido al perfil
farmacocinético que presenta esta insulina (de Luis & Romero, 2013; Gémez
Ayala, 2008).

2. Respuesta sexual femenina

La respuesta sexual humana fue descrita por Masters & Johnson (1966) como
una serie de eventos sucesivos que se presentan de manera linear: la fase de
excitacion (deseo sexual), una fase de meseta, orgasmo y resolucion.
Posteriormente, Kaplan (1994) agregd el componente psicolégico al
considerar la fase de deseo, que precede a las fases antes mencionadas.
Recientemente, este modelo linear se ha ido modificado, agregando nuevos
componentes, como es el caso del modelo de Whipple y Brash-McGreer
(1997) en el que se propone a la respuesta sexual como un modelo circular
con 4 etapas: seduccion (semejante al deseo), sensacion (excitacion y
meseta), rendicion (orgasmo) y reflexion. Si la experiencia sexual fue
placentera, tendra un efecto reforzante en la mujer, iniciando nuevamente con
la fase de seduccion (Nowosielski, Wrobel, & Kowalczyk, 2016).

La respuesta fisioldgica en cada una de estas etapas involucra distintos
sistemas en el organismo como el de neurotransmision, el vascular y/o el
enddcrino. Se requieren distintas respuestas del organismo para el encuentro
sexual, como la correcta lubricacion vaginal, la actividad muscular pélvica y
genital, asi como la inervacion de la pelvis; cualquier anormalidad en ellos
puede resultar en una disfuncién (Enzlin, Mathieu, Vanderschueren, &
Demyttenaere, 1998; Kizilay et al., 2016).
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2.1 Disfuncién sexual

El Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (Alifio, Miyar,
& American Psychiatric Association, 2014) define como disfunciéon sexual al
“grupo de trastornos caracterizados por una alteracion en la capacidad de una
persona a responder sexualmente o experimentar placer sexual; un individuo
puede tener diversas disfunciones sexuales al mismo tiempo.” Es importante
sefalar que la DM provoca disfuncion sexual tanto en hombres como en
mujeres, como veremos mas adelante.

La disfuncion sexual masculina ha sido ampliamente estudiada. Muchos
trabajos han mostrado que pacientes con DM tienen un riesgo mayor de
padecer disfuncion eréctil, problemas eyaculatorios y libido reducida, que esta
relacionada con la duracion de la enfermedad y su mal manejo (Bacon et al.,
2002; Kizilay et al., 2016).

La etiologia de la disfuncion sexual femenina, es multifactorial dado que se
combinan factores bioldgicos (como problemas enddécrinos, uroldgicos,
neurolégicos, ademas del uso de algunos medicamentos), psicolégicos (como
depresion, ansiedad, miedo, etc.) sociales (educacion sexual, creencias
religiosas, estado financiero, etc.) y emocionales.

2.2 Diabetes mellitus y disfuncion sexual femenina

Respecto al estudio de la relacion que existe entre DM vy la disfuncion sexual
en mujeres, los reportes publicados son inconsistentes, debido a que se
utilizan diversos criterios para su estudio. Es decir, no se hace distincién entre
el tipo de DM, la duracién de la enfermedad, si se utilizan medicamentos para
el control glucémico, la condiciébn endd6crina de la mujer (pre- o post-
menopausica), o la presencia de otras enfermedades concomitantes. Sin
embargo, es evidente que el efecto de la DM sobre la sexualidad femenina es
variable y puede afectar todos los aspectos de la funcion sexual (Bargiota,
Dimitropoulos, Tzortzis, & Koukoulis, 2011; Homko & Trout, 2006; Newman &
Bertelson, 1986; Nowosielski, Drosdzol, Sipinski, Kowalczyk, & Skrzypulec,
2010).

Algunos estudios sefialan que las pacientes con DM presentan alteraciones
en el ciclo menstrual, como amenorrea (ausencia de la menstruacion) u
oligomenorrea (ciclos menstruales poco frecuentes o escasos) (Doruk, Akbay,
Cayan, Bozlu, & Acar, 2005). Esta alteracion en el ciclo menstrual se cree que
es debida a una falta de la estimulacion de la liberacion de la hormona
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liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) en el hipotalamo, mas que a una
incapacidad del mismo para liberar LHRH o0 a una respuesta hipofisaria
disminuida a LHRH (Steger & Rabe, 1997). Sin embargo, algunas pacientes
con DM1 reportan un deterioro en el control de la glucemia cerca de la
menstruacion, mientras que otras observan una mejoria.

La DM causa disfuncion vascular, la cual puede provocar cambios
estructurales y funcionales en los genitales femeninos que pueden ocasionar
una respuesta sexual disminuida (Park et al., 2002). Las pacientes con
neuropatia diabética presentan como principales consecuencias sexuales
desérdenes en el deseo, orgasmo y dolor durante el encuentro sexual (Duby,
Campbell, Setter, White, & Rasmussen, 2004). También se ha reportado que
en pacientes con DM existe una alteracion en la secrecion de hormonas
esteroides sexuales, las cuales se consideran importantes para la respuesta
sexual. Por ejemplo, los estrégenos son necesarios para mantener la mucosa
epitelial y el flujo de sangre vaginal; una disminucién en sus concentraciones
afecta la respuesta genital ante un estimulo sexual (Doruk et al., 2005).
Existen otras enfermedades asociadas a esta enfermedad que se cree que
juegan un papel importante en la disfuncion sexual femenina, como problemas
en el funcionamiento de la tiroides, sindrome de ovario poliquistico y
desérdenes en el eje hipotalamo-hipofisis, entre otros (Bargiota et al., 2011).

Son pocos los trabajos que se han enfocado a evaluar el efecto de la DM sobre
otras afecciones como la dispareunia (coito doloroso), la inadecuada
lubricacion vaginal, el aumento de infecciones vaginales, problemas de
anorgasmia, disminucion del deseo sexual, entre otros (Newman & Bertelson,
1986). La prevalencia de mujeres diagnosticadas con DM que presentan
disfunciones sexuales (2010) es muy variada y se ha estimado que va de un
14 a un 85% (Nowosielski et al., 2010).

Los mecanismos que subyacen a la relacion DM-disfuncion sexual femenina
también han sido explorados haciendo uso de modelos animales de DM. Uno
de los mas populares en la literatura es el de hiperglucemia inducida por
estreptozotocina, del cual se hablard con mayor detalle a continuacion.
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3. Hiperglucemiainducida por STZ en roedores

Existen diversos modelos animales que se utilizan para estudiar los cambios
metabdlicos que caracterizan a la DM, entre ellos estan los modelos genéticos
(las ratas Zucker y Cohen o el raton KK, por ejemplo), los modelos de
destruccion quimica de la células pancreaticas (mediante alloxan o
estreptozotocina), la remocion quirdrgica del pancreas, asi como modelos que
utilizan dietas altas en grasas o azucares (Arulmozhi et al., 2004). La
administracion de estreptozotocina (2-deoxy-2({[metil (nitroso) amino]carbonil}
amino)-B-D-glucopiranosa, abreviado como STZ) es uno de los modelos mas
utilizados por su relativa sencillez y bajo costo.

La STZ es un metabolito obtenido del hongo Streptomyces achromogenes
(Bell & Hye, 1983). Por su estructura quimica, se le considera un analogo
citotoxico de la glucosa, dicha estructura le permite interaccionar (con baja
afinidad) con el transportador de glucosa 2 (GLUT2) expresado en la
membrana de las células 3 pancreaticas, hepatocitos y células del tubulo renal.
Aunque también causa un dafio en otras células, su principal actividad
citotdxica se presenta en las células B pancreaticas debido a que estas son
mAas activas en la recaptura de glucosa y mas labiles que otros tipos celulares.
Una vez dentro de la célula, la STZ provoca la muerte celular debido a la
fragmentacion del acido desoxirribonucléico (ADN), inducida por la metilacion
de su estructura y la generacion de 6xido nitrico y radicales libres como el
peréxido de hidrogeno (Ogbonnaya, Eleazu, Chukwuma, & Essien, 2013).

La dosis y la via de administracion de la STZ resultan determinantes para el
tipo de DM que se desee modelar; también se debe considerar la cepa, el
sexo, la edad y la especie. La administracion de STZ en la rata adulta provoca
una deficiencia casi total de insulina (hipoinsulinemia) y una consecuente
hiperglucemia, dislipidemia y pérdida de peso, aspectos que simulan algunas
de las alteraciones que se observan en la DM1 del humano (Kovacs, Morales,
& Karkanias, 2003).

Asi mismo, se han intentado modelar algunas de las complicaciones de largo
plazo de la DM2 con la administracién de STZ en roedores en etapa neonatal.
En este modelo los roedores presentan hiperglucemia, intolerancia a la
glucosa, polifagia, polidipsia, poliuria e hipoinsulinemia que se mantienen de
forma asintomatica hasta la adultez, ya que al administrar STZ durante el
periodo neonatal, la destruccion de las células B pancreaticas no es total (20%
sobreviven) y esta pérdida puede ser compensada parcialmente por las células
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gue aun no se han diferenciado. Después de un tiempo (6-8 semanas), se
presenta una caida en la sensibilidad de las células B a la glucosa, con la
consecuente disminucion en la capacidad del pancreas de liberar insulina (10-
16 semanas) en respuesta a la glucosa (Giddings, Orland, Weir, Bonner-Weir,
& Permutt, 1985; Serradas & Dolz, 2007).

Existen diversas variantes en este modelo dadas por el dia de la
administracion del farmaco (al dia 0, 2 6 5 postnatal) o por la via de
administracion (subcutanea, intraperitoneal o intravenosa) (Serradas & Dolz,
2007). Se sabe que la capacidad de regeneracion de las células B pancreaticas
en ratas Wistar disminuye rapidamente durante la primera semana postnatal y
gue esta regeneracién no sucede en el pancreas de la rata adulta. Sin
embargo, pocos son los reportes en los que se exponen las diferencias
fisiologicas observadas en los animales adultos dependiendo del dia postnatal
en el que se administre la STZ (Bequer et al., 2016). A pesar de que este Ultimo
modelo es menos agresivo para los animales, su uso en la literatura es mucho
menos popular que el de la administracion en la etapa adulta, puesto que
realizar experimentos con animales neonatales requiere de un gran esfuerzo
de cuidado y de mayor tiempo de experimentacion.

A pesar de que los modelos animales de DM nos permiten entender algunas
complicaciones asociadas a la hiperglucemia provocada por el dafio a las
células B pancreaticas, ninguno asemeja en su totalidad las alteraciones
observadas en el humano, debido a que ésta es una enfermedad multifactorial
y multisistémica (Seethalakshmi, Menon, & Diamond, 1987). En este proyecto
se utilizaron dos modelos de este trastorno comparando los efectos de la
administracion de STZ en dos etapas de vida distintas.

Para el disefio experimental planteado en este estudio, se utilizara el término
hiperglucemia inducida en la etapa neonatal (refiriéendose al disefio
experimental utilizado para modelar la DM2) e hiperglucemia inducida en la
etapa adulta (para referirnos al disefio experimental que intenta modelar la
DM1).
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4. Conducta sexual en larata hembra

El ciclo reproductivo de la rata hembra, también llamado ciclo estral, tiene una
duracion promedio de 4-5 dias y esta compuesto por cuatro fases que reflejan
los cambios en los niveles de estradiol y progesterona secretados por los
ovarios: las fases son el proestro (duracion promedio 14h), estro (24-48h),
metaestro (6-8h) y diestro (48-72h).

El ciclo inicia con el incremento de las concentraciones de estradiol, el cual,
por un mecanismo de retroalimentacion negativa, amplifica la liberacion
pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en el hipotalamo.
Dicha hormona estimula la secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH),
que a su vez estimula la proliferacion de foliculos en el ovario y la secrecién
de la hormona luteinizante (LH). El aumento de la FSH estimula el crecimiento
y el reclutamiento de los foliculos ovaricos inmaduros en el ovario y promueve
la sintesis de estradiol, hormona que ejerce una retroalimentacion positiva en
la secrecion de LH, con el consecuente aumento en los niveles de
progesterona. Ambos fendmenos provocan la ovulacién en la fase de proestro,
y en caso de que no se establezca un embarazo, los niveles hormonales
regresan a valores basales en la fase de diestro (Goldman, Murr, & Cooper,
2007).

Para determinar la fase del ciclo estral en la rata se utiliza la citologia vaginal
debido a que cada fase se caracteriza por la presencia, ausencia o proporcién
diferencial de distintos tipos celulares: células epiteliales, células cornificadas
y leucocitos. La citologia caracteristica de cada fase es la siguiente (Agmo,
2014; Cora, Kooistra, & Travlos, 2015; Marcondes, Bianchi, & Tanno, 2002):

* Proestro: Se encuentra gran cantidad de células epiteliales nucleadas.

° Estro: Se caracteriza por la presencia de células cornificadas, sin
nacleo.

* Metaestro: Se presenta la misma proporcién de leucocitos, células
cornificadas y células epiteliales nucleadas.

* Diestro: Se observan mayoritariamente leucocitos.

Frank Beach (1976) dividio la respuesta sexual de la rata hembra en conductas
proceptivas y conductas receptivas, que sélo se presentan cuando la hembra
se encuentra en la fase de proestro, o, si fue ovariectomizada, si se le
restituyen las hormonas ovaricas de manera exdgena. Las conductas
proceptivas, es decir, el orejeo (movimiento lateral de la cabeza que provoca
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el aleteo fino de las orejas) y el brincoteo-zigzagueo (que consiste en saltos
rapidos con las patas rigidas combinado con una carrera rapida y un cambio
brusco de direccion, que finaliza con una postura de presentacion con las
patas delanteras ligeramente extendidas) (Bergheim, Chu, & Agmo, 2015), son
considerada conductas de solicitud para atraer el interés del macho y se cree
que regulan el ritmo de la cépula (Mary S. Erskine, 1989). Algunos autores las
consideran como una expresion de la motivacién sexual femenina (Bergheim
et al., 2015).

La conducta receptiva o lordosis se define como la dorsiflexion de la columna
vertebral que se presenta de forma refleja a la monta del macho y que se
caracteriza por la elevacion de cabeza y la grupa, se acompafia de la
desviacion de la cola, lo que facilita la insercion del pene en la vagina. Dicha
respuesta se ha asociado al aspecto consumatorio de la copula femenina 'y
se evalla con el cociente de lordosis (nUmero de lordosis/ numero de montas
X 100) y la intensidad de la lordosis (medida en una escala del 0-3
dependiendo de su intensidad, ver seccion 5.2.1) (Blaustein & Erskine, 2002;
Mary S. Erskine, 1989).

Otras conductas realizadas por la hembra durante la c6pula son las conductas
de rechazo como: boxing (se presenta cuando la hembra empuja al macho con
sus patas delanteras), mordidas (observadas cuando la hembra ataca al
macho mordiéndolo de frente o lateralmente, sin dafarlo), la postura ofensiva
lateral con pataleo al macho con las patas traseras y vocalizaciones (0
chillidos) (Madlafousek & Hlinak, 2012).

Se sabe que los mecanismos fisiolégicos que modulan las respuestas
proceptivas y receptivas son distintos. Por ejemplo, la lordosis tras la monta
del macho depende de la union del estradiol con su receptor ERa, mientras
que la progesterona es necesaria para la expresion de las conductas
proceptivas, pero no es indispensable para la realizacion de la lordosis
(aunque se ha observado que mejora la accion de los estrégenos) (Agmo,
2014).

Las estructuras cerebrales que controlan la ejecucion de la conducta sexual
femenina pueden intervenir tanto en la realizacion de las conductas
proceptivas, como receptivas. El nucleo ventromedial del hipotalamo esta
involucrado en la ejecucion de la lordosis y en la expresion de conductas
proceptivas. Asi, se ha demostrado que la lesion de esta regién en ratas
ovariectomizadas provoca menos acercamientos al macho, a pesar de ser
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tratadas con estradiol y progesterona de manera exdégena (Dornan, Peterson,
Matuszewich, & Malen, 1991). La lesion en el area predptica media (MPOA)
provoca una mejora en el cociente de lordosis, pero reduce las conductas
proceptivas e incrementa las conductas de rechazo. El dafio en regiones del
cerebro como la protuberancia anular (ubicada en el tallo cerebral) y el nlcleo
peripeduncular (ubicado en el mesencéfalo) produce una disminucion en la
lordosis, pero no en las conductas proceptivas, o en la preferencia de la
hembra por un macho intacto en comparacion con uno castrado (Blaustein &
Erskine, 2002; Paredes & Alonso, 1997).

