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RESUMEN

El estudio de la relacion entre la diabetes mellitus (DM) y la disfuncién sexual femenina ha
arrojado resultados controvertidos. El modelo animal mas utlizado para evaluar las
alteraciones de la DM es la administracion de STZ, farmaco que destruye las células B
pancredticas. Cuando se administra en la edad adulta, se presentan algunos sintomas
caracteristicos de la diabetes mellitus tipo 1 (DM1): polifagia, polidipsia, poliuria, hiperglucemia
severa y pérdida de peso, ademas de alteraciones en el ciclo estral, una reduccion en la
receptividad y un incremento en las conductas agresivas, cambios que son revertidos tras la
administracion de insulina. Cuando la STZ se administra en la etapa neonatal los animales
presentan hiperglucemia moderada cuando adultas, este esquema se ha utilizado como un
modelo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Bajo esta condicidn, las alteraciones en la conducta
sexual son modestas (una disminucién en la proceptividad y una pérdida en la conducta de
regulacion del ritmo de la cépula (paced mating)). Sin embargo, el componente motivacional
de la copula en modelos de hiperglucemia no ha sido estudiado. El objetivo de este estudio
fue evaluar la motivacién sexual femenina en un modelo de DM1 y en otro de DM2 en tres
modelos: la prueba de preferencia de pareja (PP), la prueba de motivacion sexual incentiva
(MSI) y una prueba de olfaccion relativa a olores sexuales (OS). También se realizdé una
prueba para evaluar la capacidad olfativa frente a un estimulo palatable (OP). En el modelo
de DML1 a ratas Wistar OVX, se les administré STZ diluida en buffer de citratos (50 mg/kg, ip.,
2 dias consecutivos). Diez dias después, las hembras fueron tratadas con benzoato de
estradiol (BE, 10 ug, -24h) y progesterona (3mg, -4h), sélo los animales con niveles de glucosa
= 350 mg/dl fueron incluidos. También se incluy6 un grupo administrado con insulina glargina
cada 12h por 10 dias (2-4U). En el modelo de DM2, hembras neonatas (3-4 dias) fueron
administradas con STZ (70 mg/kg, ip) o buffer de citratos. En la semana 8, se realiz6 una
prueba de tolerancia a la glucosa y fueron incluidas en el estudio las hembras con valores de
glucosa =250 mg/dl 60 minutos después del reto de sacarosa. Las pruebas conductuales
fueron realizadas en la semana 12, cuando las hembras estaban en la fase de proestro. Para
PP registramos el tiempo en cada compartimento y la conducta sexual. En MSI calculamos el
tiempo que la hembra permanece en cada zona incentiva, en OS evaluamos el tiempo que las
hembras olfatean el aserrin de los diferentes estimulos. En las tres pruebas, un macho
castrado y un macho sexualmente experto fueron utilizados como estimulos o aserrin
proveniente de su caja de alojamiento. En OP evaluamos la latencia que le tomé a la hembra
encontrar un pequefio trozo de chocolate oculto en el aserrin. Las ratas OVX tratadas con STZ
en la etapa adulta no ganaron peso corporal y presentaron un incremento en los niveles de
glucosa en sangre. En la prueba de PP, las hembras control pasaron mas tiempo con un
macho sexualmente experto, mientras que las hembras con hiperglucemia severa
permanecieron el mismo tiempo con el macho castrado y sexualmente experto. De igual forma,
en la arena de MSI, las hembras control pasaron mas tiempo en la zona del incentivo sexual,
mientras que las tratadas con STZ permanecieron el mismo tiempo en la vecindad de ambos
estimulos; en OS las hembras con hiperglucemia severa no presentaron una diferencia en el
tiempo de olfateo entre ambos aserrines. No hubo diferencia en las latencias de las hembras-
STZ y control para encontrar el chocolate escondido. Todos estos cambios (en PP, ISM, OS)
se revirtieron con la administracion de insulina a valores comparables a los del grupo control.
En el modelo DM2 no observamos cambios con respecto al control en las pruebas PP, OS 'y
OP, solo se encontré una disminucion en el tiempo que la hembra permanece en la vecindad
del macho experto en la prueba de MSI. Finalmente, en hembras con hiperglucemia severa
determinamos la actividad cerebral -evaluada por la expresion de la proteina c-Fos- en
diversas areas de la via olfatoria accesoria (bulbo olfatorio accesorio, area preoptica media
del hipotalamo, nucleo de la base de la estria terminal, nlcleo ventromedial del hipotalamo),
y en el nicleo accumbens (&rea relacionada con la motivacién sexual). La hiperglucemia
severa disminuy6 la expresiébn de c-Fos en todas las areas cerebrales evaluadas,
independientemente del estimulo presentado.



ABSTRACT

The relationship between diabetes mellitus (DM) and sexual dysfunction in women has shown
controversial results. The animal model most used to study DM effect is streptozotocin
administration (STZ), a drug that destroys 3-pancreatic cells. When STZ is administered in the
adult stage, the animal shows some symptoms of DM1: polyphagia, polydipsia, polyuria,
severe hyperglycemia, and weight lost, also it has been reported that females treated with STZ
showed altered estrous cycle, a reduction in sexual receptivity and increased aggressiveness,
changes that were reverted with exogenous insulin. When STZ is administered in the neonatal
stage, the rat shows mild hyperglycemia in adulthood resembling a DM2 model. The alterations
of sexual behavior in this model are less severe than after STZ treatment in adulthood
(diminished proceptivity and loss of paced mating behavior). However, the motivational
component of copulation in hyperglycemic rats has not been systematically studied. The aim
of this study was to evaluate female sexual motivation (FSM) in a model of DM1 and DM2 in
three behavioral models: the partner preference (PP), the incentive sexual motivation (ISM)
and the olfaction relative to sexual odors (OTS) tests. We also tested the olfactory capacity to
detect odors from edible food (OTP). DM1 was modeled in OVX Wistar rats by injecting STZ
diluted in citrate buffer [50 mg/kg, i.p., for 2 consecutive days]. Ten days later, female rats were
treated with estradiol benzoate (10 mg, -24 h) and progesterone (3 mg, -4 h). Only animals
with blood glucose values = 350 mg/dl were considered in the study. Also, a group of STZ-
treated animals were administered with a long-acting insulin analogue (glargine) every 12
hours for 10 days (2-4U). In the DM2 model, neonatal females (3-4 days) were administered
with streptozotocin (STZ, 70 mg/kg, intraperitoneally) or citrate buffer. At week 8, a glucose
tolerance test was performed, females with blood glucose levels = 250 mg/dl 60 minutes after
a glucose load were considered for the study. Behavioral tests were conducted at week 12,
when the females were in proestrus. For PP we registered the time in each compartment and
the sexual behavior. In the ISM test, we calculated the time the females remained in each
incentive zone; in OTS we evaluated the time the females spent sniffing the sawdust coming
from different stimuli. In the three tests, a castrated male and a sexually experienced male
were used as stimuli or the sawdust from the box where they lived. In the OTP, we evaluated
the latency required by the female to find a small piece of chocolate. Adult-treated STZ-OVX
rats lost body weight and had increased blood glucose levels. In the PP test, control females
spent more time with a sexually experienced male, while the severe hyperglycemic females
stayed the same amount of time with the castrated and the sexually experienced males.
Similarly, in the ISM arena, control females spent more time in the incentive zone of the
sexually active males, while the females treated with STZ remained the same amount of time
in the vicinity of both stimuli. In OTS, the STZ-treated females showed no difference in the
sniffing time between both sawdust. Finally, there was no difference between STZ and control
females in the time to find the hidden chocolate. All these changes (in PP, ISM, OTS) were
reversed by chronic insulin treatment to values comparable to those of the control group. In the
DM2 model we only found a decrease in the time that the STZ-treated females remain in the
vicinity of the sexually expert male evaluated in ISM; in the PP, OTS and OPT no changes
occurred. In a last experiment we analyzed the brain activity -evaluated by the expression of
c-Fos- in severe hyperglycemic females in various brain areas of the accessory olfactory tract
(accessory olfactory bulb, median preoptic area of the hypothalamus, bed nucleus of the stria
terminalis, ventromedial nucleus of the hypothalamus) and in the nucleus accumbens (area
related to sexual motivation). Severe hyperglycemia decreased c-Fos expression in all brain
areas regardless of the stimuli presented.