Para estudiar la conducta sexual femenina en animales de laboratorio se han
disefiado distintas metodologias, dos de las mas utilizadas se mencionan a
continuacion:

4.1 Cépula no regulada por la hembra (CnR)

Esta prueba se realiza en una arena circular donde el macho, al tener libre
acceso a la hembra, regula el ritmo de la cépula. A pesar de su popularidad en
la literatura, no resulta el paradigma mas adecuado, si lo que se desea estudiar
son los aspectos motivacionales de la conducta sexual de la rata hembra, pues
se considera que para ella no es reforzante (Paredes & Vazquez, 1999). De
hecho, se ha reportado que en este contexto las hembras despliegan un
elevado numero de conductas de rechazo al macho (conductas agresivas)
(Coopersmith, Candurra, & Erskine, 1996; Ventura-Aquino & Fernandez-
Guasti, 2013).

4.2 Copularegulada por la hembra (CR)

En este caso la prueba se realiza en una caja de dos compartimentos, donde
la hembra se puede mover libremente entre ellos pasando por un agujero en
la pared que divide ambos lados y por el que el macho no cabe, quedando
confinado a un solo compartimento. Esta prueba distingue dos factores
esenciales: a) el componente sensorial de la cépula, pues la hembra puede
diferenciar entre el tipo de estimulacién (proveniente de una monta, intromision
o eyaculacién) que esta recibiendo y que se refleja en el porcentaje de salidas
realizadas por la hembra después de recibir la estimulacion y b) el componente
motivacional de la copula, que se refiere a la disposicion de la hembra de
continuar con el encuentro sexual, reflejado en la latencia de retorno al
compartimento donde se encuentra el macho después de la estimulacion
sexual recibida (Coopersmith et al., 1996; Zipse, Brandling-Bennett, & Clark,
2000).
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Se ha propuesto que el ritmo del contacto sexual que establece la hembra esta
determinado por la estimulacion vagino-cervical (VCS) que provee el macho;
a mayor intensidad del estimulo mayores latencias de retorno. Es decir, las
latencias de retorno al compartimento del macho son mas cortas después de
una monta, mas largas después de una intromisién y aun mas prolongadas
después de la eyaculacion (Paredes & Vazquez, 1999).

El que la hembra regule o no el ritmo de la cépula genera distintas respuestas
fisiologicas. Por ejemplo, en la CR se necesitan menos intromisiones para
inducir el pseudoembarazo (estado en el que persiste el cuerpo lateo, que
puede favorecer la implantacion del ovulo fecundado y, por tanto, la
reproduccion), da como resultado un nimero mayor de crias por camada, los
niveles sanguineos de LH son mayores, ademas de presentarse un mayor
namero de conductas proceptivas (efecto probablemente provocado por la
duracion de la prueba) y una disminucion en las conductas de rechazo (o
agresivas) (Coopersmith et al., 1996). Se ha demostrado que s6lo cuando la
hembra establece el control de la estimulacién que recibe, la conducta sexual
se torna reforzante e induce un estado de recompensa (Paredes & Alonso,
1997).

Algunos trabajos han evaluado los efectos de distintos farmacos sobre la
conducta sexual en la condicibn de CR. Estos datos sugieren que
antidepresivos serotoninérgicos como la fluoxetina- que en condiciones de
CnR provoca una reduccion de la conducta sexual (Matuszczyk, Larsson, &
Eriksson, 1998)-, tienen menores efectos inhibitorios cuando la hembra puede
regular el ritmo de la copula (Adams, Heckard, Hassell, & Uphouse, 2012;
Kaspersen & Agmo, 2012; Snoeren, Refsgaard, Waldinger, Olivier, & Oosting,
2011).

En este proyecto se decidioé evaluar la conducta sexual de la rata hembra en
ambos paradigmas de conducta sexual (CnR y CR) ya que, como se vera mas
adelante, todos los reportes en los que se evalla la conducta sexual en ratas
hembras con hiperglucemia por la administracion de STZ se han realizado
utilizando unicamente condiciones de CnR (Ahdieh, Hamilton, & Wade, 1983;
Ballester et al.,, 2007; Gonzalez, Vaziri, & Wilson, 1996; Inhasz Kiss et al.,
2013; Karkanias, Morales, & Li, 1997; Kovacs et al., 2003; Saito et al., 1999;
Steger & Rabe, 1997).
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5. Administracion de STZ y conducta sexual en larata hembra

Como se menciond anteriormente, la administracion de STZ a ratas se ha
utilizado como un modelo de insuficiencia cronica de insulina. En este modelo
se ha observado en ratas macho que la administracion de STZ provoca una
disminucién en los niveles séricos de las hormonas LH, FSH, prolactina y
testosterona, acompafnados de una disminucion en el conteo espermatico en
el epididimo, asi como una disminucion del peso de los testiculos, el epididimo,
la préstata y las vesiculas seminales (Seethalakshmi et al., 1987; Steger,
Kienast, Pillai, & Rabe, 1993; Wankeu-Nya et al., 2014). En estos animales se
reporta también una deficiencia en el desempefio sexual, indicado por el
aumento en la latencia de monta y en la disminucién en el nimero de
intromisiones y eyaculaciones realizadas por los animales 7 dias después de
ser tratados con STZ (Steger et al., 1989). Adicionalmente, se ha reportado
gue ratones macho tratados con STZ, manifiestan una tendencia a incrementar
las conductas agresivas en la prueba intruso-residente (Hilakivi-Clarke,
Wozniak, Durcan, & Linnoila, 1990). Sin embargo, estos resultados son
controversiales pues observaciones contrarias también han sido publicadas
(Meehan, Leedom, Nagayama, & Zeidler, 1987).

Por otra parte, se han reportado alteraciones en la duracion del ciclo estral de
la rata hembra tras la administracion de STZ en la etapa adulta, asociadas con
modificaciones en la funcién ovérica. En estos animales se han observado
diestros constantes (Bestetti, Locatelli, Tirone, Rossi, & Miller, 1985), pérdida
total de la fertilidad, asi como una reduccion en el nimero de crias por camada
(Ballester et al., 2007). Asimismo, se ha observado que las ratas tratadas con
STZ muestran una disminucion en la fertilidad, asi como una pérdida en la
sensibilidad de los ovarios a la accion de las hormonas hipofisiarias, FSH y
LH, alterando su capacidad para sintetizar estrogenos (en las células
foliculares) y progesterona (en las células del cuerpo lateo) (Ballester et al.,
2007; Karkanias et al., 1997).

Se ha reportado también que ratas hiperglucémicas por la administracion de
STZ en la etapa adulta manifiestan una disminucion en las conductas
receptivas (Ahdieh et al., 1983; Hashimoto et al., 2010; Karkanias et al., 1997;
Kovacs et al.,, 2003; Saito et al., 1999) y proceptivas inducidas por la
administracion exdgena de hormonas (Karkanias et al., 1997; Saito et al.,
1999), y dicho decremento se revierte con la administracion de insulina
(Ahdieh et al., 1983; Karkanias et al., 1997; Saito et al., 1999), o por la
implantacion de un pancreas artificial (Hashimoto et al.,, 2010). Cabe
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mencionar que en ninguno de estos estudios se ha evaluado si se presentan
0 no conductas de rechazo durante la cOpula en las hembras hiperglucémicas.
Otros estudios han demostrado que la administraciéon de STZ en las ratas
hembras reduce la union del estrogeno a su receptor a en el hipotalamo y
disminuye la expresion del receptor a progestinas en el mPOA (Saito et al.,
1999).

Respecto a los cambios en la conducta sexual provocados por la
administracion de STZ en la etapa neonatal, Inhasz y cols. (2013) han sido los
anicos en realizar esta evaluacion en ratas intactas. Su reporte sefiala que no
existen diferencias significativas en la conducta receptiva (cociente de
lordosis) entre los animales a los que se les administré6 neonatalmente el
farmaco, con respecto al grupo control, ni en la regularidad del ciclo estral. Sin
embargo, de manera interesante observaron que las ratas hiperglucémicas en
su etapa adulta tenian niveles mayores de progesterona y menores de
estradiol (Inhasz Kiss et al., 2013).

La administracion de STZ produce tanto hiperglucemia, como hipoinsulinemia
y no se conocia cuél de estas condiciones era la responsable de la disminucion
de la conducta sexual. Karkanias y cols. (1997), demostraron que la dicha
disminucién era debida a la hipoinsulinemia mas que a la hiperglucemia. Afios
después este mismo grupo (Kovacs et al., 2003) reportd, mediante la
administracion central (en el tercer ventriculo) de insulina, que esta hormona
juega un papel directo en la regulacion de la conducta sexual més alla de la
recuperacion de los niveles de glucosa a nivel periférico. Estos datos apuntan
a que la insulina juega un papel crucial en la regulacion de la conducta sexual.
Sin embargo, no se ha determinado su participacion en el componente
motivacional de la cépula.
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[I.  Justificacion

Existe una gran cantidad de informacion acerca de la disfuncion sexual
provocada por la DM en hombres y en ratas macho. Sin embargo, la relacion
que existe entre esta alteracidbn metabdlica y la disfuncion sexual en mujeres
aun no se ha establecido por completo. Se han abarcado aspectos como la
anorgasmia, dispareunia y falta de lubricacion vaginal, dejando de lado
aspectos importantes como el deseo y la motivacion sexual.

Dado que sélo existen dos trabajos anteriormente publicados utilizando ratas
intactas (con administracién de STZ en la etapa adulta: (Ballester et al., 2007)
0 neonatal (Inhasz Kiss et al., 2013), resulta necesario confirmar y ampliar la
informacion existente acerca de los efectos de la hiperglucemia sobre la
conducta sexual exhibida por estos animales.

El presente trabajo pretende estudiar la conducta sexual de la rata hembra,
comparando la administracion de STZ en etapa neonatal o en etapa adulta y
haciendo uso de paradigmas de CnR y CR.
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lll.  Hipbtesis
En el paradigma de CnR:

Las ratas ovariectomizadas, tratadas con estradiol y progesterona, a las que
se les administre STZ en la etapa adulta mostraran una disminucion en la
proceptividad y en la receptividad, asi como un aumento en las conductas
agresivas.

La administracion periférica de insulina revertird los efectos de la
administracion STZ sobre la receptividad, proceptividad y la agresividad.

Las ratas adultas ovariectomizadas (tratadas con estradiol y progesterona) o
intactas a las que se les administre STZ en etapa neonatal, no mostraran
cambios en la proceptividad y la receptividad, y tendran un aumento en las
conductas agresivas.

En el paradigma de CR:

Las ratas ovariectomizadas, tratadas con estradiol y progesterona, a las que
se les administre STZ en la etapa adulta mostraran una disminucion en la
proceptividad y en la receptividad, sin cambios en la expresion de las
conductas agresivas.

Las ratas adultas ovariectomizadas, tratadas con estradiol y progesterona, a
las que se le administre STZ en etapa neonatal, no mostrardn cambios en la
proceptividad y la receptividad ni en las conductas agresivas.

Comparaciones entre paradigmas:

Los efectos sobre la proceptividad, la receptividad y las conductas agresivas,
dados por la administracién de STZ en cualquier etapa, serdn mayores en el
paradigma de CnR vs. CR.

Comparacioén entre modelos:

Los efectos sobre la proceptividad, la receptividad y las conductas agresivas
dados por la administracion de STZ seran mayores en el modelo de
administracion en etapa adulta que en etapa neonatal, en cualquiera de los
paradigmas (CnR vs. CR).
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IV. Objetivo General

Evaluar la conducta sexual de la rata hembra en dos modelos de
hiperglucemia, bajo las condiciones de copula no regulada por la hembra
(CnR) y de copula regulada por la hembra (CR).

4.1 Objetivos especificos

a. Evaluar las conductas proceptivas, receptivas y agresivas de la rata
hembra ovariectomizada tratada con estradiol y progesterona en un
modelo de hiperglucemia inducida por la administracion de STZ en la
etapa adulta en condiciones de CnR y de CR.

b. Determinar sila administracion periférica de insulina revierte los efectos
que ocurren como consecuencia de la administracion de STZ en la
etapa adulta sobre la conducta sexual femenina en condiciones de CnR.

c. Evaluar las conductas proceptivas, receptivas y agresivas de la rata
hembra ovariectomizada tratada con estradiol y progesterona en un
modelo de hiperglucemia inducida por la administracion de STZ en la
etapa neonatal en condiciones de CnR y CR.

d. Evaluar las conductas proceptivas, receptivas y agresivas de la rata
hembra intacta con hiperglucemia inducida por la administraciéon de STZ
en etapa neonatal en condiciones de CnR.

e. Comparar la conducta sexual y la agresion de las hembras tratadas con
STZ en etapa neonatal o en la etapa adulta y en condiciones de CnR y
CR.
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V. Materiales y métodos
5.1 Sujetos experimentales

Para el modelo de hiperglucemia inducida en la etapa adulta se utilizaron ratas
hembra de la cepa Wistar adultas de 250-300 g, mientras que para el modelo
de hiperglucemia inducida en la etapa neonatal se utilizaron ratas hembra
neonatas (3-4 dias) de la cepa Wistar. Todos los animales fueron alojados en
condiciones controladas con ciclo de luz invertido de 12 horas de luz / 12 horas
de oscuridad (inicio fase de luz 22:00h), a una temperatura de 22-24° C, con
alimento y agua ad libitum. El manejo de los animales se realiz6 de acuerdo a
lo descrito en la NOM-062-Z00-1999 y por el Comité Interno para el Cuidado
y Uso de los animales de laboratorio (CICUAL) del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados del IPN.

5.2 Pruebas de conducta sexual
5.2.1 Copula no regulada por la hembra (CnR)

Se administraron a ratas ovariectomizadas (OVX) 10 ug de benzoato de
estradiol (BE) 24 h antes de la prueba de conducta sexual y 3 mg de
progesterona 4 horas previas a ella para inducir las conductas proceptivas y
receptivas. Estas dosis y esquema de tratamiento se eligieron de acuerdo con
datos previos de nuestro laboratorio (Garcia-Cardenas, Olvera-Hernandez,
Gomez-Quintanar, & Fernandez-Guasti, 2015; Olvera-Hernandez, Chavira, &
Fernandez-Guasti, 2015). La rata hembra fue habituada en un redondel
durante 5 minutos; posteriormente se coloc6 a un macho sexualmente experto
y se permitio6 la libre interaccion hasta que la hembra recibié 10
montas/intromisiones. Las pruebas fueron videograbadas para poder ser
observadas con detalle posteriormente. Para evaluar la receptividad se
determind el cociente de lordosis (LQ, por sus siglas en inglés, el cual fue
calculado dividiendo el numero de lordosis/ nimero de montas X 100) y la
intensidad de la lordosis (IL) utilizando una escala arbitraria de 0-3 (Ballester
et al., 2007) (0=no se presenta dorsiflexion, 1=lordosis superficial,
2=dorsiflexion definida de la columna vertebral, 3=lordosis exagerada [se
presenta una elevacién muy marcada de cabeza y grupa, acompafiada de una
elevacion de las patas delanteras]) (Coopersmith et al., 1996). Ademas, se
cuantific6 el nimero de eventos de conductas proceptivas (brincoteo/zig-
zagueo y orejeo) y el numero de eventos de conductas agresivas (boxing,
defensa lateral y mordidas) (Madlafousek & Hlinak, 2012).
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Imagen 1. Arena circular utilizada en la cépula no regulada por la hembra.

5.2.2 Cépula regulada por la hembra (CR)

Para inducir las conductas proceptivas y receptivas se administro a ratas OVX
estradiol y progesterona como se describié en la seccién anterior. Para este
paradigma la rata hembra fue colocada en una caja transparente
bicompartimental (38x75x45 cm), como se reporté previamente (Ventura-
Aquino & Fernandez-Guasti, 2013) (imagen 2). La rata hembra fue habituada
a la caja durante 5 minutos; posteriormente se coloc6 a un macho sexualmente
experto y se permitid la libre interaccion durante 1h. Las pruebas fueron
videograbadas y analizadas posteriormente.

Se registraron las conductas proceptivas, receptivas y agresivas desplegadas
en ambos compartimentos. Adicionalmente, en este paradigma se cuantifico
el tiempo de interaccion de la hembra con el macho (es decir, tiempo en el que
la hembra y el macho interactuaban de manera social y sexual), asi como el
tiempo que la hembra permanecié en cada compartimento. También se
calcularon las latencias de retorno y los porcentajes de salida (expresado
como el numero de hembras que presentaron una salida después del contacto
sexual entre el numero total de hembras evaluadas x 100) después de que la
hembra recibiera montas (LRPM: latencia de retorno post monta y %SPM:
porcentaje de salida post monta), intromisiones (LRPI: latencia de retorno post
intromision y %SPI: porcentaje de salida post intromision) o eyaculaciones
(LRPE: latencia de retorno post eyaculacién y %SPE: porcentaje de salida post
eyaculacion).
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Imagen 2. Arena bicompartimental utilizada en la copula regulada por la hembra

Para la comparacion entre paradigmas solo se tomaron en cuenta las primeras
10 montas/ intromisiones que realiz6 el macho durante la prueba, ya que en el
paradigma de CnR se uso ese criterio. Todas las pruebas se realizaron entre
las 13:00-15:00 h.

5.3 Disefio experimental
5.3.1 Administracion de STZ aratas en la etapa adulta

Para este modelo se utilizaron ratas Wistar hembra de 250-300 g, las cuales
fueron ovariectomizadas bilateralmente bajo anestesia con 2,2,2
tribromoetanol al 2 % (i.p.). Siete dias después de la cirugia se les administro
STZ por via intraperitoneal (i.p.) 100 mg/kg diluida en buffer de citratos 0.1 M,
pH= 4.8. Esta dosis fue administrada en 2 dias consecutivos, dividida en 50
mg/kg/dia 6 0.1 M de buffer de citratos para el grupo control, como fue descrito
con anterioridad (Rebolledo-Solleiro, Crespo-Ramirez, Roldan-Roldan, Hiriart,
& Perez de la Mora, 2013). La prueba de conducta sexual se realiz6 10 dias
después de la administracion del farmaco (esquema 1) y siguiendo el esquema
de administracion de hormonas esteroideas antes mencionado. Después de la
prueba de conducta sexual se evaluaron los niveles de glucosa plasmatica con
un glucometro (Accu-Check performa) tomando una gota de sangre mediante
puncién de la punta de la cola del animal. Aquellos animales con niveles de
glucosa plasméatica mayores a 300 mg/dl se consideraron hiperglucémicos.
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-24 h: 10 pg BE, s.c.

Dias de tratamiento -4 h:3 mg Pg, s.c.
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9-10 | v
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*STZ (50 mg/kg/i.p.), n=20 CR (1hr) . = :
*Buffer de citratos (i.p.), n=19 puncién de lacola | "L_Actividad espontanea f‘

(después de la prueba)

Esquema 1. Disefio experimental para el modelo de administracién de STZ en etapa
adulta. (OVX= ovariectomia, CnR= cépula no regulada por la hembra, CR= c6pula regulada
por la hembra, i.p. intraperitoneal, s.c. subcutaneo).

5.3.2 Administracion periférica de insulina

La insulina se administré a un grupo de ratas OVX tratadas con STZ en la
etapa adulta para analizar si esta hormona revertia los efectos sobre la copula
inducidos por la hiperglucemia en el paradigma de CnR.

Para ello, modificando el esquema de administracién utilizado por el grupo
Karkanias (6-7U de insulina ultralenta, s.c. por 8 dias) (Karkanias et al., 1997),
se hicieron distintas pruebas piloto utilizando insulina glargina (Cronix, PiSA
Laboratories, Mexico) por via subcutdnea. En el primer ensayo, se
administraron 4U de insulina glargina y se registraron los valores de glucosa
plasmatica cada 2 h durante 12 h, (la curva dosis-respuesta se presenta en el
anexo a, figura 31). Posteriormente, se realizé un curso temporal de los valores
de glucosa en sangre después de administrar 2U de glargina (ver anexo b,
figura 32). Estos dos ensayos nos permitieron determinar que el efecto
antihiperglucemiante se perdia a las 12h y que en las primeras horas después
de la administracion de 4U de glargina los animales presentaban hipoglucemia
(ver anexo c, figura 33). Con base en estas observaciones, decidimos iniciar
la restitucion con insulina glargina dos dias después de la ultima
administracion de STZ, con un esquema de administracion 12/12 h de la
siguiente forma: 2U a las 9:00 am y 4U a las 9:00 pm durante 6 dias
consecutivos (esquema 2). Ademas, para evitar gue los animales presentaran
valores de glucosa en sangre por debajo del rango normal, el dia 7 se
administraron 2U a las 9:00 am y 2U a las 9:00 pm. Finalmente, en el octavo
dia se administraron 2U de insulina a las 9 am y 4-5 h después se realizo la
prueba de conducta sexual tras la administracion de hormonas sexuales
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exdgenas, como se describid previamente. Solo las hembras que presentaron
valores de glucemia normales (70-100 mg/dl) se incluyeron en el analisis.

Dias de tratamiento

1 3 7 8 9 10
\ | | | | I | I | I | &
(L) ! — Y T P e
[ rq | g f‘ i
, ovx VE— R T A —
- ‘ \;{ | 2U 9:00am s.c.
" ‘ | ‘: |
(9-10 semanas) | 2U 9:00 am s.c. 2U 9:00 amss.c. ‘
Q *STZ (50 mg/kg) 4U 9:00 pms.c. 2U 9:00 pm s.c. |

*Buffer de citratos L 4
(ip)
CnR ‘
Puncién de la cola (después 4

de la prueba) ‘(

-Actividad
espontanea

-24 h: 10 ug BE s.c.
-4 h: 3 mg Pg s.c.

Esquema 2. Disefio experimental para el modelo de administracion de STZ en etapa
adulta con restitucién de insulina periférica. (OVX= ovariectomia, CnR= cépula no
regulada por la hembra, i.p. intraperitoneal).

5.3.3 Administracion de STZ a ratas en etapa neonatal

Ratas hembra de la cepa Wistar neonatas (3-4 dias) se distribuyeron de forma
aleatoria para formar 2 grupos a los que se les administré por via
intraperitoneal una dosis Unica de buffer de citratos 0.1M, pH=4.5 (grupo
control) o de STZ (70 mg/kg) disuelta en buffer de citratos (i.p.), como ha sido
descrito previamente (Oidor-Chan et al., 2016). Se registré el peso corporal de
manera semanal hasta el término del experimento.

5.3.4 Pruebade tolerancia a la glucosa

Esta prueba se realiz6 después de 8 semanas de la administracion neonatal
de buffer o STZ. Antes de llevar a cabo este procedimiento, los animales fueron
habituados durante 4 dias a la manipulacion necesaria para introducir la canula
intragastrica. En el quinto dia, se midio la glucosa basal (tomando una gota de
sangre de la punta de la cola del animal mediante puncion) con un glucometro
(Accu-Check performa) en ayuno. Las ratas fueron pesadas y se les administré
2 g/kg de sacarosa disuelta en agua por via oral. Se midieron los niveles
plasmaticos de glucosa 30, 60, 90, 120 y 180 minutos después de la
administracion de la solucion de sacarosa.
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Se consideraron hiperglucémicos aquellos animales que presentaron niveles
plasmaticos de glucosa mayores a 250 mg/dl tras 30 6 60 minutos de la
administracion de sacarosa.

5.3.5 Pruebas de conducta sexual en ratas a las que se les
administré STZ en etapa neonatal

Para el modelo de administracién de STZ en etapa neonatal, 10 semanas
posteriores a la administracion de buffer de citratos o de STZ (esquema 2) los
animales fueron ovariectomizados bilateralmente y 2 semanas después de la
cirugia se realizé la prueba de conducta sexual, como se muestra en el
esquema 3. Todas las pruebas de conducta se realizaron entre las 13:00-
15:00h.

Semanas -24 h: 10 pg BE
1 8 10 -4 h: 3 mg Pg
Dias 1

=g == —>

12

i\ ) l, I
W 4 '

US| e CnR (10 montas) |
Dia post-natal (3-4): H PTG | H avx | CR(1h) |
*STZ (70 mg/kg/i.p.), n=22 l
*Buffer de citratos i.p., n=22

[[ Actividad espontanea \‘

Esquema 3. Disefio experimental para el modelo de administracion de STZ en etapa
neonatal. (PTG= prueba de tolerancia a la glucosa, OVX= ovariectomia, CnR= copula no
regulada por la hembra, CR= cépula regulada por la hembra).

5.3.6 Seguimiento del ciclo estral

En otro grupo de animales, se evalud la conducta sexual de ratas intactas,
adultas, administradas con STZ en etapa neonatal, siguiendo el protocolo
antes descrito. Para ello a partir de la semana 10 de vida y hasta la semana
12 se determind por frotis vaginal la fase del ciclo estral. Se insert6 gentilmente
la punta de un gotero con solucion salina (NaCl 0.9%) en la vagina de la rata;
la secrecion vaginal se recolecté en un portaobjetos y se observo la citologia
en el microscopio de luz con el objetivo 10X para determinar la fase del ciclo
estral.
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En la semana 12 de vida, cuando las hembras se encontraron en la fase de
proestro, se realizé la prueba de conducta sexual (CnR), como se describio
anteriormente.

5.3.7 Actividad ambulatoria espontanea

Para determinar posibles efectos inespecificos de los farmacos utilizados se
realizO una prueba actividad locomotora espontdanea en los animales,
inmediatamente después de la prueba de conducta sexual. Para ello se coloco
a la rata en un actimetro de sensor infrarrojo (Panlab, modelo LE 8825), el cual
registrd los movimientos realizados por el animal (actividad ambulatoria,
movimientos estereotipados y erguimientos) durante 5 minutos. Al término de
cada ensayo, la caja se limpi6 con alcohol al 70%.

5.3.8 Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software GraphPad 6.0. Los resultados
se presentan como la media + el error estandar de la media (EEM). Para la
comparacion de datos cuya distribucion fue normal se utilizé una prueba de t-
Student (peso, glucosa plasmatica y tiempos). Para los datos cuya distribucion
no siguié una curva normal (datos conductuales) se utilizé la prueba no
paramétrica, U de Mann-Whitney y, en el caso del experimento de restitucion
de insulina, se utilizé una prueba de andlisis de varianza (ANOVA) de Kruskal-
Wallis, seguido de la prueba de Dunn para comparaciones multiples. Para la
comparaciéon entre grupos en la prueba de tolerancia a la glucosa y en el
aumento de peso corporal a lo largo de doce semanas, se utilizO un ANOVA
de dos vias de medidas repetidas, seguido de la prueba de Holm-Sidak. Los
porcentajes de hembras que desplegaron las conductas proceptivas se
analizaron mediante la prueba exacta de Fisher. Finalmente, para analizar la
diferencia entre los dos modelos de hiperglucemia y los dos paradigmas de
conducta sexual se realizaron analisis de varianza de dos vias, seguidos de la
prueba de Tukey. Se consider6 una diferencia significativa cuando p<0.05.
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VI. Resultados

6.1 HIPERGLUCEMIA INDUCIDA EN LA ETAPA ADULTA.

6.1.1 Peso corporal y niveles de glucosa plasmatica.

Utilizando el modelo de administracion de STZ en la etapa adulta pudimos
observar que en el grupo tratado con STZ se presentd una pérdida de peso de
aproximadamente 4 g en comparacion con el grupo control, que mostré una
ganancia de peso de alrededor de 37 g durante el tiempo de tratamiento
(t=5.872, p<0.0001). Por otro lado, los niveles de glucosa plasmatica
mostraron un incremento estadisticamente significativo a consecuencia del
tratamiento con STZ (t=18.59, p<0.001) al ser comparado con el grupo tratado
con el vehiculo (tabla 2).

Ganancia de peso | Glucosa plasmatica

(9) (mg/di)
Buffer 36.92 +4.17 100.3 +3.72
STz -3.70 +4.72 2 488.1 +20.782

Tabla 2. Ganancia de peso y niveles de glucosa plasmatica de ratas hembratras 10 dias
de la administracion de buffer o STZ en la etapa adulta (Buffer n=19, STZ n=20). La
ganancia de peso es expresada como la diferencia de peso inicial y el peso a término del
experimento. La glucosa plasmatica se determiné después de la prueba de conducta sexual.
Se presenta la media £ EEM, 2 p<0.001 vs. grupo tratado con buffer, utilizando una prueba de
t-Student de dos colas, no pareada.

v Conducta sexual femenina

6.1.2 Copulano requlada por la hembra (ratas OVX)

a) Receptividad

La figura 1 muestra los parametros de receptividad sexual presentados por las
hembras tratadas con STZ en etapa adulta evaluadas en el paradigma de CnR.
EILQ (panel A) y la IL (panel B) presentaron una disminucion estadisticamente
significativa respecto al grupo tratado con buffer (LQ: U=9, p=0.008, LI: U=9.5,
p=0.009).
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Figura 1. Receptividad sexual presentada por ratas OVX en la condiciéon de CnR, en el
modelo de administracion de STZ en la etapa adulta (buffer n=10, STZ n=10). A) LQ
(cociente de lordosis) = (# lordosis/ #montas) X 100. B) IL (intensidad de la lordosis).
Las barras representan la media £ EEM, ***p< 0.001 vs. grupo tratado con buffer utilizando
una prueba U de Mann-Whitney.

b) Proceptividad

Los resultados obtenidos en el paradigma de CnR (fig. 2), muestran que no
hubo cambios estadisticamente significativos en las conductas proceptivas
(brincoteo/ zigzagueo: U=30, p=0.14, orejeo: U=48, p=0.90), ni en el
porcentaje de hembras que desplegd alguna de estas conductas, panel C
(Brincoteo/zigzagueo: buffer 90% vs. STZ 90% p=1 y orejeo: buffer 80% vs.
STZ 80% p=1, utilizando F Fisher).
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Figura 2. Conductas proceptivas presentadas por ratas OVX en la condicién de CnR, en
el modelo de administracién de STZ en la etapa adulta (buffer n=10, STZ n=10). A)
Brincoteo-zigzagueo. B) Orejeo. Las barras representan la media + EEM. Para la
comparacion entre grupos se utilizd U de Mann-Whitney. C) Porcentaje de hembras que
despliegan conductas proceptivas. Para la comparacion entre grupos se utilizé F Fisher.
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c) Conductas agresivas

La administracion de STZ en etapa adulta produjo un aumento significativo
(U=17.00, p=0.05) en el nimero de conductas agresivas durante de la cépula
(fig. 3) en el paradigma de CnR.

Agresividad

151

107

—_

NUimero de eventos

0 L] T
Buffer STZ

Figura 3. Conductas agresivas presentadas por las hembras OVX en la condicion de
CnR, en el modelo de administracién de STZ en la etapa adulta (buffer n=10, STZ n=10).
Las barras representan la media =+ EEM, *p< 0.05 vs. grupo control utilizando U de Mann-
Whitney.