Vi



Introduccidén

1.1 Diabetes mellitus

Segun la Asociacion Americana de Diabetes, la diabetes mellitus (DM) es: “un
grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia cronica
resultante de defectos en la secrecion de insulina, la accion de la insulina o
ambas” (American Diabetes Association, 2022). Los sintomas caracteristicos
de esta enfermedad incluyen poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso,
vision borrosa etc., e incluso, si la diabetes no es controlada, pueden
presentarse complicaciones a largo plazo, como un aumento en la
susceptibilidad a ciertas infecciones, nefropatia (que conduce a insuficiencia
renal); neuropatia periférica (con riesgo de Ulceras de pie) y neuropatia
autondémica que causa trastornos gastrointestinales, genitourinarios, sintomas

cardiovasculares y disfuncion sexual o dolor crénico (Tripathi et al., 2016).

Diversos procesos estan involucrados en el desarrollo de la DM que van desde
la destruccién autoinmune de las células B del pancreas, con la consecuente
deficiencia en la secrecion de insulina (fisiopatologia de la diabetes mellitus
tipo 1 —DM1-) (Gillespie, 2006) hasta una disminucién en la accion de la
insulina en diversos érganos diana 0 una secrecion inadecuada de esta
hormona (como ocurre en la diabetes mellitus tipo 2 -DM2-) (Chatterjee et al.,
2017). La gran mayoria de los casos de DM a nivel mundial entran en estas
dos categorias etiopatogénicas: pacientes con DM1 abarcan alrededor del 5-
10% de la poblacién con DM y pacientes con DM2, con un porcentaje superior
al 90% cabe sefialar que existe un estado llamado prediabetes, en el cual los
niveles de glucosa en la sangre son mas altos (100-125 mg/dl en ayunas) que
lo normal (90 mg/dl en ayunas), pero aun no lo suficientemente altos como
para un diagnostico de DM2; sin embargo, la prediabetes aumenta el riesgo

de padecer DM2, enfermedad del corazén y derrame cerebral (OMS, 2016).


https://www.cdc.gov/diabetes/spanish/basics/risk-factors.html

Existen otros tipos de diabetes como la diabetes gestacional y el tipo 3A, 3B,
3C (American Diabetes Association, 2022), que se presentan en menor
porcentaje en la poblacion. Cada uno de estos tipos de DM tiene
caracteristicas particulares, en los siguientes apartados hablaremos de las
caracteristicas de la DM1 y DM2.

1.2 Diabetes mellitus tipo 1

Anteriormente nombrada diabetes insulinodependiente o diabetes de inicio
juvenil es el resultado de una destruccion autoinmune de las células 8 del
pancreas con la consecuente ausencia en la secrecion de insulina. En este
tipo de diabetes la tasa de la destruccion de células 3 pancreaticas es variable,
siendo rapida en algunos individuos (principalmente bebés y nifios) y lento en
otros (principalmente adultos). Existen algunos factores de riesgo para el
desarrollo de la DM1 como la edad, el sexo, el genotipo. El tratamiento de
eleccion para su manejo es la administracion diaria de insulina con cada
alimento o cuando se pierde la normoglucemia (>140 mg/dl, 2 h posprandial)
(Atkinson et al., 2014).

1.3 Diabetes mellitus tipo 2

La DM2 también era conocida como diabetes no insulinodependiente o
diabetes de inicio en la edad adulta. Se puede presentar debido a: una
resistencia a las acciones de la insulina en los tejidos periféricos: musculo,
higado, etc. Esta deficiencia en la sefializacion de la insulina puede ser debida
a diversos factores como mutaciones y/o modificaciones postraduccionales del
receptor a insulina, o de algunas moléculas efectoras cascada abajo 0 a una
deficiencia relativa de la secrecion de insulina por parte del pancreas (en lugar
de una deficiencia absoluta como en el caso de la DM1) (Tan et al., 2019).
Este tipo de DM con frecuencia no se diagnostica durante muchos afos y el
riesgo de desarrollar esta forma de diabetes aumenta con la edad, la obesidad
y la falta de actividad fisica. La resistencia a la insulina puede mejorar con la

reduccion de peso y / o el tratamiento farmacolégico para la hiperglucemia



(hipoglucemiantes orales como las sulfonilureas, biguadinas glitazonas) (Ayala

et al., 2002), pero rara vez se normaliza.

1.1.1 Criterios de diagndéstico de DM

Durante décadas el diagndstico de diabetes se ha basado en evaluar los
niveles de glucosa en sangre, a través de distintas pruebas entre las que se

encuentran:

1. La prueba de Alc, que también se conoce como prueba de
hemoglobina Alc o HbAlc. Es una prueba de sangre que mide el
promedio de los niveles de glucosa en la sangre de los ultimos tres
meses, se usa comunmente para diagnosticar la prediabetes y la
diabetes, y es también la prueba principal que ayuda a manejar la
diabetes. Valores de Alc entre 5.7% a 6.4% indican que el paciente se
encuentra en prediabetes, mientras que valores = 6.5% se consideran

positivos a DM.

2. Toma de glucosa en ayunas =126 mg/dl (ayuno de al menos 8 h).

3. Prueba de tolerancia a la glucosa, se considera positiva cuando los
valores = 200 mg/dl 2 h después de la ingesta de una solucion de
sacarosa de 75 g, esta prueba indica como el organismo procesa el

consumo de azucar.

4. En pacientes con sintomas como polifagia, poliuria, polidipsia, se puede
tomar la glucosa aleatoria (en cualquier momento del dia) y se
considera positiva cuando los valores de glucosa sanguinea son 2
200mg/dl (OMS, 2016)

1.1.2 Epidemiologia

A nivel mundial se calcula que existen 463 millones de personas que padecen

algun tipo de DM. La Federacion Internacional de Diabetes (FID) estima que



entre un 87-91% de los pacientes con diabetes, tienen DM2, del 4-12% tienen
DM1 y del 1-3% tienen otros tipos de diabetes (International Diabetes
Federation, 2019).

México ocupa el sexto lugar a nivel mundial en presentar el mayor nimero de
pacientes con DM, encontrandose como una de las principales causas de
muerte entre la poblacion, teniendo una prevalencia mayor en mujeres que en
hombres (10.3 vs. 8.4%) (Secretaria de Salud, 2016).

1.4 Insulina

La insulina es una hormona proteica producida por las células 3 de los islotes
de Langerhans del pancreas -bajo la influencia de los niveles de glucosa en
sangre-, para posteriormente pasar al torrente sanguineo y a través de la
circulacion alcanzar los diversos organos diana. A nivel celular, la insulina
interactta con su receptor de superficie celular llamado receptor de insulina
(RI) (de Meyts, 2004).