6.1.3 Copularequlada por la hembra (ratas OVX)

a) Receptividad

La figura 4 muestra que en las hembras tratadas con STZ en la etapa adulta
hubo una disminucién significativa en el cociente de lordosis (U=3, p=0.005) y
la intensidad de la lordosis (U=3, p=0.005) en comparacion con el grupo buffer.
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Figura 4. Receptividad presentada por ratas OVX en la condicion de CR, en el modelo
de administracién de STZ en la etapa adulta (buffer n=9, STZ n=10). A) LQ (cociente de
lordosis) = (# lordosis/ #montas) X 100. B) IL (intensidad de la lordosis). Las barras
representan la media £+ EEM, **p<0.01 vs. grupo tratado con buffer utilizando U de Mann-
Whitney.

b) Proceptividad

El analisis de conductas proceptivas mostradas por las hembras OVX en el
paradigma de CR (fig. 5), utilizando el modelo de administracion de STZ en
etapa adulta, no se encontraron cambios estadisticamente significativos en el
namero de eventos presentados a lo largo de la copula en las ratas
hiperglucémicas (brincoteo/ zigzagueo: U=25, p=0.11, orejeo: U=37.5,
p=0.56). El porcentaje de hembras que despleg6 las conductas proceptivas
(brincoteo/zigzagueo: buffer 89% vs. STZ 90% p=1, y orejeo: buffer 89% vs.
STZ 90% p=1, prueba de Fisher) con respecto al grupo buffer tampoco mostro
diferencias significativas al ser comparadas con su grupo control.
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Figura 5. Conductas proceptivas presentadas por ratas OVX en la condicidon de CR, en
el modelo de administracion de STZ en la etapa adulta (buffer n=9, STZ n=10). A)
Brincoteo-zigzagueo. B) orejeo. Las barras representan la media + EEM, para la
comparacién entre grupos se utilizé U de Mann-Whitney. C) Porcentaje de hembras que
despliegan conductas proceptivas. Para la comparacién entre grupos se utilizé F Fisher.

c¢) Conductas agresivas

Al comparar las conductas agresivas mostradas a lo largo de la prueba de CR
por el grupo control y las ratas tratadas con STZ en etapa adulta, podemos
observar (fig. 6) que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el nUmero de eventos agresivos (U=25, p=0.10). Sin embargo,
se observa una tendencia al aumento en el nUmero de estas conductas en
animales tratados con STZ.
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Figura 6. Conductas agresivas presentadas por las ratas OVX, tratadas con STZ en la
etapa adulta (buffer n=9, STZn=10) en lacondicidon de CR. Las barras representan la media
+ EEM. Para la comparacién entre grupos se utilizé U de Mann-Whitney.
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d) Tiempo de permanencia en cada compartimento

La figura 7 muestra la evaluacion del tiempo de permanencia de las ratas
hembra en cada uno de los compartimentos y el tiempo de interaccion con el
macho en el paradigma de CR. No se encontraron cambios entre los grupos
experimentales en el tiempo que pasan las hembras en el compartimento
neutro (U=24, p=0.09), en el compartimento en donde se encuentra el macho
(U=24, p=0.09), ni en el tiempo de interaccion (U=23, p=0.08) (Figura 7).
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Figura 7.Tiempo de permanencia de ratas OVX en los dos compartimentos en la prueba
de CR, en el modelo de administracién de STZ en la etapa adulta (buffer n=9, STZ n=10).
A) tiempo que permanece lahembra en el compartimento donde se encuentra el macho.
B) tiempo de interaccion socio sexual hembra-macho. C) tiempo que permanece la
hembra en el compartimento neutro. Las barras representan la media + EEM. Para la
comparacion entre grupos se utilizé t-Student.

e) Componentes sensorial y motivacional de la cépula

En el grupo tratado con STZ en la etapa adulta, no fue posible calcular los
porcentajes de salida y las latencias de retorno después de la estimulacion.
Estas hembras no salieron del compartimento del macho después de recibir
una monta y s6lo 2 de las 10 ratas evaluadas salieron del compartimento
después de recibir una intromisién. Ademas, debido a los bajos niveles de
receptividad sélo 1 de 10 hembras recibié una eyaculacion, lo cual impidié
calcular los porcentajes de salida post intromision y post eyaculacion.
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6.1.4 Comparacion de la conducta sexual femenina presentada en
los paradigmas CnR vs. CR (10 montas) utilizando el modelo de
administracion de STZ en etapa adulta.

Como se mencion6 con anterioridad, para poder realizar la comparacion entre
los paradigmas de CnR vs. CR se consideraron Unicamente las primeras 10
montas realizadas por el macho a lo largo de la prueba, la cual, tuvo una
duracion total de 1 hora para la CR.

En la figura 8 se presenta la comparacion entre las conductas observadas en
el paradigma de CnR vs. CR. Como se puede observar, existe una diferencia
estadisticamente significativa en la receptividad: LQ (tratamiento: F(1,35=9.12,
p=0.0001, paradigma F(,35=0.0001, p=0.98, interaccion entre ambos factores:
Fa,35=0.35, p=0.55) e IL (tratamiento: F,35=27.62, p<0.001, paradigma
Fa,35=0.09, p=0.76, interaccion entre ambos factores: F(,35=0.45, p=0.50)
presentada por los animales tratados con STZ en la CnR y en la CR. Sin
embargo, en ambos casos el efecto fue sélo en el factor tratamiento y no
existieron diferencias dadas por el paradigma, ni en la interaccion entre
factores.

Asimismo, no se observan cambios estadisticamente significativos en las
conductas proceptivas desplegadas por ambos grupos experimentales en
ninguno de los paradigmas utilizados (brincoteo/zigzagueo tratamiento:
Fa@,35=2.78, p=0.10, paradigma Fq,35=3.84, p=0.06, interaccion entre ambos
factores: Fq,35=0.12, p=0.73 y orejeo tratamiento: F@,35=1.78, p=0.19,
paradigma F,35= 0.26, p=0.61, interaccién entre ambos factores: F(,35= 3.13,
p=0.09).

Finalmente, se presentd un aumento estadisticamente significativo en el
namero de eventos agresivos presentados por el grupo tratado con STZ
Unicamente en el paradigma de CnR (tratamiento: F,35=10.18, p=0.003,
paradigma: Fq,35=4.50 p=0.04, interaccion entre ambos factores: F(,35=0.90,
p=0.35). En este caso si hubo una diferencia significativa en el factor
paradigma que, sin embargo, no se reflejo en una interaccion entre factores.
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Figura 8. Analisis comparativo de la conducta sexual mostrada por ratas OVX en el
modelo de administracion de STZ en la etapa adulta en los paradigmas de CnR (buffer
n=10, STZ n= 10) y CR (buffer n=9, STZ n=10). Las barras representan la media + EEM.
*p<0.05; **p< 0.01 utilizando ANOVA de dos vias seguido de la prueba Tukey.
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6.1.5 Conducta sexual femenina de ratas tratadas con STZ en la
etapa adulta y restituidas con insulina glargina.

v' Peso corporal y niveles de glucosa plasmatica.

Como se muestra en la tabla 3, las ratas tratadas con STZ en etapa adulta y
restituidas con insulina glargina mostraron una pérdida de peso corporal, al
igual que el grupo de animales hiperglucémicos, al ser comparados con el
grupo administrado con buffer. Sin embargo, el dia de las pruebas
conductuales, los niveles de glucosa plasmatica en el grupo experimental que
recibid la administracion sub crénica de insulina exégena fueron menores de
los del grupo que no recibié la hormona, y fueron comparables a los del rango
normal del grupo control (F,43=236.8, p<0.0001).

Ganancia de peso Glucosa plasmética
(9) (mg/dl)
Buffer 36.92 £4.17 100.3 +3.72
STZ -3.70 £4.72 2 488.1 +20.78 @
STZ + glargina -15.38+5.752 84.3 40

Tabla 3. Ganancia de peso y niveles de glucosa plasmatica tras 10 dias de la
administracién de buffer, STZ, o STZ + glargina en la etapa adulta (Buffer n=10, STZ
n=10, STZ+glargina n=9. La ganancia de peso es expresada como la diferencia de peso
inicial y el peso al término del experimento. La glucosa plasmatica se determin6 después de
la prueba de conducta sexual. Se presenta la media + EEM, 2 p<0.001 vs. grupo tratado con
buffer, P p<0.0001 vs. grupo tratado con STZ utilizando ANOVA de una via de Kruskal Wallis
seguido de la prueba de Dunn para comparaciones multiples.

v Conducta sexual femenina

6.1.6 Copula no requlada por la hembra (ratas OVX)

a) Receptividad

La figura 9 muestra los efectos de la restitucion de insulina en los animales
tratados con STZ en etapa adulta sobre la conducta sexual. Como se puede
observar, el tratamiento con el analogo de insulina no revirtio la reduccion en
el cociente de lordosis producida por el tratamiento con STZ. Sin embargo, la
intensidad de la lordosis en el grupo administrado con glargina fue similar a la
presentada por los animales del grupo control.
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Figura 9. Receptividad presentada por ratas OVX en la condicion de CnR, tratadas con
buffer, STZ o STZ+glargina en la etapa adulta (buffer n=10, STZ n= 10, STZ+glargina
n=9). A) LQ (cociente de lordosis)= (# lordosis/ #montas) X 100. B) IL (intensidad de la
lordosis). Las barras representan la media £ EEM, *p<0.05, **p<0.01 y ***p< 0.001 vs. grupo
tratado con buffer, prueba de Dunn para comparaciones multiples.

b) Proceptividad

La glargina produjo un incremento significativo en la expresion de las
conductas proceptivas del tipo brincoteo/zigzagueo respecto del grupo control
y del grupo tratado con STZ en la etapa adulta como se muestra en la figura
10 (brincoteo/ zigzagueo: H=9.728, p=0.008), sin modificar el namero de
orejeos presentados por las hembras en la prueba de CnR (orejeo: H=2.23,
p=0.33).
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Figura 10. Conductas proceptivas presentadas por ratas OVX en la condicion de CnR,
tratadas con buffer, STZ o STZ+glargina en la etapa adulta en (buffer n=10, STZ n= 10,
STZ+glargina n=9). A) Brincoteo-zigzagueo. B) orejeo. Las barras representan la media +
EEM. *p<0.05 vs. grupo tratado con buffer, ~p<0.01 vs. grupo tratado con STZ, prueba de
Dunn para comparaciones multiples.
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c) Conductas agresivas

Como se mostré anteriormente, en la seccion 6.1.3, las hembras tratadas con
STZ en la etapa adulta presentaron un incremento en las conductas agresivas
en el paradigma de CnR. La administracion exdgena de insulina a los animales
hiperglucémicos revirtié este incremento produciendo un nimero de eventos
agresivos comparable a los mostrados por los animales control (agresividad:
H=8.37, p=0.01), como se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Conductas agresivas presentadas por las ratas hembra OVX tratadas con
buffer, STZ o STZ+glargina en la condicién de CnR en la etapa adulta (buffer n=10, STZ
n=10, STZ+glargina n=9). Las barras representan la media + EEM, *p< 0.05 vs. grupo tratado
con STZ, “p< 0.05 vs. grupo tratado con STZ, prueba de Dunn para comparaciones multiples.

6.1.7 Actividad ambulatoria espontanea

El analisis estadistico de la actividad ambulatoria espontanea (fig. 12) de las
ratas tratadas con STZ en la etapa adulta y aquellas restituidas con insulina
glargina mostré que no existen diferencias significativas entre los grupos en
ninguno de los criterios evaluados: actividad ambulatoria (H=0.88, p=0.64),
movimientos estereotipados (H=0.30, p=0.86) y erguimientos (H=0.73,
p=0.70).
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Figura 12. Actividad ambulatoria espontanea de animales OVX, tratados con buffer, STZ
0 STZ+glargina en la etapa adulta (buffer n=10, STZ n=10, STZ+glargina=9). Las barras
representan la media + EEM, para la comparacion entre grupos se utiliz6 ANOVA de una via
de Kruskal Wallis seguido de la prueba de Dunn para comparaciones multiples.

6.2HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR LA ADMINISTRACION DE STZ EN
LA ETAPA NEONATAL

Para determinar si la administracion de STZ en la etapa neonatal tenia efectos
en el desarrollo de las crias, se evalud el peso corporal a lo largo de 12
semanas antes de la prueba de conducta sexual. En este disefio experimental
sélo se consideraron los animales que presentaron intolerancia a la glucosa a
las 8 semanas de vida (valores de glucosa en sangre superiores a los 250
mg/dl). A continuacion se muestran los valores obtenidos para ambas
determinaciones.

6.2.1 Peso corporal y niveles de glucosa plasmaéatica.

a) Ganancia de peso corporal semanal

En el modelo de administracién de STZ en etapa neonatal el grupo control y el
tratado con STZ presentaron un aumento de peso similar a lo largo de las
primeras 10 semanas de desarrollo. Después de la ovariectomia, pudimos
observar una disminucién en la ganancia de peso corporal en los animales
tratados con STZ (tratamiento: F(,42=0.57, p=0.45, tiempo: Fa2s04)= 3252,
p<0.0001, interaccion entre ambos factores: F(2504=4.26, p<0.0001) (ver
fig.13).
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Figura 13. Curso temporal del aumento de peso de ratas OVX tratados con buffer (n=22)
0 STZ (n=22) en la etapa neonatal. Se presenta la media * error estdndar de la media (EEM),
*p< 0.05, **p<0.01 vs. grupo tratado con buffer, prueba Holm-Sidak. OVX= ovariectomia
bilateral.

b) Prueba de tolerancia a la glucosa

La administracién de la solucién de sacarosa produjo un aumento significativo
de la concentracion de glucosa plasmatica en ambos grupos, siendo
significativamente mayor el aumento en el grupo tratado con STZ en la etapa
neonatal a los 30, 60, 90 y 120 min post-carga (tratamiento: Fa57)=52.71,
p<0.0001; tiempo: F@,228=124.5, p<0.0001; interaccion entre los dos factores:
F,228=50.56, p<0.001) en comparacion con los controles (Figura 14).
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Figura 14. Curso temporal de las modificaciones en glucosa plasmatica tras la
administracion oral de sacarosa [2 g/kg] en animales OVX tratados con buffer (n=22) o
STZ en la etapa neonatal (n=22). Se presenta la media + EEM, **p< 0.01, ***p< 0.001 vs.
grupo tratado con buffer, prueba Holm- Sidak.
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v" Conducta sexual femenina

6.2.2 Copulano requlada por la hembra (ratas OVX)

a) Receptividad

Como se observa en la fig. 15, la receptividad de las ratas tratadas con STZ
en la etapa neonatal se encontré disminuida en la prueba de CnR, efecto
observado tanto en el LQ (p=0.038) (panel A), como en la IL (p=0.02) (panel
B) al compararse con el grupo tratado con buffer de citratos.
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Figura 15. Receptividad presentada por ratas OVX en la condicion de CnR, en el modelo
de administracion de STZ en la etapa neonatal (buffer n=12, STZ n=12). A) LQ (cociente
de lordosis) = (# lordosis/ #montas) X 100. B) IL (intensidad de la lordosis). Las barras
representan la media £ EEM, *p< 0.05 vs. grupo control utilizando U de Mann-Whitney.

b) Proceptividad

Al evaluar la proceptividad sexual de los animales tratados con STZ en etapa
neonatal (fig. 16), no se observaron cambios estadisticamente significativos
en ninguna de las conductas registradas: brincoteo/zigzagueo (U=61.50,
p=0.56) y orejeo (U=41, p=0.07), ni en el porcentaje de hembras que
desplegaron las conductas (panel C) (brincoteo/zigzagueo: buffer 100%, STZ
100%, p=1, orejeo: buffer 100%, STZ 75%, p=0.22, prueba de Fisher).
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Figura 16. Conductas proceptivas presentadas por ratas OVX en la condicion de CnR,
en el modelo de administracidon de STZ en la etapa neonatal (buffer n=12, STZ n=12). A)
Brincoteo-zigzagueo, B) orejeo. Las barras representan la media + EEM. Para la
comparacion entre grupos se utilizé U de Mann-Whitney C) Porcentaje de hembras que
despliegan conductas proceptivas. Para la comparacién entre grupos se utilizé F Fisher.

c) Conductas agresivas

En el paradigma de CnR se registré un aumento significativo de las conductas
agresivas (U=35, p=0.03) en el grupo tratado con STZ etapa neonatal, al
compararse con el grupo tratado con buffer (Fig. 17).
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Figura 17. Conductas agresivas presentadas por larata hembra OVX en la condicion de
CnR, en el modelo de administracion de STZ en la etapa neonatal (buffer n=12, STZ
n=12). Las barras representan la media + EEM, *p< 0.05 vs. grupo control utilizando U de
Mann-Whitney.
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6.2.3 Copularegulada por la hembra (ratas OVX)

a) Receptividad

Cuando se evaluo la receptividad sexual (fig. 18) de los animales tratados con
STZ en la etapa neonatal en el paradigma en el que la hembra controla el ritmo
de la cépula, no observamos cambios estadisticamente significativos en el
cociente de lordosis (U=35, p=0.26), ni en la intensidad de la lordosis (U=27,
p=0.08).
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Figura 18. Receptividad presentada por las ratas hembra OVX en la condicién de CR, en
el modelo de administracidon de STZ en la etapa neonatal (buffer n=10, STZ n=10). A) LQ
(cociente de lordosis) = (# lordosis/ # montas) X 100. B) IL (intensidad de la lordosis).
Las barras representan la media + EEM, para la comparacién entre grupos se utilizé6 U de
Mann-Whitney.

b) Proceptividad

En la figura 19 se presentan las conductas proceptivas desplegadas por la
hembra en ambos compartimentos (compartimento donde permanece el
macho o el neutro). Como se puede observar, existe una disminucion
estadisticamente significativa en el numero de brincoteos/zigzagueos
presentados por las hembras tratadas con STZ en etapa neonatal (U=23.5,
p=0.05) al ser comparadas con el grupo control. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos en la conducta de orejeo
(U=125, p=0.92). No existe una diferencia en el porcentaje de hembras que
realizan brincoteos (buffer: 100% vs. STZ: 100%, p=1, prueba de Fisher) y
orejeos (buffer: 100% vs. orejeos 70%, p=1, prueba de Fisher) (panel C).
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Figura 19. Conductas proceptivas presentadas por ratas OVX en la condicién de CR, en
el modelo de administracion de STZ en la etapa neonatal (buffer n=10, STZ n=10). A)
Brincoteo-zigzagueo. B) orejeo. Las barras representan la media £ EEM, *p< 0.05 vs. grupo
tratado con buffer utilizando U de Mann-Whitney. C) Porcentaje de hembras que despliegan
conductas proceptivas. Para la comparacion entre grupos se utilizé F Fisher

c) Conductas agresivas

En la figura 20 se presentan las conductas agresivas registradas en la prueba
de CR. Como se puede ver, no hubo diferencia significativa (U=46, p=0.77) en
el nimero de eventos agresivos presentados por el grupo tratado con STZ en
la etapa neonatal, respecto al tratado con buffer.
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Figura 20. Conductas agresivas presentadas por la hembra OVX en la condicion de CR,
en el modelo de administracién de STZ en la etapa neonatal (buffer n=10, STZ n=10). Las
barras representan la media + EEM. Para la comparacion entre grupos se utilizé6 U de Mann-
Whitney.

d) Tiempo de permanencia en cada compartimento

En el paradigma de CR también se evaluo el tiempo de permanencia de la
hembra en cada compartimento, asi como el tiempo de interaccién con el
macho.
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La figura 21 muestra que no hubo cambios en ninguno de los parametros
evaluados (tiempo de permanencia en el compartimento del macho (t=0.08,
p=0.94), tiempo de interaccién (t=0.40, p=0.70) y tiempo de permanencia en el
compartimento neutro (t=0.38, p=0.71).

A Tiempo de permanencia compartimento macho B Tiempo de interaccion C Tiempo de permanencia compartimento neutro
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Figura 21. Tiempo de permanencia en los compartimentos alo largo de lapruebade CR,
en el modelo de administracion de STZ en la etapa neonatal (buffer n=10, STZ n=10). A)
tiempo que permanece la hembra en el compartimento donde se encuentra el macho.
B) tiempo de interaccién hembra-macho. C) tiempo que permanece la hembra en el
compartimento neutro. Las barras representan la media + EEM. Para la comparacion entre
grupos se utilizé t-Student.

e) Componentes sensorial y motivacional de la cépula

Los porcentajes de salida y la latencia de retorno después del contacto sexual
no pudieron ser determinados debido a que a pesar de que 7 hembras tratadas
con STZ en la etapa neonatal recibieron intromisiones, sélo 3 abandonaron el
compartimento después de la estimulacion. Ademas, soélo 1 de las 10 hembras
tratadas con STZ presentd una salida al compartimento neutro después de
recibir una eyaculacién, impidiendo calcular los parametros antes
mencionadas.

6.2.4 Actividad ambulatoria espontanea

El analisis de la actividad espontanea (fig. 22) presentada por las ratas
tratadas con STZ en la etapa neonatal, mostré6 que no hay diferencias en
ninguno de los criterios evaluados: actividad ambulatoria (t=1.18, p=0.26),
movimientos estereotipados (t=1.18, p=0.26) y erguimientos (t=0.68, p=0.51).
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Figura 22. Actividad ambulatoria espontanea de animales OVX, tratados con STZ en la
etapa neonatal (buffer n=7, STZ n=8). Las barras representan la media + EEM, para la
comparacion entre grupos se utilizé t de Student.

6.2.5 Comparaciéon de la conducta sexual presentada en los
paradigmas CnR vs. CR (10 montas) utilizando el modelo de
administracion de STZ en etapa neonatal

Nuevamente, para poder realizar el analisis comparativo entre las dos pruebas
(CnR vs. CR) se consideraron unicamente las primeras 10 montas realizadas
por el macho en cada uno de los paradigmas.

En la figura 23 se presenta la comparacién de todas las conductas observadas
en el paradigma de CnR vs. CR. Como se puede observar, hubo una
disminucién estadisticamente significativa en el LQ, (panel A; tratamiento:
F,40=7.98, p=0.007, paradigma F@,40=1.39, p=0.25; interaccion entre ambos
factores: Fq,40=1.36, p=0.25) y la IL (panel B; tratamiento: F(,40=11.68,
p=0.001, paradigma F@,40=0.05, p=0.83, interacciéon entre ambos factores:
F@,40=0.83, p=0.37,) presentada por los animales en ambos paradigmas de
conducta sexual. En el panel C de esta misma figura se puede observar que
el grupo tratado con STZ en etapa neonatal presentd una disminucién
significativa en las conductas de brincoteo/zigzagueo (tratamiento: F(,40=7.11,
p=0.01, paradigma F@40=0.48, p=0.49, interaccion entre ambos factores:
Fa.40=7.32, p=0.01). Sin embargo, no se encontraron cambios en el orejeo
(panel D) realizado por las hembras en ambas condiciones experimentales, ni
en los distintos paradigmas de conducta sexual utilizados (tratamiento:
Fa,40=0.64, p=0.43, paradigma Fa,40=6.22, p=0.02, interaccion entre ambos
factores: F@,40=1.83, p=0.18).

Finalmente, se encontr0 un aumento estadisticamente significativo en el
numero de eventos de agresividad (panel E) en el grupo tratado con STZ en
etapa neonatal Unicamente cuando la conducta de los animales es evaluada
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en el paradigma de CnR (tratamiento: F@40=1.94, p=0.17, paradigma
F@,40=0.99, p=0.33, interaccion entre ambos factores: F(1,40=5.02, p=0.03).

Cociente de lordosis Intensidad de lordosis

1001 31
I e

.
T _ -

401

LQ
.I
_|>(.

201

0 T T 0 T T
CnR CR CcnR CR
Brincoteo/zigzagueo Orejeo

20 7 4

2] 12

° T e T

c 154 T 34

[} [}

> >

o o T
[} [}

o 104 T 2 24

° T °

: : T
E 54 £ 14

£ i g

z z

0 T T 0 T T
CnR CR CnR CR

E Agresividad

151

[ Buffer

N T = s1z

[ -
0 T T
CnR CR

Niumero de eventos

Figura 23. Comparacién de la conducta sexual utilizando el modelo de administracion
de STZ en la etapa neonatal de ratas OVX y evaluadas en el paradigma de CnR (buffer
n=12, STZ n= 12) vs. ratas OVX evaluadas en el paradigma de CR (buffer n=10, STZ
n=10). A) LQ (cociente de lordosis) = (# lordosis/ #montas) X 100. B) IL (intensidad de la
lordosis). C) Brincoteo/ zigzagueo. D) Orejeo. E) Agresividad. Las barras representan la
media + EEM. *p<0.05, **p< 0.01 vs. grupo tratado con buffer, prueba de Tukey.
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6.2.6 Comparacion de la conducta sexual de ratas hembras OVX vs.
intactas administradas con STZ en etapa neonatal y evaluadas en
el paradigma de CnR.

a) Ciclo estral

La figura 24 muestra el nimero de veces que los animales tratados con STZ
en la etapa neonatal mostraron las distintas fases del ciclo estral durante 14
dias, en su etapa adulta. El analisis estadistico de esta serie de datos,
demostré que no hubo diferencias significativas entre los grupos en el nimero
acumulativo de eventos de proestro, estro, metaestro y diestro. Es decir, la
STZ administrada neonatalmente no modifico la regularidad del ciclo.
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Figura 24. Numero acumulativo de eventos de cada fase del ciclo estral presentados
durante 14 dias de hembras adultas intactas tratadas con buffer (n=7) o con STZ (n=8)
en la etapa neonatal. Se presenta la media + EEM, para la comparacion entre grupos se
utilizé U Mann Whitney.

b) Ganancia de peso corporal semanal

En la figura 25 se presenta el curso temporal del aumento en el peso corporal
de las ratas hembra intactas y OVX que fueron tratadas con STZ o buffer en
la etapa neonatal. Los resultados del aumento de peso en el grupo OVX se
presentan con mayor detalle en la seccion 6.2.1. En los grupos de ratas
hembra intactas, el aumento de peso corporal del grupo tratado con STZ fue
similar al tratado con buffer hasta la semana 11 de vida (p=0.09). En la semana
12 el grupo de ratas hembra intactas tratadas con STZ sigui6 incrementado su
peso corporal al igual que el grupo tratado con buffer, pero con una menor
intensidad en el ritmo de crecimiento (p=0.021).
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La comparacion del aumento de peso presentado por los animales tratados
con STZ en la etapa neonatal y que fueron ovariectomizados en la etapa adulta
vs. los que se mantuvieron intactos, muestra que después de la cirugia
(semana 11y 12) no se presentaron cambios en el patrén de ganancia de peso
de los animales tratados con STZ (Tratamiento F;55=5.42, p=0.61 tiempo:
Fa2,660=3580, p<0.001; interaccion entre ambos factores: F(36660=2.22,
p<0.001).
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Figura 25. Curso temporal del aumento de peso en ratas OVX (buffer n=12, STZ n=12) y
en ratas intactas (buffer n=7, STZ n=8) con administracion de STZ en la etapa neonatal.
Se presenta la media £ EEM, **p< 0.01. ***p<0.001 vs. grupo OVX tratado con buffer en la
etapa neonatal, +p<0.05 vs. grupo intacto tratado con buffer en la etapa neonatal, prueba
Holm-Sidak. OVX= ovariectomia bilateral.

6.2.7 Copula no requlada por la hembra (ratas OVX vs. ratas intactas)

a) Receptividad

Como se observa en la fig. 26, no se encontraron diferencias en la receptividad
(p=0.96) presentada por las hembras OVX al compararlas con las hembras
intactas. El analisis estadistico, utilizando la prueba U de Mann Whitney, no
arrojo diferencias en el LQ y la IL (LQ: U=15, p=0.20; IL U=21.5, p= 0.57) al
comparar ambas condiciones experimentales (buffer vs. STZ). Asimismo, el
andlisis de varianza de dos vias, no mostrd diferencias estadisticamente
significativas entre la receptividad exhibida por los animales intactos vs. OVX
(ANOVA para LQ: Tratamiento F@,35=5.42, cirugia: F@,35=0.64, p=0.428;
p=0.03; interaccion entre ambos factores: F,35=0.01, p=0.91 y para IL:
Tratamiento F(1,35=2.60, p=0.12, cirugia: F,35=0.81, p=0.37; interaccién entre
ambos factores: F(1,35=0.08, p=0.78).
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Figura 26. Receptividad presentada en la condicion de CnR, en el modelo de
administracion de STZ en la etapa neonatal en ratas OVX (buffer n=12, STZ n=12) y en
ratas intactas (buffer n=7, STZ n=8). A) LQ (cociente de lordosis) = (# lordosis/ #montas)
X 100. B) IL (intensidad de la lordosis). Las barras representan la media + EEM, para la
comparacioén entre grupos se utilizé la prueba de Tukey.

b) Proceptividad

El andlisis de varianza de dos vias realizado para comparar la proceptividad
de los grupos tratados con STZ en etapa neonatal intactos vs. OVX, mostro
una diferencia entre el nimero de eventos de brincoteo/zigzagueo, el cual fue
mayor en las ratas intactas tratadas con buffer, en comparacién con el grupo
intacto tratado con STZ y con los grupos ovariectomizados (tratados con buffer
y STZ en etapa neonatal) (Tratamiento: F@,35=2.60, p=0.12; cirugia:
F@a,35=0.81, p=0.37; interaccion entre ambos factores: F(1,35=0.08, p=0.78).
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Figura 27. Conductas proceptivas presentadas en la condicion de CnR, en el modelo de
administracién de STZ en la etapa neonatal en ratas OVX (buffer n=12, STZ n=12) y en
ratas intactas (buffer n=7, STZ n=8). A) Brincoteo-zigzagueo, B) orejeo. Las barras
representan la media £ EEM. **p<0.01 vs. grupo OVX tratado con buffer en la etapa neonatal,
**p<0.01 vs. grupo OVX tratado con STZ en la etapa neonatal, ++p<0.01 vs. grupo intacto
tratado con buffer en etapa neonatal utilizando la prueba de Tukey.
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c) Conductas agresivas

En la figura 28 se muestra el nUmero de eventos agresivos presentados por
las hembras en el paradigma de CnR. Como se puede observar, las ratas OVX
tratadas con STZ en etapa neonatal presentan un aumento en el nimero de
conductas agresivas al ser comparadas con sus respectivos controles y con
los grupos de ratas intactas tratadas con STZ o con buffer en la etapa neonatal
(Tratamiento F,35=4.19, p=0.048, Cirugia: F@,35=6.91, p=0.01; interaccion
entre ambos factores: Fq,35=2.87, p=0.10).
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Figura 28. Conductas agresivas presentadas por la hembra OVX en lacondiciéon de CnR,
en el modelo de administracion de STZ en la etapa neonatal (buffer n=12, STZn=12)y
en ratas intactas (buffer n=7, STZ n=8). Las barras representan la media + EEM, *p< 0.05
vs. grupo OVX tratado con buffer en la etapa neonatal, +p< 0.05 vs. grupo OVX tratado con
STZ en la etapa neonatal utilizando la prueba de Tukey.

6.3COMPARACION DE LA CONDUCTA SEXUAL DE LAS HEMBRAS EN
DOS MODELOS DE HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR LA
ADMINISTRACION DE STZ

Se realizO una comparacion entre los dos modelos experimentales de
administracion de STZ (en la etapa adulta vs. etapa neonatal), para determinar
si la etapa de administracion tiene algun efecto sobre la conducta sexual en
los dos paradigmas utilizados: CnR y CR.
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6.3.1 Copulano requlada por la hembra

En la figura 29 se muestran los resultados para todos los parametros de la
conducta sexual femenina evaluados en este paradigma. El analisis
estadistico de estos datos utilizando un ANOVA de dos vias y la prueba post-
hoc mostro un efecto del tratamiento (administracion de STZ vs. Buffer), pero
no de la etapa de administracion del farmaco (adulta vs. neonatal).

De la misma manera, la IL se ve modificada por el tratamiento (existe una
disminucién), pero no por la etapa de administracion (Tratamiento
F@,40=18.10, etapa de admon.: F,40=2.48, p=0.12, p=0.001, interaccion entre
ambos factores: Fa,40=1.51, p=0.23). El andlisis de comparaciones multiples
arrojo diferencias entre el grupo tratado con STZ en comparacion con su
control en la etapa adulta (p=0.0001), pero no en la neonatal (p=0.12).