Esta interaccion estimula una cascada de sefializaciones intracelulares, cada
una catalizada por una enzima diferente, que finalmente da como resultado la
produccion de otra proteina: el transportador de glucosa (GLUT4 en las células
musculares). El transportador GLUT4 pasa o0 migra a la superficie celular
facilitando la entrada a las células de nutrientes moleculares mas grandes
como la glucosa. La insulina tiene varias funciones en diferentes células:
facilita la absorcion y almacenamiento de los componentes de los alimentos
en las células, estimula las enzimas que producen glucégeno y grasa, entre
otras (Lee & Pilch, 1994).

En ausencia de insulina (como ocurren en la DM), el organismo no puede
utilizar los metabolitos producidos y se crea un estado catabolico. El higado
también puede producir nueva glucosa (gluconeogénesis) a partir de proteinas
y, en menor medida del glicerol producido en la descomposicion de las grasas.

La produccion de glucosa por el higado es uno de los procesos mas



importantes que resultan en la hiperglucemia en la DM, ya sea por deficiencia

de insulina o por resistencia a la insulina (Guthrie & Guthrie, 2004).

1.5 Tratamiento para la DM

El tratamiento de eleccion depende de la etiologia de la enfermedad. La
insulina humana es el medicamento de primera linea para pacientes con DM1.

Existen diversos tipos de insulina disponibles en el mercado:

a) Insulina de accion rapida que posee una farmacocinética similar a la de
la insulina humana, tienen un inicio de accion de 5-15 minutos con un
pico de efecto de 1-2 horas después de la administracion, la duracion
del efecto es de alrededor de 4 a 6 horas.

b) Insulina de accién intermedia, tiene un inicio de accion de 1 a 2 horas
post administracion, un pico de accibn maximo a las 4 horas. El efecto
antihiperglucemiante es de 12 horas.

c) Insulina de accién prolongada (accion ultra lenta): el efecto se presenta
1 % - 2 h después de ser administrada con una duracion del efecto
relativamente larga (24 horas) (Gémez Ayala, 2008). En este trabajo se

utilizé un analogo de insulina (insulina glargina) de accion prolongada.

Para el tratamiento de la DM2, se recomienda iniciar con una estrategia no
farmacoldgica: pidiéndole al paciente que se alimente de manera balanceada
y realizando ejercicio con regularidad (Wei et al., 2018). En caso de que la
enfermedad evolucione es necesario utilizar algunos farmacos
hipoglucemiantes como las sulfonilureas (gliburida), las biguadinas (siendo la
metformina la mas utilizada) y las tiazolidinedionas (rosiglitazona); la eleccién
del tratamiento dependera de distintos factores como: el costo, los efectos
adversos, la eficacia en mantener la normoglucemia y el apego al esquema de
administracion En caso de gue estos medicamentos sean insuficientes para
regular los niveles de glucosa sanguinea sera necesario administrar insulina,
ya sea como monoterapia o en combinacion con los hipoglucemiantes
(Kleinberger & Pollin, 2015; Tan et al., 2019).



1.6 Diabetes mellitus y disfuncion sexual femenina

Como hemos mencionado, la DM esta asociada con diversas complicaciones;
entre las menos estudiadas se encuentra el impacto que tiene dicha
enfermedad sobre la vida sexual de la mujer. Las disfunciones sexuales se
definen como: “un grupo de trastornos caracterizados por una alteracion en la
capacidad de una persona de responder sexualmente o experimentar placer
sexual” (Clay, 2009). Es importante sefialar que un individuo puede presentar

diversas disfunciones sexuales al mismo tiempo.

Los estudios publicados sobre la relacion que existe entre la DM y la disfuncién
sexual femenina son inconsistentes, debido a que en muchos de ellos no se
consideran factores importantes para el andlisis como la distincién entre el tipo
de DM que presenta la paciente, si esta bajo algun tratamiento para el control
glucémico, la presencia de otras comorbilidades, el tiempo que la paciente ha
vivido con la enfermedad e incluso su condicion endocrina (inicio de la
adolescencia, pre o post menopausia etc.). Sin embargo, la mayoria de los
reportes dejan claro que la DM tiene un impacto deletéreo sobre varios
aspectos de la funcion sexual de la paciente (Bargiota et al., 2011; Homko &
Trout, 2006; Newman & Bertelson, 1986; Nowosielski et al., 2010). Por
ejemplo, un grupo de pacientes con DM1, ademas de mostrar alteraciones en
la regularidad del ciclo menstrual (oligomenorreas o amenorreas), reportod
presentar un deterioro en el control de la glucemia cerca de la menstruacion,
mientras que otras observan una mejoria en esta etapa. El mecanismo
mediante el cual se lleva a cabo este ajuste homeostatico ain no esta
elucidado completamente, pero se cree que se debe a los cambios en los
niveles de estrégenos y progesterona ocurridos durante el ciclo menstrual
(Doruk et al., 2005).

De igual forma, existen algunas comorbilidades asociadas a la DM, por
ejemplo, mujeres con problemas psicolégicos, como la depresién, presentan
un decremento en la lubricacion vaginal y una disminucion en la libido (Homko

& Trout, 2006; Nowosielski et al., 2016). Otra de las comorbilidades mas



frecuentes en pacientes con DM es la neuropatia diabética (la cual provoca
dafio a los nervios); algunas pacientes que presentan dicha patologia reportan
tener dolor durante el encuentro sexual, menor actividad sexual, asi como una

disminucién en el deseo (Gomora et al., 1994).

Uno de los aspectos de la conducta sexual mas dificiles de estudiar ha sido
las fases que preceden a la cépula como el deseo y la excitacién sexual (no
sélo en pacientes con DM). Un estudio realizado por el grupo de Wincze (1993)
en el que se evaluaba la excitacion sexual a través del flujo vaginal frente a un
estimulo erotico, demostré que las pacientes con DM presentaron una
disminucibn en la respuesta cuando se compar6 con un Qgrupo
normoglucémico; sin embargo, en la excitacion “subjetiva” (o deseo) parecia
no existir diferencia entre ambos grupos (evaluacion realizada a través de un
cuestionario) (Wincze et al., 1993). Resultados similares, fueron reportados en
otro grupo de pacientes con DM1 y neuropatia, quienes mostraron una
disminucién en la sensacién del clitoris (tenian un umbral méas alto de
respuesta ante un estimulo vibratorio) sin afectar el deseo sexual (también
evaluado mediante un cuestionario) (Both et al., 2015) . Estos datos invitan a
pensar, que, a diferencia de los varones, la retroalimentacion periférica de la
excitacion genital parece ser un determinante relativamente poco importante

de la excitacion sexual subjetiva en las mujeres (Giraldi & Kristensen, 2010).

Sin embargo, existen otros estudios en los que se reporté una disminucion en
el deseo sexual evaluado a través de cuestionarios a pacientes con DM1
(Doruk et al., 2005; Enzlin et al., 2002) con DM2 (Bal et al., 2015; Erol et al.,
2002; Fatemi & Taghavi, 2009; Mezones-Holguin et al., 2008) o sin hacer
distinciéon del tipo de DM (Campbell et al., 1989; Rockliffe-Fidler & Kiemle,
2003). Estas discrepancias encontradas en la literatura permiten preguntarnos
gué es lo que pasa en realidad con esta fase de la respuesta sexual en mujeres
con DM.



Muchos de los estudios mecanisticos necesarios para la comprension de los
procesos fisioldgicos involucrados en la respuesta sexual no pueden realizarse
directamente en seres humanos. Por ello, los modelos animales han sido
utilizados ampliamente en la investigacion, siendo la rata el animal mas usado

en el estudio del comportamiento sexual (Holder & Mong, 2017).