Las conductas proceptivas (brincoteo/zigzagueo (Tratamiento Fq,40=0.37,
p=0.55, etapa de admon.: F@40=2.79, p=0.10, interaccién entre ambos
factores: F(1,40=0.44, p=0.51) y orejeo (Tratamiento F(1,40=0.39, p=0.54; etapa
de admon.: F@,40=0.03, p=0.87, interaccion entre ambos factores: F(1,40=1.63,
p=0.206) no presentaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar las etapas de administracion, ni las distintas condiciones
experimentales (tratamiento con buffer o STZ).

Finalmente, respecto a las conductas agresivas, el analisis estadistico mostro
un aumento en el nUmero de eventos de agresividad, si se considera el efecto
del tratamiento utilizado, pero no la etapa en la que se administré la STZ
(Tratamiento F(,40=12.06, p=0.001, etapa de admon.: Fa40=0.11, p=0.75;
interaccidn entre ambos factores: F(1,40=0.004, p=0.95).
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Figura 29. Comparacién entre la conducta sexual de ratas OVX en el modelo de
administracion de STZ en etapa neonatal (buffer n=12, STZ n=12) y en el modelo de
administracion de STZ en etapa adulta (buffer n=10, STZ n=10), evaluadas en el
paradigma de CnR. A) LQ (cociente de lordosis) = (# lordosis/ #montas) X 100. B) IL
(intensidad de la lordosis). C) Brincoteo/ zigzagueo. D) Orejeo. E) Agresividad. Las
barras representan la media + EEM. *p<0.05 vs. grupo tratado con buffer en la etapa adulta,
**p< 0.01 vs. grupo control utilizando ANOVA de dos vias seguido de la prueba Tukey.
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6.3.2 Copularegqulada por la hembra

En la figura 30 se agruparon los distintos parametros evaluados en el
paradigma de CR para la comparacion entre los dos modelos de
administracion de STZ. Se puede observar una disminucién en el cociente de
lordosis dependiente del tratamiento, pero no de la etapa en la que se
administra la STZ (Tratamiento Fa,32=8.32, p=0.007; etapa de admon.:
Fa,32=0.32, p=0.58; interaccion entre ambos factores: F(1,32=1.04, p=0.32). En
la intensidad de lordosis, se presenta una disminucion dependiente del
tratamiento, pero no de la etapa de la administracion (tratamiento Fqa,32=11.24,
p=0.002; etapa de admon.: F@32=1.61, p=0.21; interaccion entre ambos
factores: Fa,32=5.68, p=0.02).

De manera interesante, se presenta un aumento en las conductas proceptivas
de brincoteo/zigzagueo por la etapa de administracion en la que se administra
la STZ (tratamiento Fa,32=1.19, p=0.28; etapa de admon.: F(1,32=6.40, p=0.02;
interaccién entre ambos factores: F@,32=0.91, p=0.35). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en el orejeo ni por el tratamiento ni por
la etapa de administracion de STZ (tratamiento F1,32=0.21, etapa de admon.:
Fa,32=0.007, p=0.98; p=0.65; interaccion entre ambos factores: F(,32=0.01,
p=0.91).

Para finalizar, el niamero de conductas agresivas no mostré6 cambios
significativos, ni por efecto del tratamiento, ni por la etapa de administracion
(tratamiento F(1,32=0.04, p=0.84, etapa de admon.: F@32=4.89, p=0.03;
interaccién entre ambos factores: F(1,32=0.05, p=0.83).
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Figura 30. Comparacion de la conducta sexual presentada por ratas OVX en el modelo
de administracién de STZ en etapa neonatal (buffer n=10, STZ n= 10) y el modelo de
administracion de STZ en etapa adulta (buffer n=9, STZ n=10), evaluadas en el
paradigma de CR. Las barras representan la media £+ EEM. *p< 0.05 vs. grupo tratado con
buffer, **p<0.01 vs. grupo tratado con buffer utilizando ANOVA de dos vias seguido de la

prueba Tukey.
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VIl. DISCUSION

A manera de resumen en la tabla 4, y para facilitar la lectura de esta seccion,
se presentan los resultados obtenidos para cada modelo de administracion de
STZ en los paradigmas utilizados (CnR y CR).

Admon. STZ en la etapa Admon. STZ en la etapa

adulta neonatal
OVX OVX Intactas
CnR CR CnR CnR CR CnR
[Insulina]

Receptividad u u l 1

Proceptividad

—

Agresividad 1 T

— |t

Tabla 4. Comparaciéon de la conducta sexual y conductas agresivas, con dos modelos
de administracion de STZ, bajo dos paradigmas de copula.

Modelo de administracion de STZ en etapa neonatal o adulta

- Administracion de STZ sobre el peso corporal y los niveles de glucosa
plasmatica.

Nuestros datos reproducen lo ya reportado sobre los efectos de la
administracion de STZ en el peso corporal y en los niveles de glucosa
plasmatica. En el modelo de administracion en la etapa adulta utilizado en este
y otros trabajos, se presenté un aumento marcado en los niveles de glucosa
plasmatica (<300 mg/dl), el cual puede ser observado desde la primera hora
después de la administraciéon de este farmaco y que se mantiene constante a
lo largo del tiempo. Dicho incremento es causado por la citotoxicidad selectiva
de la STZ sobre las células B pancreaticas lo que a su vez provoca una
hipoinsulinemia permanente. La pérdida de peso en estos animales es
explicada por la pérdida de la homeostasis de la glucosa e insulina inducida
por la muerte de las células 3, con el consecuente decremento en la utilizacion
caldrica y el almacenamiento de glucosa por los tejidos periféricos sensibles a
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la insulina (tejido adiposo, hepatico y musculo esquelético) como resultado de
la insuficiencia en la secrecion de esta hormona (Lenzen, 2008; Sipols, 1995).

De la misma manera, nuestros datos sobre el peso corporal de los animales
tratados con STZ en etapa neonatal concuerdan con lo reportado por otros
(Patel, Santani, Patel, & Shah, 2015; Portha, Picon, & Rosselin, 1979;
Serradas & Dolz, 2007). Se sabe que los animales tratados con STZ en etapa
neonatal presentan una disminucion en el peso corporal, en los primero 5 dias
después de la administracion de este farmaco, debido a que en este periodo
los animales desarrollan una hiperglucemia e hipoinsulinemia transitoria,
causadas por la muerte de cierto porcentaje de células 3 pancreéticas. Debido
al incremento en el numero de células 3 pancreaticas que ocurre en los dias
posteriores, se recupera la funcion celular con la consecuente normalidad en
la secrecion de insulina (Arulmozhi et al., 2004; Inhasz Kiss et al., 2013; Portha
& Kergoat, 1985), hormona que participa también en el crecimiento y desarrollo
corporal (Livingstone & Collison, 2002). Es por esto, que los animales tratados
con STZ presentan un aumento de peso similar al del grupo control en las
primeras 10 semanas de vida.

En un estudio realizado en ratas macho tratadas con STZ en el dia 5 postnatal,
los animales mostraron una tasa de crecimiento menor a la del grupo control
desde la semana 8, hasta la 12. De hecho, en la 122 semana de vida se
presentd una disminucién en el peso corporal (Serradas & Dolz, 2007), tal y
como nosotros lo observamos en nuestros ensayos. Asimismo, en
concordancia con este trabajo, una investigacion realizada por el grupo de
Patel (2015), que utilizé indistintamente machos y hembras tratados con STZ
en el dia 2 postnatal, mostré que estos animales presentaban una reduccién
en el peso corporal a las 10 semanas de vida (Patel et al., 2015). Respecto a
las hembras tratadas con STZ en etapa neonatal, se ha reportado que ganan
en promedio 10% menos de peso corporal desde el primer mes hasta los doce
meses en comparacion con su grupo control (Portha et al., 1979).

Un estudio realizado en ratdbn demostro la estrecha relacion entre el sexo y el
desarrollo de hiperglucemia (Michelis, Kim, & Shin, 1982). Este grupo
comprobd que el tratamiento con STZ afecta de manera diferencial a machos
y hembras, siendo los machos los méas afectados. Asimismo, demostré que en
las hembras los estrégenos juegan un papel inhibitorio en el establecimiento
de la hiperglucemia provocada por la administracion de STZ. Esto podria
explicar por qué al eliminar la principal fuente de secrecion de estradiol -
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después de la ovariectomia-, nuestros animales pierden la proteccion brindada
por los estrogenos sobre los efectos de la hiperglucemia en el peso corporal.

Respecto a la curva de tolerancia a la glucosa en los animales tratados con
STZ en etapa neonatal, nuestros resultados concuerdan con otros
previamente reportados en los que se muestra que los animales tratados con
STZ en etapa neonatal, en la 82 semana de vida presentan valores de
hiperglucemia moderados (150-180 mg/dl) y una respuesta anormal en la
prueba de tolerancia a la glucosa (i.v. 0 v.0.), debido a la disminucion del 50%
en la secrecion de insulina pancreatica (Oidor-Chan et al., 2016; Portha et al.,
1979; Serradas & Dolz, 2007). La intolerancia a la glucosa puede ser explicada
por la pérdida parcial de células B pancreaticas que se presenta tras la
administracion de este farmaco (Liang et al., 2011; Portha & Movassat, 2007).

Conducta sexual de la rata hembra tratada con STZ en etapa neonatal o
adulta

a) Receptividad

-Las hembras tratadas con STZ en etapa adulta presentan un perfil de
conducta sexual similar en el paradigma de CnRy CR.

Después de 10 dias de la administracion de STZ las hembras adultas
presentaron una disminucién en el LQ y en LI en concordancia con otros
estudios (Ahdieh et al., 1983; Gentry & Blaustein, 1977; Hashimoto et al., 2010;
Karkanias et al., 1997; Kovacs et al., 2003; Saito et al., 1999; Siegel & Wade,
1979). Cabe sefialar que nuestro trabajo es el primero en realizar esta
evaluacion en el paradigma de CR observando, de igual forma, una
disminucién en la receptividad sexual de estas hembras.

Mucho se ha discutido acerca de las posibles causas que podrian explicar la
inhibicion en la receptividad presente en los animales con DM; se plantean
cambios tanto a nivel central, como a nivel periférico. A nivel central, se ha
demostrado que estos animales presentan una disminucion en la union del
complejo estradiol-receptor en varias areas cerebrales como el area predptica
media, (MPOA por sus siglas en inglés) y en la hipofisis (Ahdieh et al., 1983;
Coirini, Weisenberg, Tornello, & De Nicola, 1980; Dudley, Ramirez, & Wade,
1981; Gentry & Blaustein, 1977), tanto en el citosol (Ahdieh et al., 1983; Coirini
et al., 1980), como en el nucleo (Coirini et al., 1980; Gentry & Blaustein, 1977;
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Siegel & Wade, 1979). De forma interesante, el tratamiento agudo (24 h) o
cronico (7 dias) de restitucion de insulina, fue inefectivo para restaurar los
niveles normales del receptor de estrégenos a (Ahdieh et al., 1983; Dudley et
al., 1981). Trabajos en ratones hembra en los que se ha bloqueado la
expresion del gen que codifica para el receptor a de estrégenos (Musatov,
Chen, Pfaff, Kaplitt, & Ogawa, 2006; Ogawa et al., 1998) han reportado que en
comparaciéon con animales que no fueron manipulados genéticamente,
presentan una disminucion en la lordosis y un aumento en las conductas
agresivas, que es un perfil conductual similar al de las hembras tratadas con
STZ en la etapa adulta encontrado en este trabajo. Estos hallazgos sugieren
la posible participacion de este subtipo de receptor a estrogenos en las
acciones observadas en este trabajo.

Por otro lado, se ha reportado una disminucién en el tamafio de las neuronas
del mPOA después de 4 meses de la administracion de STZ (Bestetti, Hofer,
& Rossi, 1987). En otro estudio, se demostrd que la hiperglucemia generada
por la administracion de STZ provoca cambios en las proyecciones neuronales
del mPOA. En esa investigacion, realizada por el grupo de Mohamadi (2015),
utilizaron un marcador neuronal, el cual fue inyectado en el mPOA; dicho
marcador es transportado por los axones de manera retrégrada hacia la
amigdala y la estria terminal (areas importantes en la regulacion de la
conducta sexual). Mohamadi y cols. reportaron que el nUmero de neuronas
marcadas en estas areas era significativamente menor en el grupo tratado con
STZ en comparacion con su control, concluyendo que las proyecciones
neuronales provenientes del mPOA en estos dos sitios cerebrales se
encuentra disminuida (Mohamadi, Jameie, & Akbari, 2015). Cambios similares
podrian estar interfiriendo en la adecuada consumacion de la copula en
nuestros animales.

Como ya hemos mencionado, los cambios presentados por la hiperglucemia
son variados; a nivel periférico se tiene evidencia de que la hiperglucemia
inducida por STZ después de 2 0 4 semanas disminuye el flujo vaginal después
de la estimulacion del nervio pélvico en ratas (Lee et al., 2012), ademas de
existir fibrosis en el tejido vaginal (Park et al., 2001). Los animales tratados con
STZ, de manera crénica (10 semanas de tratamiento) presentan también
cambios anatémicos y funcionales en la vagina (por ejemplo el desarrollo de
fibrosis en el tejido) (Kim et al., 2006).Todos estos dafios patoldgicos pudieran
afectar la respuesta genital durante la copula, provocando la disminucion en la
receptividad.
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Se ha propuesto que la pérdida de peso, mediante un mecanismo inespecifico
de dafio general, pudiera ser responsable de la reduccion en la receptividad
sexual de los animales tratados con STZ. Dicha premisa, fue considerada por
el grupo de Karkanias y cols. (1997). En su trabajo evaluaron la conducta
sexual de un grupo de ratas normoglucémicas con una dieta restringida (sélo
consumiendo el 60% del alimento promedio diario) y un grupo tratado con STZ.
Al cabo de 10 dias los animales mostraban una pérdida de peso similar en
ambos grupos. Sin embargo, el grupo normoglucémico con dieta restringida
presentaba un LQ similar al encontrado en animales control, mientras que el
tratado con STZ presentaba una disminucion en la receptividad (Karkanias et
al., 1997), descartando asi la idea de que la pérdida de peso fuera un factor
gue influye de manera directa en la receptividad sexual.

Finalmente, podemos descartar que la deficiencia en la conducta sexual
desplegada por los animales en esta investigacion sea por posibles efectos
sobre la ejecuciéon motora de los animales causados por la hiperglucemia/
hipoinsulinemia, por los farmacos (STZ, insulina), vehiculo (buffer de citratos)
utilizados, o de la manipulacion realizada (OVX), puesto que no se encontraron
cambios en la actividad locomotora con ninguno de los tratamientos. Nuestros
resultados concuerdan con los presentados por el grupo de Karkanias
(Karkanias et al., 1997), quienes tampoco encontraron cambios en la actividad
ambulatoria de las ratas tratadas con STZ.

Es importante sefialar que en el @mbito clinico se ha reportado una asociacion
entre la DM y la vida sexual, puesto que las pacientes con DM1 reportan una
sensacion disminuida en el clitoris, resequedad y disconfort vaginal, disfuncion
orgadsmica, dispareunia y vulvodinia (dolor crénico en la region vulvar,
manifestado como ardor, irritacion y/o comezon) (Caruso et al., 2012; Enzlin et
al., 1998; Wineze, Albert, & Bansa, 1993). Todos estos sintomas afectan el
desemperio sexual y la calidad de vida de estas pacientes.

Las hembras tratadas con STZ en etapa neonatal presentan una disminucion
en la receptividad en CnR y CR.