1.7 Conducta sexual de la rata hembra

Tradicionalmente, la conducta sexual de la rata hembra se ha clasificado en
atraccion, proceptividad (comportamientos apetitivos que preceden a la
copula) y la conducta consumatoria (llamada lordosis), respuestas que sélo
se presentan cuando la hembra se encuentra en la fase de proestro (Beach,
1976). La mayoria de las investigaciones que evalUan la respuesta sexual
femenina se han centrado en el estudio de la lordosis, dejando de lado las
conductas que preceden a esta respuesta. A continuacion, se abordara con
mayor detalle cada uno de los aspectos de la cépula y se explicara el ciclo

estral de la rata.

1.7.1 Ciclo estral

El ciclo estral o ciclo reproductivo de la rata hembra tiene una duracién de 4-5
dias (aproximadamente) y estd compuesto de 4 fases: proestro (duracién 14h),
estro (24-48h), metaestro (6-8h) y diestro (48-72h); cada fase refleja los
cambios neuroendocrinos ocurridos en el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario
(Hubscher et al., 2005; Marcondes et al., 2002).

El inicio del ciclo se da con el incremento de los niveles de estradiol (figura 1),
hormona que, por un mecanismo de retroalimentacién negativa, amplifica la
liberacion pulséatil de GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas) en el
hipotalamo. Esta hormona a su vez estimula la secrecion de FSH (hormona
foliculo estimulante) y de LH (hormona luteinizante). El incremento en FSH
estimula el crecimiento y el reclutamiento de los foliculos inmaduros en el
ovario y promueve la sintesis de estradiol, que ejerce una retroalimentacion
positiva sobre la secrecion de LH. El pico en la concentracion de LH produce
un incremento en la secrecion de progesterona (P4); ambos fendomenos
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provocan la ovulacién (fase de proestro) y, en caso de que no se establezca
el embarazo, los niveles hormonales regresan a valores basales en la fase de
diestro (Blaustein, 2008; Goldman et al., 2007).
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Figura 1. Ciclo estral de la rata (modificado de Blaustein et al., 2008). Se

muestran el incremento de estradiol y progesterona a lo largo del ciclo.

Cada una de las fases del ciclo estral puede diferenciarse mediante la citologia
vaginal (fig 2), ya que se puede observar un aumento, disminucién o
proporcion diferencial de distintos tipos celulares: células epiteliales, células
cornificadas y leucocitos (Marcondes et al., 2002). La citologia caracteristica

de cada fase es la siguiente:

a) Proestro: aumento de células epiteliales nucleadas

b) Estro: presencia de células cornificadas sin nucleo.

c) Metaestro: se encuentra la misma proporcion de leucocitos, células
cornificadas y células epiteliales nucleadas

d) Diestro: se presenta una mayor cantidad de leucocitos (Cora et al.,
2015).
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Figura 2. Citologia caracteristica de cada fase del ciclo estral de la rata

hembra. (Modificado de Cora et al., 2015).

La conducta sexual en los roedores soélo tiene un objetivo biolégico asociado
con la reproduccion y, en esa medida, ocurre en las hembras alrededor de la
ovulacion (ver fig. 1). Para su analisis la conducta sexual de la rata hembra

puede dividirse en diversos componentes:

1.7.2 Receptividad

La conducta receptiva, también llamada lordosis, se define como la dorsiflexién
de la columna vertebral como respuesta refleja ante la estimulacién de los
flancos traseros provocados por la monta del macho, esta dorsiflexion se
caracteriza por la elevacion de la cabeza y de la grupa, con desviacion de la
cola para permitir la penetracion vaginal (Erskine, 1989). De manera
cuantitativa, esta conducta es evaluada a través del cociente de lordosis [QL
(nimero de lordosis / numero de montas x 100) y la intensidad de la lordosis
[IL], evaluada en una escala de 0-3, dependiendo del grado de dorsiflexién
presentado. Cabe mencionar que la conducta de lordosis se ha asociado con
el aspecto consumatorio de la copula (Blaustein & Erskine, 2002).
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1.7.3 Motivaciéon sexual

Aligual que la conducta consumatoria, la motivacion sexual en la rata hembra
varia dependiendo de la fase del ciclo estral en la que se encuentre el animal
(se produce sélo en la fase de proestro tardio), y estd modulada por las
hormonas gonadales estradiol y progesterona. Este estado hormonal
produce una motivacion (no aprendida) de la busqueda de una pareja sexual
(Nofrey et al., 2008), y se ha demostrado que uno de los principales sentidos
involucrados en esta busqueda es la olfaccién, especificamente el sistema
olfativo accesorio (Saito et al., 1999). Asi, las hembras en proestro prefieren
olfatear el aserrin impregnado con olores de un macho administrado con altas
dosis de testosterona o de un macho con experiencia sexual previa, que el

aserrin de machos castrados (Taylor et al., 1982).

La motivaciéon sexual consta de dos componentes basicos: el estado de
motivacion central y el incentivo. El estado de motivacion central es definido
como la serie de procesos que promueven las acciones directas en el cerebro
del animal para conseguir un objetivo y el incentivo puede ser cualquier
estimulo con propiedades recompensantes (Agmo, 2011). Se cree que el
estado de motivacion central se integra, al menos parcialmente, en el area
predptica media del hipotalamo (mPOA) (Agmo, 1999), por lo cual se le sefiala
como un area importante en el estudio del aspecto apetitivo de la cépula. Un
estimulo eficiente no sélo puede generar actividad a nivel sistémico (como la
activacion muscular para realizar alguna conducta), también puede alterar la
actividad en el sistema nervioso autonomo y el sistema endocrino (Agmo,
2014).

Podemos evaluar la motivacion sexual a través de la cuantificacion de
conductas especificas, como las conductas paracopulatorias, 0 mediante la
evaluacion del trabajo/esfuerzo que realiza el sujeto experimental para
acceder a la oportunidad de copular, ya sea ensefidndolo a presionar una
palanca, a cruzar cercas electrificadas o introduciendo su nariz por orificios

para acceder al estimulo; sin embargo, la mayoria de estas pruebas requiere
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del aprendizaje o la destreza del animal (Avitsur & Yirmiya, 1999). Existen otras
pruebas en las que se permite que el roedor presente, de manera natural,
algunas conductas de acercamiento. Por ejemplo, la copula regulada por la
hembra, prueba de preferencia de pareja, la prueba de motivacion sexual
incentiva, la prueba de olfaccién relativa a olores sexuales (Paredes, 2009).
En los siguientes apartados se darda mayor detalle de cada una de estas
pruebas, aunque su definicion metodologica se hara en la seccidn

correspondiente.

1.7.4 Conductas paracopulatorias

Las conductas paracopulatorias o conductas proceptivas son conductas
especie-especificas que denotan la disposicion de la hembra para
iniciar/continuar la cépula. Entre estas conductas se encuentran el orejeo
(movimiento rapido de la cabeza que produce el aleteo fino de las orejas), el
brincoteo (pequefios saltos con las cuatro extremidades extendidas) y el
zigzagueo (carreras cortas que realiza la hembra a lo largo de la arena con
cambios abruptos de direccién) (Bergheim et al., 2015). Algunos autores
consideran que estas conductas son un reflejo de la motivacion sexual
(Beach, 1976; Snoeren et al., 2011).

1.7.5 Conductas agresivas

Al contrario de las conductas proceptivas, las conductas agresivas o de
rechazo son consideradas como un indicador negativo de la motivacion sexual
femenina. Generalmente las conductas de rechazo se presentan cuando la
hembra no se encuentra receptiva o tras largos periodos de cépula, en un
intento de regular la interaccion sexual (Erskine, 1989). Entre las conductas
agresivas presentadas por la hembra durante la cépula podemos mencionar:
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 lateramente, sin dafarlo), la postura ofensiva lateral
(pataleo al macho con las patas traseras) y vocalizaciones (Madlafousek &
Hlinak, 2012).
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Se ha reportado un incremento en las conductas de rechazo cuando la hembra
no regula el ritmo de la interaccion sexual, como ocurre en el modelo de copula

no regulada por la hembra (Hernandez-Munive et al., 2020).

1.7.6 Modelos utilizados para evaluar la conducta sexual femenina de

la rata

a) Copula no regulada por la hembra

En esta prueba los animales (hembra y macho) son colocados en una arena
circular y el macho es el que determina el ritmo de la copula, lo cual,
incrementa las conductas de rechazo por parte de la hembra (Coopersmith et
al., 1996). A pesar de que es la arena mas frecuentemente utilizada para
evaluar la respuesta sexual femenina en ratas, no resulta adecuada para
evaluar los aspectos motivacionales de la cépula en la hembra, ya que la
conducta desplegada con esta temporalidad no es reforzante para ella
(Paredes & Vazquez, 1999).

1.8 Modelos utilizados para evaluar la motivacion sexual

1.8.1 Copula regulada por la hembra
Esta prueba se realiza en una caja de dos compartimentos separados por una
pared de acrilico con dos orificios pequefios en la parte inferior, por lo cuales
s6lo la hembra puede pasar libremente, ya que es de menor tamafio que el
macho. En esta prueba se pueden diferenciar dos factores importantes de la

copula:

1) El componente sensorial de la cépula. La hembra puede
diferenciar entre el tipo de estimulacion que esta recibiendo
ya sea de una monta, de una intromisibn o de una
eyaculacién. Esto se ve reflejado en el porcentaje de salidas
gue realiza la hembra después de cada una de estas

conductas emitidas por el macho.
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Es decir, existe un porcentaje de salidas mayor si la hembra
recibe una eyaculacion a que si recibe una monta.

2) El componente motivacional de la copula: entendido como la
disposicion de la hembra para continuar con la interaccion
sexual. Esto se puede evaluar mediante las latencias de
retorno al compartimento donde se encuentra el macho
después de presentar una salida post estimulacion
(Coopersmith et al.,, 1996; Zipse et al., 2000). Se ha
observado que las latencias de retorno al compartimento
donde se encuentra el macho son mayores después de una
eyaculacion, seguidas de las que ocurren después de una
intromision 'y mas breves después de una monta,
hipotetizando que a mayor estimulacién vagino-cervical le
toma mas tiempo a la hembra regresar a interactuar

sexualmente con el macho (Paredes & Vazquez, 1999).

Se ha reportado que el que la hembra regule la interaccion sexual genera
distintas respuestas fisiologicas, por ejemplo, un incremento en el nimero de
crias por camada, un aumento en los niveles de LH y un mayor nimero de
conductas proceptivas (Coopersmith et al., 1996). Sé6lo cuando la hembra
establece el control de la estimulacion sexual que recibe, la copula se torna
reforzante para ella e induce un estado de recompensa (Paredes & Alonso,
1997). En este modelo podemos evaluar tanto el componente consumatorio

de la cépula como el aspecto motivacional.

Existen otros modelos en los que se puede evaluar el acercamiento a un
estimulo sexual o social, ya sea teniendo libre acceso, limitando el contacto
fisico o permitiendo el acercamiento a través de las sefales olfativas que el

estimulo emite.
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1.8.2 Prueba de preferencia de pareja

En esta prueba, las hembras pueden elegir entre interactuar con un macho
sexualmente experto (SE), es decir, aquel que tuvo experiencia sexual previa
(ver metodologia) o un macho castrado (CA). Se realiza en una arena
tricompartimental, en la que los estimulos se encuentran en lados contrarios
de la caja sujetados por un arnés, la hembra es la Unica que puede deambular
libremente entre los compartimentos. En esta prueba se puede evaluar el
aspecto consumatorio, cociente de lordosis (QL) e intensidad de la lordosis
(IL), y el apetitivo, a través del tiempo de permanencia con cada estimulo, de
la conducta sexual (Brand & Slob, 1991). Se sabe que el incentivo sexual sera
elegido por dos razones: para buscar un compafiero sexual y/o por un
encuentro social; en cambio, el incentivo social s6lo es buscado de forma
social. La diferencia entre los tiempos de permanencia entre ambos debera
entonces representar la intensidad de la bdsqueda de una pareja sexual
(Agmo et al., 2004). Esta prueba tiene la caracteristica de permitir el contacto
fisico del animal experimental (la hembra) con los estimulos (macho
sexualmente experto o macho castrado). Experimentalmente este contacto
fisico puede considerarse una ventaja del modelo debido a que el animal
puede recibir toda la informacién sensorial que acompafia a la copula tal y
como sucede en la naturaleza; sin embargo, también puede considerarse una
desventaja al momento de evaluar Unicamente la motivacion sexual, ya que
como resultado de la interaccion fisica el animal experimental puede
abandonar la zona del estimulo y modificar el tiempo total de permanencia, por
ejemplo durante el periodo posteyaculatorio (Broekman et al., 1988; Clark et
al., 2004; Ferreira-Nufio et al., 2005). Con base en ello, algunos autores
(Agmo, 2003; Paredes, 2009; Ventura-Aquino & Paredes, 2016) han propuesto
el uso de pruebas de motivacion que eviten el contacto fisico, como la prueba
de motivacion sexual incentiva para evaluar de forma mas especifica el interés

de la hembra por copular.
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1.8.3 Prueba de motivacion sexual incentiva

La evaluacién de la motivacién sexual incentiva se realiza en una arena que
tiene dos compartimentos adyacentes donde se colocan los sujetos incentivos
(macho SE o CA), en lados opuestos de la arena. El sujeto experimental y el
sujeto incentivo estan separados por una malla a través de la cual sélo se
pueden ver, oler y escuchar entre ellos, lo que permite evaluar de manera
especifica, el componente apetitivo de la cOpula. El area adyacente al
compartimento donde se encuentra el animal estimulo es llamada zona
incentiva. Cuando la hembra permanece mas tiempo en la vecindad de un
macho sexualmente experto vs. el tiempo invertido junto al macho castrado,
se considera que la hembra tiene mayor motivacion sexual (Agmo, 1999) la
descripcion detallada del método a seguir con esta prueba sera descrito en la
seccion 4.2. Esta prueba tiene la ventaja de que, al limitar el contacto fisico, la
motivacion sexual de la hembra no queda enmascarada por la cépula misma
que posee aspectos retribuyentes y aversivos (Ventura-Aquino & Paredes,
2016).

1.8.4 Prueba de olfaccion relativa a olores sexuales

Diversos estudios han demostrado que las sefiales olfativas emitidas por los
animales estimulo estan involucradas en la seleccion de la pareja (Edwards
et al., 1996; Petrulis et al., 1999), por lo cual, un modelo como el de la prueba
de olfaccion relativa a olores sexuales, provee la ventaja de presentar un
estimulo altamente relevante para el roedor, sin la influencia de otros
estimulos sensoriales (visual/auditivo/contacto fisico con los estimulos).