Pocos son los trabajos que han evaluado la conducta sexual de la rata hembra
en el modelo de administracion de STZ en etapa neonatal y ninguno de ellos
la habia evaluado en CR. Por lo tanto, solo se pueden hacer aproximaciones
sobre las causas de las alteraciones en la conducta sexual observada en estas
condiciones.
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Nuestras observaciones de la conducta sexual presentada por las hembras en
el modelo de administracion de STZ en etapa neonatal concuerdan con los
resultados obtenidos por el grupo de Inhanz (Inhasz Kiss et al., 2013) en ratas
intactas. En ambos trabajos observamos que no existe diferencia entre el LQ
presentado por el grupo tratado con STZ vs. el grupo tratado con buffer. Sin
embargo, en el grupo ovariectomizado tratado con STZ en etapa neonatal se
presentd una disminucién en el LQ cuando se evalué en el paradigma de CnR
0 cuando sélo se consideraron las primeras 10 montas en CR. Entre el grupo
intacto y el OVX no se presentaron diferencias en el LQ ni en IL, lo que sugiere
gue en estos animales no esta alterada la conducta sexual.

Solo el grupo tratado con STZ en la etapa neonatal y OVX en la etapa adulta
presentd una disminucién en la receptividad al compararse con el grupo
tratado con buffer (al ser evaluado en la prueba de CnR). Creemos que esta
diferencia es debido a la pérdida en la secrecion de estrégenos después de la
ovariectomia, ya que se sabe que los estrogenos tienen un papel importante
en la regulacion de la secrecién de la insulina, favoreciendo su liberacion
(Nadal, Rovira, Laribi, & Leon-Quinto, 1998). Al eliminar la regulacion
endocrina de insulina ejercida por los estrogenos, es probable que la
hipoinsulinemia moderada presente en los animales tratados con STZ en la
etapa neonatal genere algin cambio a nivel central y periférico en las
estructuras encargadas de la respuesta receptiva. En la clinica se ha reportado
gue pacientes que se encuentran en la etapa de transicion hacia la
menopausia tienen mayor riesgo de padecer enfermedades metabdlicas como
la DM2. Este mayor riesgo se considera que es debido a la disminucién
progresiva en la secrecién de estrogenos, sin tenerse claro los mecanismos
por los que se desarrolla esta asociacion (Clegg et al., 2017).

La administracion de insulina revierte la disminucién en la receptividad de las
hembras tratadas con STZ en etapa adulta

Varios autores han demostrado que la administracion periférica de insulina
restaura la receptividad sexual de hembras tratadas con STZ en etapa adulta
(Ahdieh et al., 1983; Gentry & Blaustein, 1977; Karkanias et al., 1997; Kovacs
et al., 2003; Siegel & Wade, 1979). Como se menciond anteriormente, el grupo
de Karkanias (Karkanias et al., 1997) demostrd que este déficit en la respuesta
sexual no era provocado por la hiperglucemia, sino por la hipoinsulinemia. En
su disefio experimental administraron, a ratas tratadas con STZ, un farmaco
antihiperglucemiante (que normalizaba los niveles de glucosa a nivel
periférico), o insulina ultralenta de res. A pesar de que en el grupo administrado
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con el antihiperglucemiante los niveles de glucosa se encontraban dentro del
rango normal (>120 mg/dl) el LQ y la IL seguian disminuidos y fue Unicamente
en el grupo administrado con insulina donde se revertian los efectos de la
hipoinsulinemia. Aflos mas tarde, el grupo de Hashimoto (Hashimoto et al.,
2010) demostr6é que la implantacion de un pancreas artificial en ratones
diabéticos por la administracién de STZ restaurd la receptividad sexual.

Posterior al hallazgo de Karkanias et al., se realizaron otros protocolos que
ahondaron en el mecanismo por el cual la insulina mejoraba la conducta sexual
femenina. Entre ellos, el realizado por Kovacs (Kovacs et al., 2003), demostro
que la administracion intracerebroventricular (ICV) de insulina humana de
accion lenta era suficiente para restaurar la disminucion en el LQ en los
animales tratados con STZ, aun cuando éstos podian presentar glucemias
ligeramente elevadas (170 mg/dl). Nuestras observaciones difieren de estos
resultados, ya que la glargina no restaurd el LQ. Estas diferencias podrian
deberse a que se utilizd un analogo de insulina diferente (glargina, una insulina
recombinante humana modificada con una biodisponibilidad lenta, de larga
duracion) a los trabajos previos. Se ha demostrado que los distintos analogos
de insulina tienen distintos efectos farmacocinéticos en el SNC, tales como el
paso de la barrera hematoencefalica y la duracion de sus efectos en el liquido
cefalorraquideo (Begg, May, Mul, Liu, & Alessio, 2015; Tsuneki, Yoshida,
Endo, Mori, & Hosoh, 2017). Estos datos, junto con los sefialados previamente,
sugieren un papel importante de la insulina en la regulacién de la conducta
sexual.

Otra posible explicacion a la disminucién en la receptividad de las hembras
tratadas con STZ en la etapa adulta y restituidas con insulina, podria ser el dia
de administracion de la insulina (dia 3 post STZ), ya que estudios previos
demostraron que la unién de estradiol a su receptor en el mPOA del hipotalamo
se ve afectada desde las primeras 24 h posteriores a la falta de insulina aguda
y que existe una relacion negativa entre los niveles de glucosa en sangre y los
niveles del receptor a estradiol en el cerebro (Ahdieh et al., 1983). El
seguimiento a los niveles de glucosa plasmatica realizado en nuestros
ensayos, nos permitié determinar que los animales presentaban periodos de
hiperglucemia a pesar de ser tratadas con insulina (anexo d, fig. 34). Es posible
gue esta hiperglucemia transitoria afectara las proyecciones neuronales
involucradas en el correcto desempefio de la lordosis.
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b) Proceptividad

Las hembras OVX tratadas con STZ en la etapa adulta no presentan cambios
en la proceptividad en CnR, ni en CR. Las hembras intactas tratadas con STZ
en la etapa neonatal muestran una disminucion en la proceptividad.

En el presente trabajo no observamos efectos de la hiperglucemia/
hipoinsulinemia sobre la proceptividad en el modelo de administracién de STZ
en etapa adulta. Para inducir la conducta sexual de la rata hembra se
administraron 10 pug de BE 24 h antes de la prueba, seguido de la
administracion de 3 mg de progesterona 4h antes de la prueba. Este esquema
hormonal ha sido previamente utilizado en ratas OVX para inducir la conducta
sexual en nuestro laboratorio (Garcia-Cardenas et al.,, 2015; Olvera-
Herndndez et al., 2015). En contraste con nuestros datos, otros autores
(Hashimoto et al., 2010; Kovacs et al., 2003; Saito et al., 1999), utilizando un
esquema de administracion hormonal diferente, reportaron una disminucion en
el porcentaje de ratas que desplegaban conductas proceptivas. Por ejemplo,
el grupo de Saito utilizando 2 pug de BE por 3 dias consecutivos con 0.5 mg de
progesterona 4-6 h antes de la prueba en el cuarto dia observaban que a lo
largo de las 7 semanas que duraba el experimento, un menor niamero de
hembras presentaba alguna conducta proceptiva (Saito et al., 1999). El grupo
de Karkanias y colaboradores (1997) también reporté una disminucién en la
proceptividad cuando se administraron 2 ug de estradiol 48 y 24 h de BE y 500
Hg de progesterona antes de la prueba (Karkanias et al., 1997).

Estudios previos han demostrado que los efectos inhibitorios de distintos
farmacos en la conducta sexual femenina varian dependiendo del esquema
de administracion hormonal (Adams et al., 2012). Por ejemplo, existe un
estudio que brinda evidencia de que la administracién de progesterona antes
de la inyeccion de un antagonista serotoninérgico previene la reduccion de la
receptividad provocada por este farmaco (Uphouse, Hiegel, Guptarak, &
Maswood, 2009). Con base en estos datos, es posible considerar que la dosis
y esquema de administraciébn de hormonas sexuales utilizado en este trabajo
no permiten ver de forma clara los efectos de la STZ sobre la proceptividad, la
cual ha sido considerada una forma de evaluar la motivacién sexual de la
hembra para iniciar la cépula (Agmo, 1999; Blaustein & Erskine, 2002; Mary S.
Erskine, 1989).

63



Evaluacion de la conducta sexual en dos modelos de hiperglucemia en la rata hembra |
Abigail Karina Hernandez Munive

En un intento por estudiar la conducta sexual de ratas hembras con
hiperglucemia moderada de una manera mas fisioldgica, se utilizaron ratas
adultas intactas tratadas con STZ en la etapa neonatal. En este grupo de
animales observamos una disminucion en las conductas proceptivas
(brincoteo/zigzagueo). Como ya se menciond, el grupo de Karkanias demostro
la importancia de la insulina (tanto a nivel periférico, como a nivel central) en
la modulacion de la conducta sexual. Con base en esta idea, una posible
explicacion al decremento de la proceptividad presente en las hembras
tratadas con STZ en la etapa neonatal, es que estos animales presentan
hipoinsulinemia moderada en la etapa adulta; esta deficiencia de insulina
podria estar interfiriendo con el adecuado despliegue de la proceptividad
(Portha & Kergoat, 1985).

c) Agresividad

Las hembras tratadas con STZ, en etapa neonatal o adulta, presentan un

mayor nimero de eventos agresivos en el paradigma de CnR.

Solo tres estudios preclinicos han evaluado las conductas agresivas en el
modelo de diabetes por la administracion de STZ y, hasta donde sabemos,
este es el primer trabajo en analizarlo en hembras. El trabajo de Hilakivi et. al
(Hilakivi-Clarke et al., 1990) utiliz6 el paradigma intruso-residente, en ratones
macho tratados con STZ y encontr6 una tendencia en los animales
hiperglucémicos a desplegar un comportamiento agresivo por tiempos
mayores gue los controles (Hilakivi-Clarke, 1991; Hilakivi-Clarke et al., 1990).
Por otro lado, el trabajo de Meehan y su grupo (Meehan et al., 1987) usando
el mismo paradigma conductual encontr6 que los ratones hiperglucémicos
eran mas sumisos y menos agresivos que los controles. Las diferencias entre
estos resultados y los nuestros pueden ser explicadas basadas en las distintas
especies utilizadas (raton vs. rata), el sexo de los animales estudiados
(machos vs. hembras) y el contexto en el que la agresividad se manifiesta (ante
un co-especifico o en un contexto sexual). De forma interesante, la
administracion exdgena de insulina a las ratas hembras tratadas con STZ en
etapa adulta, evaluadas en la prueba de CnR, revirti6 completamente el
incremento de conductas agresivas.

No es sorprendente que los niveles de glucosa en sangre influyan en el
comportamiento, debido a que el cerebro (como el resto del organismo) es
dependiente de la glucosa y una falla en su control influye en su correcto
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funcionamiento. En la clinica se ha demostrado que en pacientes con DM1
existe una correlacion positiva entre los niveles de hemoglobina glucosilada y
los niveles de agresion en delincuentes juveniles (Leonard, Savik, Plumbo, &
Christensen, 2002) o en comportamientos tipo bullying (Storch et al., 2006).
Por otro lado, la prevalencia de DM se ha estimado que es mayor en agresores
sexuales en comparacion con la poblacion general (2:1) (Langevin, Langevin,
Curnoe, & Bain, 2008). También se ha reportado que los pacientes diabéticos
presentan mas agresiones verbales, que aquellos pacientes que padecen
otras enfermedades cronicas, como la hipertensibn o alteraciones
musculoesqueléticas (Tilov, Semerdzhieva, Bakova, & Tornyova, 2016). Estos
datos, junto con las observaciones realizadas en este estudio, apoyan la idea
de que la falta de insulina esta relacionada con el incremento de la agresividad.
Esta premisa debera ser estudiada con detalle mas adelante.

No debe dejar de considerarse que en el paradigma donde la hembra no es
capaz de regular el ritmo de la copula (CnR) distintos autores han reportado
gue existe un incremento en las conductas agresivas (Paredes & Vazquez,
1999; Ventura-Aquino & Fernandez-Guasti, 2013). Sin embargo, al evaluar los
eventos agresivos en el paradigma de CR (fig. 6) -considerado un paradigma
de evitacién pasiva-, se encontrd6 una tendencia al aumento de estas
conductas, aun cuando la hembra tenia la posibilidad de evadir al macho
escapando al compartimento neutro, lo que sugiere que las hembras tratadas
con STZ interactian con el macho simplemente para agredirlo.

Sobre el control a nivel central de las conductas agresivas podemos mencionar
distintas areas cerebrales involucradas, entre ellas la amigdala y el mPOA.
Hoshina en 1994 (Hoshina, Takeo, Nakano, Sato, & Sakuma, 1994) demostré
gue lesionando el mPOA se incrementa el nimero de conductas de rechazo
hacia el macho durante la prueba de CnR (Hoshina et al., 1994). En un estudio
en hamster, utilizando la técnica de inmunohistoquimica para c-Fos, se
determind que después de un evento agresivo, la amigdala fue el area cerebral
con mayor actividad (Joppa & Lafayette, 1995). Otro sistema que se ve
involucrado en la expresion de conductas agresivas es el sistema de
neurotransmision serotoninérgico. Se ha demostrado que después de la
administracion de agonistas del receptor 5HT-1A se reduce el nimero de
conductas agresivas presentadas por hembras post parto ante un macho
intruso (De Almeida & Lucion, 1997). Por otro lado, el grupo de Miyata (2004)
(Miyata, Hirano, & Kanei, 2004), reportd que la tasa de recaptura de serotonina
esta incrementada en la corteza cerebral y el cerebro medio en ratones
tratados con STZ, ademas de que la respuesta antidepresiva mediada por el
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receptor 5-HT1A se encuentra atenuada en estos animales. Estudios futuros
deberan encaminarse a entender los mecanismos que subyacen a la relacion
DM-agresividad en las hembras con mayor profundidad.

Otra &rea cerebral relacionada con el procesamiento de las conductas
agresivas es el nucleo accumbens (Nacc). Se ha demostrado que en hembras
la lesion de esta area cerebral incrementa el nUmero de conductas agresivas,
sin modificar las conductas proceptivas (Rivas & Mir, 1991). Aunado a este
dato, el trabajo realizado por el grupo de Pal (2002) encontré evidencias de
que los animales tratados con STZ presentan modificaciones en esta
estructura relacionadas con cambios en la ingesta de alimentos (Pal & Pal,
2002). Es posible, entonces, que las alteraciones presentes en el Nacc en
estos animales también puedan estar involucradas en el incremento de la
agresividad observada en las hembras tratadas con dicho farmaco en este
estudio, hipétesis que debera ser confirmada en futuras investigaciones.

Siguiendo el planteamiento anterior acerca de la coexistencia de conductas
proceptivas y agresivas durante la cépula, es posible pensar que estas dos
conductas sean mutuamente excluyentes, basado en el hecho de que la
inhibicion de un comportamiento motivado es necesaria para la correcta
expresion de una conducta de rechazo (Numan & Insel, 2003). Sin embargo,
esta idea ha sido cuestionada recientemente. En un trabajo realizado en
nuestro laboratorio se encontré que en hembras en post-parto existia un alto
porcentaje de transiciones rapidas entre las conductas proceptivas y
agresiones maternas (Agrati, FernAndez-Guasti, Ferrefio, & Ferreira, 2011).
Estas observaciones se realizaron cuando la hembra se exponia a un macho
sexualmente experto en la caja donde se encontraban las crias. En cambio, si
la prueba se realizaba en una caja sin la presencia de las crias, la hembra no
se mostraba agresiva y desplegaba conductas proceptivas ante el macho.
Estos datos apoyan la idea de la coexistencia de conductas agresivas y
proceptivas cuando la hembra se enfrenta a los dos estimulos (el materno y el
sexual). Es decir que el contexto podria determinar la expresion de estas
conductas. Estos datos son relevantes para nuestro estudio debido a que,
como se menciond anteriormente, la hembra agrede al macho en los dos
paradigmas utilizados, a pesar de que en la prueba de CR ella puede escapar
del macho.
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d) Posibles efectos de la hiperglucemia/ hipoinsulinemia en la cépula
regulada.