En esta prueba, cominmente se le presenta al sujeto experimental aserrin
proveniente de la caja donde habitaron los animales estimulo y que tiene
impregnado distintos olores, caracteristicos del animal (Taylor et al., 1982).
En ella, las hembras en proestro prefieren olfatear el aserrin impregnado con
orina de machos con experiencia sexual versus el aserrin con orina de

machos castrados (Halpern & Martinez-Marcos, 2003).
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1.9 Estructuras cerebrales relacionadas con la actividad sexual
de la rata hembra

La conducta sexual, como cualquier otra, se integra en el SNC. Existen varias
maneras de analizar los cambios a nivel cerebral producidos por la actividad
sexual, incluidos los aspectos motivacionales de la copula. En animales de
laboratorio, uno de los mas utilizados es la inmunohistoquimica para c-Fos que

se describira a continuacion.

La respuesta sexual de la rata hembra es dependiente de las concentraciones
de hormonas ovéricas. La estimulacién somatosensorial de los flancos y de la
grupa, provoca potenciales de accion que viajan a través de los nervios
periféricos hacia la médula espinal, dichas sefales ascienden por las vias
espino-reticular y espino-talamica, para formar el bucle espino-talamo-médula
espinal, cuya actividad est4d controlada por sefiales dependientes de
estrégenos de las neuronas en el nucleo ventromedial del hipotadlamo (VMH)
que expresan gran cantidad del receptor a estrégenos a (ERa) (Spiteri et al.,
2012). Posteriormente, se activan las neuronas (mediante una despolarizaciéon
del potencial de accion transitorio) en la sustancia gris mesencefalica, cuyas
neuronas a su vez activaran a las neuronas del tracto reticuloespinal y
vestibuloespinal. Finalmente se activardn las neuronas motoras de los
muasculos axiales profundos de la espalda cuya contraccién produce la

respuesta de lordosis (Kow et al., 1979).

Para establecer los circuitos o0 areas que se activan en respuesta a un estimulo
o conducta se ha utilizado la expresion del marcador de activacién neuronal:
c-Fos. c-Fos es una proteina, producto de un gen de expresion temprana: fos,
expresado en neuronas poco después de su despolarizacion. La deteccion de
la proteina c-Fos se puede hacer mediante técnicas inmunohistoquimicas, en
las que el tejido se incuba en diversas soluciones, incluyendo una con un
anticuerpo que se une especificamente a c-Fos (Takahashi & Miczek, 2015).
En la rata hembra, la copula o la estimulacion vaginocervical de forma manual

producen un incremento en la activacion neuronal en regiones cerebrales
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como el &rea predptica media (MPOA), el nucleo paraventricular (PVN) y el
nacleo ventromedial (VMH) del hipotdlamo y en otras estructuras del sistema
limbico, como la amigdala media, el ndcleo accumbens y el nucleo de la base
de la estria terminal (BNST), ademéas de otras areas cerebrales del tronco
encefalico como el area tegmental ventral (VTA), el locus coeruleus (LC) y la
corteza prefrontal (PFC) (Gelez et al., 2013).

En diversas areas cerebrales; como el mPOA y la amigdala media, existe una
relacion directa entre la densidad de expresion de c-Fos y la cantidad de
conducta sexual recibida. Por ejemplo, las hembras que recibieron
intromisiones presentaron un namero mayor de células que expresaron c-Fos
en mPOA y amigdala media, comparadas con aquellas que sélo recibieron
montas, con aquellas que so6lo recibieron estimulacion manual en los flancos
0 aguellas a las que se les secciond el nervio pélvico (Erskine, 1993). En la
corteza cingulada la induccién de c-Fos ocurre cuando la hembra copula en
una arena en la que regula el ritmo de la copula, pero no cuando la hembra
recibe estimulacion vaginocervical de forma manual (Pfaus & Heeb, 1997).
Ademas, se presenta un incremento significativo de c-Fos después de 1h de
copula en este tipo de prueba en la amigdala postero-dorsal, en VMH vy el
BNST en comparacion con la activacién que ocurre en las hembras a las que
no se les permitié regular el ritmo de la copula y de aquellas que no tuvieron

encuentro sexual (Erskine & Hanrahan, 1997).

Respecto al control neural de la motivacion sexual se ha determinado que es
la via olfativa accesoria la que regula principalmente esta respuesta (Pfaff &
Saad, 2020). Como se menciond anteriormente, las ratas hembra en estro
muestran preferencia olfativa por olores de machos sexualmente activos
(Bakker, van Ophemert, et al., 1996; Kondo & Sakuma, 2005; Xiao et al., 2004).
A continuacion, se describiran los experimentos que demuestran la
importancia de algunas areas cerebrales en la regulacién de la motivacién

sexual de hembras.
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a) Bulbo olfatorio

Los olores no volétiles, social o sexualmente relevantes, son detectados por
receptores en las neuronas del 6rgano vomeronasal cuyos axones proyectan
al glomeérulo del bulbo olfatorio accesorio (BOA) y el bulbo olfatorio principal
(Scalia & Winans’, 1975). De manera especifica se encontro que la exposicion
a olores sexualmente relevantes provoca una activacion neuronal tanto en la
capa mitral como granular del bulbo olfatorio accesorio (Bakker, Baum, et al.,
1996; Dudley et al., 1992; Hosokawa & Chiba, 2007). De manera interesante
la activacion del BOA fue similar entre hembras con y sin experiencia sexual
(Hosokawa & Chiba, 2007).

Hembras con una seccién bilateral del nervio olfatorio o a las que se les retird
el BOA en su totalidad, presentan una pérdida total de la preferencia por olores
sexualmente relevantes (Romero et al., 1990). Ademas, existe sOlo una
activacion neuronal cuando se presentan todos los componentes de la orina,
ya que en un experimento realizado por Yamaguchiy colaboradores (2000) se
demostré que la exposicion de la hembra a distintas preparaciones de orina
donde se separaban sus componentes segun el peso molecular era ineficiente
para activar c-Fos en el BOA. Esta activacion se producia Unicamente cuando
todas las fracciones del liofilizado de orina eran presentadas en su conjunto
(Yamaguchi et al., 2000).

Las células mitrales del BOA envian proyecciones a los nucleos amigdalinos,
como la amigdala medial antero dorsal (MeAD) y la amigdala medial postero
dorsal (MePD); las neuronas de la MeAD proyectan al nucleo ventromedial del
hipotalamo (VMH) y al area preoptica lateral, mientras que las neuronas de la
MePD, a través del nucleo de la base de la estria terminal (BNST) mandan
axones de proyeccion al mPOA (Swanson, 2000; Von-Campenhausen & Mori,
2000; Wood, 1997). Es importante sefialar que en todas estas areas se
expresa el ERa, por lo tanto, cada uno de estos sitios es crucial para el control
de la respuesta hormonal ante estimulos sexualmente relevantes (Choi et al.,

2005). Utilizando métodos inmunohistoquimicos para visualizar la proteina c-
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Fos se ha demostrado, en hembras y machos, que estimulos sexuales activan
varias estructuras que forman parte del sistema olfatorio accesorio (Bakker,
Baum, et al.,, 1996; Baum & Ewrittt, 1992; Bennett et al., 2002; Bressler &
Baum, 1996; Coolen et al., 1996; Dominguez-Salazar et al., 2002; Dudley et
al., 1992; Erskine & Hanrahan, 1997; Hosokawa & Chiba, 2007; Kelliher et al.,
1999; Paredes et al., 1998; Pfaus et al., 1993; Portillo & Paredes, 2004) y el
ndcleo accumbens (Bakker, Baum, et al., 1996; Hosokawa & Chiba, 2007;
Kelliher et al., 1999; Pfaus et al., 1993), una estructura que se ha implicado en
la retribucion sexual femenina (Becker et al., 2001).