En nuestro trabajo, las ratas tratadas con STZ en etapa adulta presentaron
bajos niveles de receptividad y, debido a esto, los machos no realizaron de
manera eficaz intromisiones, ni eyaculaciones y, por lo tanto, no fue posible
calcular las latencias de retorno (componente sensorial), ni los porcentajes de
salida (componente motivacional) después del contacto sexual. Sin embargo,
al cuantificar los tiempos de interaccion entre la hembra y el macho, asi como
el tiempo de permanencia en el compartimento donde se encontraba el macho,
no se encontraron diferencias con el grupo tratado con buffer. Estos resultados
no nos permitieron determinar con claridad la motivacion de la hembra para
copular, el cual era uno de los objetivos principales de esta investigacion. Asi
que, para poder analizar esto desde una mejor aproximacion, seria interesante
estudiar la motivacion sexual en otros paradigmas, como el de motivacion
sexual incentiva.

Por otro lado, el grupo de Yang (Yang & Clemens, 2000), demostrd que al
evaluar a hembras en el paradigma de CR después de la lesion del mPOA, se
incrementaban las latencias de retorno después de una intromisién, o una
eyaculacion, sugiriendo que esta area esta involucrada en regular el patrén
temporal de la hembra durante la CR. Asimismo, se ha demostrado que la
transeccion de los nervios pélvicos y pudendos (que llevan la informacién
sensorial de la vagina, el cérvix, el Gtero y el clitoris), las hembras no eran
capaces de distinguir entre la estimulacion provocada por una monta, una
intromisién o una eyaculacién y, por lo tanto, las latencias de retorno después
de cada una de estas estimulaciones no diferia (M. S. Erskine, 1992). Estos
hallazgos permitieron concluir que la estimulacién VCS transmitida a través de
dichos nervios es importante para establecer el patrén temporal del
comportamiento sexual femenino en esta prueba (Yang & Clemens, 2000). Lo
anterior podria sugerir que existen alteraciones en el procesamiento de la
informacion somatosensorial integrada en los nervios pélvicos y pudendos y/o
en el circuito neuronal involucrado en la regulacion del ritmo de la copula
(mPOA, en especifico) en los animales tratados con STZ, hipotesis que debe
ser confirmada en un futuro.

Aunado a la idea anterior, se ha demostrado que tras 29 dias de administracion
de STZ en ratas adultas existe un incremento en las respuestas de alodinia
(condicién en la que se percibe un estimulo no doloroso como doloroso) y
vulvodinia (Ali et al., 2015; Aman et al., 2016). Asimismo, se ha demostrado
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gue después de 12 semanas de tratamiento usando el modelo de DM inducida
en etapa neonatal, las ratas hiperglucémicas presentan hiperalgesia mecanica
(Ferreira-da-Silva et al., 2013). Estos datos, en conjunto, sugieren que las
ratas pudieran experimentar nocicepcion cuando son montadas o al recibir una
intromisién del macho, interfiriendo esto con el desempefio adecuado de la
copula.

Los resultados obtenidos en la prueba de CR en el modelo de administracion
de STZ en etapa neonatal contrastan cuando se evaluan el tiempo total de la
prueba (1h) (en donde no se encontraron cambios significativos tras la
administracion de STZ en el LQ e IL), en comparacion con la evaluacion de
s6lo 10 montas (donde se encontrd una disminucion en la receptividad sexual
en los animales tratados con STZ). Estas diferencias pueden ser explicadas
siguiendo la linea de ideas acerca de la nocicepcion, tomando en cuenta que
se ha demostrado que 5 intromisiones son suficientes para generar un efecto
analgésico en la rata hembra, sin importar el paradigma de conducta sexual
utilizado (Lee & Erskine, 2000). Este efecto analgésico pudo haber sido el
mecanismo involucrado en prevenir el efecto inhibitorio de STZ sobre la
receptividad sexual cuando se considera el tiempo total de la prueba de CR,
puesto que de esta forma, se contemplaron un mayor niumero estimulaciones,
en comparacion con los primeros minutos de la prueba, en donde se realizan
las 10 primeras montas.

Hasta ahora no existen reportes clinicos del impacto directo del dolor sobre la
motivacion sexual. Sin embargo, existe una alta prevalencia en trastornos del
deseo sexual en poblaciones con problemas de dolor (Fine, 2011), lo cual
sugiere que éste tiene una influencia negativa sobre la motivacion sexual
(Farmer et al., 2014). Se ha considerado que la DM puede causar vulvodinia
(Kalra, Kalra, & Bajaj, 2013) y que la neuropatia provocada por la DM puede
ser un factor de riesgo para padecer alguna disfuncién sexual (Li, Wang, Xiao,
Lou, & Fish, 2016).

- No existen alteraciones en el ciclo estral de las hembras administradas con
STZ en etapa neonatal

El niumero acumulado de eventos presentados de cada fase del ciclo estral en
las hembras adultas tratadas con STZ en la etapa neonatal, no difiere del grupo
tratado con buffer. Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con
los publicados por el grupo de Inhaz y cols.(Inhasz Kiss et al., 2013), que
tampoco encontré cambios en la duracién del ciclo estral utilizando el mismo
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modelo de DM. Es importante sefialar que el registro de un ciclo estral regular
no necesariamente indica que la ovulacion haya ocurrido, ya que la
luteinizacion de un foliculo con la consecuente liberacién de un oocito puede
también presentarse en foliculos no desprendidos (Goldman et al., 2007). Este
fendmeno pudiera estar sucediendo en las hembras tratadas con STZ en la
etapa neonatal, ya que el grupo de Inhasz demostré que estos animales
presentan una alteracion folicular y un dafio en la formacion del cuerpo lateo
(Inhasz Kiss et al., 2013).

Al parecer, las alteraciones en el ciclo estral en las ratas tratadas con STZ, se
observan dependiendo del nivel de hiperglucemia, como ha sido sugerido por
Inhasz et. al, ya que cuando es severa (como en el caso del modelo de
administracion de STZ en la etapa adulta) existe una disrupcion en la
regularidad del ciclo, aumentando el niumero y duracion de la fase diestro
(Gentry & Blaustein, 1977; Yildiz & Sandikci, 2016) (ver anexo, fig. 35). Sin
embargo, cuando se presenta una hiperglucemia moderada estos cambios no
se observan. En apoyo a esta idea, esta bien establecido que las pacientes
con DM1 presentan irregularidades en la duracion del ciclo menstrual, asi
como oligomenorreas, amenorreas, una disminucién en la fertilidad y mayores
tasas de muerte fetal (Salonia et al., 2006; Strotmeyer, Steenkiste, Foley,
Berga, & Dorman, 2003; Yildiz & Sandikci, 2016), mientras que en las
pacientes con DM2 esta asociacién es controversial (Conn, Jacobs, & Conway,
2000; Kjaer, Hagen, Sandg, & Eshgj, 2016; Shim, Oh, Lee, Hong, & Sung,
2011).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion proveen evidencia sobre
algunas alteraciones conductuales ocasionadas por la hiperglucemia/
hipoinsulinemia en dos modelos distintos que se utilizan para el estudio de la
DM. Sin embargo, debido a que ninguno logra mimetizar toda la serie de
respuestas que ocurren en los pacientes ante esta enfermedad, es importante
realizar mas estudios que determinen con mayor certeza qué ocurre con el
componente motivacional ante la hiperglucemia e investigar con profundidad
los sistemas de neurotransmision que se ven afectados por esta condicion.

69



Evaluacion de la conducta sexual en dos modelos de hiperglucemia en la rata hembra |
Abigail Karina Hernandez Munive

VIIl.  CONCLUSION

El presente trabajo muestra que utilizando el modelo de administracion de STZ
en etapa adulta las hembras exhiben un perfil conductual similar: una inhibicién
de la lordosis y un incremento en las conductas agresivas, sin importar el
paradigma en el que sean evaluadas: CnR/CR. Estos resultados apoyan la

idea del aumento de la prevalencia de las disfunciones sexuales y de agresiéon
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en el ambito clinico de las pacientes con DM1, como ha sido reportado

previamente.

En contraste, el patron conductual de las ratas hembra tratadas con STZ en
etapa neonatal varia dependiendo del paradigma utilizado para evaluar la
conducta sexual. Asi, observamos una disminucién en la receptividad sexual
y un incremento en la agresividad en la CnR, sin presentarse cambios en estos
parametros cuando las ratas se evaluaron en CR. Ademas, en este Ultimo
paradigma pudimos observar una reduccién en la proceptividad de los
animales hiperglucémicos en ciclo natural u OVX tratadas con hormonas,
sugiriendo una posible reduccién en la motivacion sexual. Sin embargo, no fue
posible determinar el componente motivacional y sensorial de la copula en el
paradigma de CR. Por lo tanto, es necesario estudiar el factor motivacional de
la conducta sexual de estos animales en otras pruebas, como la preferencia

de pareja o la motivacion sexual incentiva.

De manera interesante, este trabajo muestra evidencias de que los cambios
conductuales observados en hembras con DM se ven acentuados cuando la
condicion de hiperglucemia de los animales es mas severa (como la que ocurre
en el modelo de administracion de STZ en etapa adulta), en comparacion a
cuando es moderada (como la que se presenta en el modelo de administracion
de STZ en etapa neonatal). Cabe mencionar que la importancia de este
estudio es que este es el Unico trabajo que ha realizado esta comparacion
conductual entre dos modelos de hiperglucemia en ratas hembras. Esto es
importante, dado que los distintos modelos de DM permiten analizar distintas
facetas de esta enfermedad. Estudios futuros deberan enfocarse a examinar
los mecanismos que subyacen a la asociacion entre DM y disfuncién sexual,
y en el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas que puedan

aminorar las alteraciones sexuales de las pacientes con DM.
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IX. PERSPECTIVAS

STZ en etapa adulta:

X Estudiar el efecto de la insulina sobre la receptividad y proceptividad de
ratas OVX, evaluadas en el paradigma de CR.
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X Estudiar si en las hembras tratadas con STZ en la etapa adulta existen
alteraciones en la motivacion sexual, evaluandolos en otros paradigmas
de conducta sexual que permitan estudiar el componente motivacional
de la copula, tales como la de preferencia de pareja o la prueba de
motivacion sexual incentiva.

<> Elucidar si el aumento en las conductas agresivas, en los animales
tratados con STZ en etapa adulta, es debido a la hipoinsulinemia o la
hiperglucemia, mediante la administracion de insulina ICV.

STZ en etapa neonatal:

X Evaluar otros aspectos de la motivacion sexual femenina haciendo uso
de otros paradigmas, como el de preferencia de pareja o la prueba de
motivacion sexual incentiva.

<> Determinar si la CR en los animales tratados con STZ induce
neurogénesis en el bulbo olfatorio, como se ha demostrado en animales
control.

X Estudiar la expresion de los receptores a estrégenos tipo a en la zona
de predptica y ventromedial del hipotalamo.
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XI. ANEXOS

a) Prueba piloto, curso temporal de la accion de 4U de glargina.

Basados en el trabajo de Karkanias et al. (1997), se decidi6é evaluar el efecto
hipoglucemiante de la insulina glargina en ratas hembra ovariectomizadas,
administradas con estreptozotocina en etapa adulta. En la figura 31, se
presenta el curso temporal de las concentraciones de glucosa plasmatica
después de la administracion de 4U de insulina. Se realizaron mediciones cada
2 h, alolargo de 12 h, lo cual nos permitié observar que el efecto del farmaco
tiene una duracion de 8 h aproximadamente y a las 12 h los animales vuelven
a tener glucemias elevadas.
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Figura 31. Curso temporal de los niveles de glucosa plasmatica en animales OVX
tratados con STZ en la etapa adulta (n=6), restituidos con insulina glargina (4U), a lo
largo de 12h. Se presenta la media = EEM.
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b) Prueba piloto, curso temporal de la accion de 2U de glargina.

Basados en los resultados de la administracion de 4U de glargina y en el
esquema de administracion utilizado por Karkanias, et al. (1997), se decidio
evaluar la duracion del efecto hipoglucemiante de 2U de insulina glargina, para
lo cual se realizaron mediciones de glucosa en sangre durante cada hora
después de la administracion del farmaco (fig. 32). El seguimiento se detuvo a
las 8 h, debido a que a este tiempo las hembras tratadas con STZ comenzaron
a presentar valores de glucosa elevados (mayores a 120 mg/dl).

Glucosa plasméatica (mg /dl)

Tiempo (h)

Figura 32. Curso temporal de los niveles de glucosa plasmatica en animales OVX
tratados con STZ en la etapa adulta (n=6), restituidos con insulina glargina (2U), a lo
largo de 8h.
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c) Prueba piloto, curso temporal de la accion de 2U (9 am)/ 4U (9 pm) de
glargina

Los ensayos anteriores administrando 2 y 4U de insulina glargina nos
permitieron determinar que el efecto hipoglucemiante del farmaco se perdia a
las 12h y que en las primeras horas después de la administracion de 4U de
insulina glargina los animales presentaban hipoglucemias severas (figura 33).
Con base en estas observaciones, se decidié administrar una combinacion de
ambas dosis comenzando con 2U en la mafiana y 4U por la noche, de manera
subcronica (4 dias antes de finalizar el disefio experimental). En la figura 33
se presenta el curso temporal de los valores de glucosa plasmatica durante 4
dias de administracion de glucosa. Las mediciones se realizaron antes de cada
administracion de insulina (9:00 am y 9:00 pm) y 4 h después de la
administracion matutina (horario promedio en el que se realizaban las pruebas
de conducta sexual).
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Figura 33. Curso temporal de los niveles de glucosa plasmética en animales OVX
tratados con STZ en la etapa adulta (n=7), restituidos con insulina glargina 2U (9 am)/
4U (9 pm), alo largo de 4 dias. Se presenta la media + EEM.
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d) Seguimiento de la glucosa plasmética en animales tratados con
STZ+insulina glargina.

Dado que en el esquema de administracion de insulina glargina descrito
previamente (2U a las 9:00 am y 4U a las 9:00 pm, durante 4 dias) los animales
presentaban valores hipoglucémicos a la hora en que se realizan las pruebas
conductuales, se decididé prolongar el tratamiento con insulina, asi como
disminuir la dosis del farmaco en los ultimos dias del disefio experimental. En
la figura 34 se muestra el curso temporal de la glucosa plasmatica de ratas
tratadas con STZ en etapa adulta, restituidas con insulina glargina durante 8
dias. Durante los primeros 6 dias se administraron 2U a las 9:00 am/ 4U a las
9:00 pm, el séptimo dia se administraron 2U a las 9:00 am/ 2U a las 9:00 pm
(para evitar que los animales presentaran hipoglucemia). El dia de la
evaluacion de la conducta sexual (octavo dia) se administraron 2U a las 9:00
am, logrando asi tener en nuestros ensayos animales normoglucémicos que
fueron evaluados en la prueba de conducta sexual (CnR) entre las 13:00 y
15:00 hrs.
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Figura 34. Curso temporal de los niveles de glucosa plasmética en animales tratados
con STZ en la etapa adulta, restituidos con insulina glargina, a lo largo de 8 dias de
experimento. Se presenta la media £ EEM.
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e) Seguimiento del ciclo estral de ratas tratadas con STZ en etapa adulta.

En la figura 35 se presenta el nUmero de veces que las hembras tratadas con
STZ en la etapa adulta mostraron cierta fase del ciclo estral durante 25 dias.
Este seguimiento fue realizado previamente en nuestro laboratorio (Rebolledo-
Solleiro y Fernandez-Guasti, en preparacion). Con base en estas
observaciones, en este estudio decidimos trabajar con este modelo de DM
utilizando animales ovariectomizados y tratados con hormonas ovaricas,
puesto que la probabilidad de encontrar una hembra receptiva en proestro
natural resultaba muy baja.
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Figura 35. Nimero de eventos de cada fase del ciclo estral presentados durante 25 dias
en hembras adultas tratadas con buffer (n=20) o STZ (n=23) en la etapa adulta. Se
presenta la media = EEM, **p<0.01, ***p<0.001 vs. grupo tratado con buffer utilizando U Mann
Whitney.
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