a) Amigdala

Como ya se mencion0, el segundo sitio de sinapsis en el sistema olfativo
accesorio estad ubicado en la amigdala medial. Dentro de esta estructura
pueden reconocerse al menos dos partes importantes, la MeAD y MePD (la
mayor concentracion de receptores a esteroides se encuentra en esta zona)
(Olucha-Bordonau et al., 2015). Respecto al papel de la amigdala en el control
de la respuesta sexual de la rata hembra, se ha observado que la lesion de la
amigdala medial provoca una disminucion en el QL tras la cépula continua
(Rajendren & Moss, 1993), sin modificar la conducta de pacing (Guarraci et al.,
2004). En cuanto a la motivacion sexual, varios experimentos han demostrado
gue la exposicion de hembras a estimulos sexualmente relevantes produce
activacion de esta area cerebral (Bakker, van Ophemert, et al., 1996), esta
activacion ocurre en hembras con experiencia sexual previa (Hosokawa &
Chiba, 2007). Ademas, Bennet y colaboradores (2002) encontraron que las
neuronas amigdalinas que se activaban contenian receptores a estrogenos
tipo alfa (ERa) y no a progesterona o a estrogenos tipo beta (Erg), lo cual
sugiere un papel importante del ERa en la regulacion de la motivacion sexual
mediada por la amigdala (Bennett et al., 2002). Asimismo, la lesion electrolitica
de la amigdala medial en el ratbn hembra elimina la preferencia por el olor de
orina de un macho intacto versus uno castrado (DiBenedictis et al., 2012) y la

destruccion del nucleo amigdalino posteromedial de la rata hembra suprime la
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preferencia por olores de un macho experto comparado con la preferencia por
olores de un macho castrado. Esta disminucidon se mantiene incluso
incrementando las dosis de estrogenos (Kondo, 2005). Estos resultados,
tomados en su conjunto, permiten concluir que varios nucleos amigdalinos

juegan un papel crucial en el control neural de la motivacién sexual.
b) Nducleo de la base de la estria terminal

Varios estudios han evaluado el papel del ndcleo de la base de la estria
terminal (BNST) sobre la motivacidon sexual femenina (Pfaff & Saad, 2020). En
una investigacion realizada en el hamster se encontré que la lesion de esta
area no disminuye las respuestas de acercamiento frente al macho, resultados
similares se obtuvieron al utilizar ratas hembra que no expresaban el ERa en
BNST, donde no se modificé ninguna de las conductas sociosexuales de estos
animales (Snoeren et al.,, 2015). Sin embargo, en esta estructura cerebral
todos los estudios han encontrado una activacion, medida por c-Fos, en
hembras después de exponerse a olores sexualmente relevantes (Bakker,
Baum, et al., 1996; Bennett et al., 2002; Dudley et al., 1992; Hosokawa &
Chiba, 2007). Ademas, en esta area cerebral existe una mayor expresion de
c-Fos en hembras que regulan el ritmo de la copula en comparaciéon con
aquéllas que sélo recibieron montas e intromisiones en condiciones que no
regulan la cépula (Erskine & Hanrahan, 1997), por lo tanto, podriamos concluir
gue BNST juega un papel importante en la regulacién de algunas conductas

como el pacing y la deteccién de olores sexuales.
c) Area predptica media del hipotalamo

Inhibir la actividad del area predptica media del hipotadlamo (mMPOA) provoca
un incremento en el QL de hembras ovariectomizadas y suplementadas con
hormonas (Hoshina et al., 1994; Takeo et al., 1993), pero reduce las conductas
proceptivas e incrementa las conductas de rechazo al macho (Blaustein &
Erskine, 2002). Sin embargo, y al igual que para el nucleo de la base de la
estria terminal, varios estudios han mostrado la activacion del mPOA (medida

por la expresion de c-Fos) en el cerebro de ratas hembra después de haberse
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expuesto a estimulos de machos sexualmente expertos (Bakker, Baum, et al.,
1996; Hosokawa & Chiba, 2007). La lesion de esta area elimina la preferencia
por investigar olores provenientes de macho tanto en ratas (Xiao et al., 2005)
como en hamster hembra (Martinez & Petrulis, 2013), dicha preferencia
también se ve eliminada en hembras knockdown al receptor ERa en el mPOA
(Spiteri et al., 2012). Por lo tanto, podemos concluir que el mPOA esta
involucrada en la regulacion de conductas como la lordosis, la proceptividad,
la agresividad y la motivacion sexual. Es importante sefialar que neuronas del
mPOA que contienen el receptor ERa parecen esenciales para regular
aspectos relacionados con la motivaciéon sexual evaluada a través de la

preferencia de olores sexuales.
d) Nucleo ventromedial del hipotalamo

El nacleo ventromedial del hipotalamo (VMH) esta involucrado en la ejecucion
de lalordosis y en la expresion de las conductas proceptivas (Pfaff et al., 1995).
Se ha demostrado también que la lesion de este sitio en ratas
ovariectomizadas provoca menos acercamientos al macho, a pesar de haber
recibido estradiol y progesterona de manera exégena, lo cual indica que VMH
esta involucrado de manera directa en la eleccion de pareja (Paredes &
Alonso, 1997). Ademas, el nucleo ventromedial del hipotadlamo es parte
esencial de la via olfatoria accesoria. Asi, en el VMH ocurre un aumento en el
namero de células inmunorreactivas a c-Fos cuando las hembras copulan
(Coolen et al., 1996) o bien cuando sélo se exponen a estimulos olfativos de
machos sexualmente expertos (Dudley et al., 1992; Hosokawa & Chiba, 2007).
Sin embargo, esta activacion solo ocurri6 en hembras que antes habian
experimentado conducta sexual. Este ultimo resultado indica que la activacion
de esta estructura cerebral depende de la experiencia sexual previa de las

hembras.
e) Nucleo accumbens

El nacleo accumbens no es parte de la via olfatoria accesoria, pero juega un

papel fundamental en la motivacion sexual femenina (Sakuma, 2008). Asi, por
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ejemplo, se ha demostrado que la inyeccion a ratas hembra de metabolitos de
la testosterona [3a androstanodiol]; en especifico en la region “shell” del nacleo
accumbens, incrementa la motivacion sexual femenina (Sanchez Montoya et
al., 2010), indicando que esta &rea cerebral participa en la regulacion
neuroendocrina de la motivacion sexual femenina. Ademas, la exposicion a un
macho sexualmente activo (o el ejercicio de la conducta sexual) incrementa
los niveles de dopamina en el nucleo accumbens de hembras sexualmente
receptivas. Sin embargo, este incremento en dopamina no ocurrié cuando los
animales sélo se expusieron a olores sexualmente relevantes (Pfaus et al.,
1995). Otros datos sefalan que la lesion selectiva del nucleo accumbens en
hembras tratadas con hormonas esteroides disminuye el numero de
aproximaciones de la hembra al macho y reduce las conductas proceptivas, a
la vez de incrementar las conductas de rechazo (Rivas & Mir, 1990). Por ultimo,
en relacion con la activacion de esta zona cerebral, medida por c-Fos, en
hembras expuestas a estimulos sexualmente relevantes, se ha encontrado
una activacion diferencial entre las regiones “core” y “shell” del nucleo
accumbens. Asi, Bakker et al. en 1996, demostraron que frente a la exposicion
de olores sexualmente relevantes (de machos sexualmente activos) existe una
expresion de la proteina c-Fos en el “core” del nucleo accumbens de hembras,
mientras que no existe una activacion cerebral del “shell” (Bakker, Baum, et
al., 1996). Todos estos datos suman informacion relevante sobre la regulacion

gue tiene el nucleo accumbens en el control de la motivacion sexual femenina.

1.10 Efecto de la hiperglucemia severa y la hiperglucemia
moderada sobre la respuesta sexual femenina

1.10.1 Modelos de hiperglucemia: administracion de STZ

Para estudiar los cambios metabdlicos que caracterizan a la DM se han
utilizado diversos modelos animales entre ellos se encuentran los modelos
genéticos (las ratas Zucker, el raton KK, las ratas cohen), hiperglucemia
generada por la destruccion quimica de las células pancreéticas (mediante

alloxan o estreptozotocina) o la remocion quirdrgica del pancreas, dietas

23



altas en grasa o azucar (Arulmozhi et al., 2004). Por su relativa facilidad y
bajo costo, la administracion de estreptozotocina (2-deoxy-2([metil(nitroso)
amino] carbonil-amino)-B-D-glucopiranosa) (STZ) es uno de los modelos

mas utilizados en el estudio de la DM.

La STZ es un metabolito obtenido del hongo Streptomyces achomogenes
(Bell & Hye, 1983). Por su estructura quimica se le considera como un
analogo citotdxico 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 B pancreaticas, hepatocitos, células del
tubulo renal entre otras. Aunque también provoca un dafio en otras células,
la principal actividad citotéxica se presenta en las células B pancreaticas
debido a que éstas son mas activas en la recaptura de glucosa. Una vez
dentro de la célula, la STZ provoca la muerte celular debido a la
fragmentacién del DNA, provocada por la metilacion de su estructura, y la
generacion de o6xido nitrico y de radicales libres como el peréxido de
hidrogeno (Goyal et al., 2016; Ogbonnaya et al., 2013). La dosis y la via de
administracion resultan determinantes para el tipo de diabetes que se desea
modelar. Por ejemplo, la administracion de STZ en la rata adulta provoca
una deficiencia casi total de insulina, generando hiperglucemia severa,
dislipidemia y pérdida de peso que simulan algunos de los cambios

metabdlicos que se observan en la DM1 (Becker, 2009; Kovacs et al., 2003).

Se han intentado modelar algunas de las complicaciones a largo plazo de
la DM2 con la administracion 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. La administracion de STZ durante
el periodo neonatal provoca una destruccion parcial (20% sobreviven) de
las ceélulas beta pancreaticas que es insuficiente para mantener la
normoglucemia. Esta pérdida es compensada por las células que aun no se

han diferenciado. Después de un tiempo (6-8 semanas) existe una baja en
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la funcién de las células B y se presenta una disminucion marcada en la
capacidad del pancreas para liberar insulina en respuesta a la glucosa
(Giddings et al., 1985; Serradas & Dolz, 2007). Existen diversas variantes
en este modelo dadas por el dia de la administracién del farmaco (al dia 0,
2 0 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 las ratas Wistar disminuye
rapidamente durante la primera semana de vida postnatal y que esta
regeneracion no sucede en el pancreas de la rata adulta. Sin embargo,
pocos son los reportes en los que se exponen las ventajas del dia de
administracion (Bequer et al., 2016). A pesar de que en la poblacién general
la prevalencia de pacientes con DM2 es mayor, la mayoria de los trabajos
experimentales que estudian la DM utilizan el modelo que reproduce las
condiciones clinicas de una DM1 pobremente controlada, debido a que
realizar experimentos con animales en la etapa neonatal requiere de mas

esfuerzo de cuidado y de mayor tiempo de experimentacion.

En este proyecto se utilizaron estos dos modelos, para observar y comparar
los efectos que pudieran tener la hiperglucemia/hipoinsulinemia severa y
moderada sobre la motivacion sexual de ratas hembra, debido a que en la
clinica los efectos de la hiperglucemia en el organismo parecen variar

dependiendo del tipo de diabetes.

1.10.2 Hiperglucemia severa y conducta sexual

Como se menciond, la administracion de STZ en la rata adulta provoca una
hiperglucemia severa (niveles de glucosa aleatoria > 300 mg/dl). En las
ratas hembra la inyeccion de esta pancreotoxina tiene efectos mayusculos
sobre la regularidad del ciclo estral: la mayoria de los animales tratados con
STZ presentan un bajo niumero de proestros naturales, acompafiado de un
incremento en el numero de diestros a lo largo de 25 dias (Rebolledo-
Solleiro & Fernandez-Guasti, 2018), debido a una desregulacion en la
secrecion de LH (Bestetti et al.,, 1985). Con esas bases, la investigacion
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acerca de la conducta sexual de la rata hembra en un modelo de
hiperglucemia severa ha utilizado ratas ovariectomizadas (OVX)
suplementadas con hormonas, estradiol y progesterona para poder inducir
la expresion de conducta sexual. Los resultados de esas investigaciones
sefialan que estos animales presentan una clara disminucion tanto en el QL
como en la IL (Ahdieh et al., 1983; Gentry & Blaustein, 1977; Hashimoto et
al., 2010; Hernandez-Munive et al., 2018; Karkanias et al., 1997; Kovacs et
al., 2003; Saito et al.,, 1999; Siegel & Wade, 1979). Esta reduccién se
revierte con la administraciéon de insulina, ya sea de manera periférica
(Hashimoto et al., 2010; Hernandez-Munive et al., 2018; Karkanias et al.,
1997) o central (Kovacs et al., 2003).

Para determinar el efecto que tiene la hiperglucemia severa sobre la
motivacion sexual de las hembras se han tratado de evaluar algunos
parametros que se consideran un indice de motivacion sexual como la
proceptividad, las latencias de retorno al macho después de recibir
estimulacién en el modelo donde la hembra regula el ritmo de la copula
(paced mating) (Heijkoop et al., 2018), el tiempo de permanencia en el
compartimento donde se encuentra un macho sexualmente experto
(también evaluado en la prueba de paced mating), o indirectamente, al
evaluar los comportamientos agresivos presentados durante el encuentro
sexual (Ventura-Aquino & Paredes, 2016), recordando que un mayor
namero de conductas de rechazo se interpreta como una menor motivacion

de la hembra para continuar la copula.

Con respecto a la proceptividad, algunos autores han reportado que en el
modelo de hiperglucemia severa existe una disminucién en el porcentaje de
animales que exhiben estas conductas (Saito et al., 1999) asi como en el
namero de eventos (Karkanias et al.,, 1997), mientras que otros no
observaron dichos cambios (Ahdieh et al., 1983; Hernandez-Munive et al.,

2018); sin embargo, después de la administracién de insulina se observa un
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aumento en el nimero de eventos proceptivos presentados por las hembras

hiperglucémicas (Hernandez-Munive et al., 2018; Karkanias et al., 1997).

Adicionalmente, debido a la baja receptividad (evaluada a través del QL e
IL) presentada por las hembras con hiperglucemia severa y, por lo tanto, a
la baja estimulacion vaginocervical que recibieron por parte del macho en el
modelo de paced mating, fue imposible calcular las latencias de retorno
después de una intromision o eyaculacion. Ademas, el tiempo de
permanencia en el compartimento donde se encontraba el macho no mostré
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control, sin
guedar claro si esto era debido a que las hembras buscaban el componente
social (mas que el sexual) ofrecido por el macho (Herndndez-Munive et al.,
2018).

Por dltimo, las conductas agresivas aumentaron cuando la hembra
hiperglucémica no tuvo la posibilidad de controlar el ritmo de la cépula
(comportamientos que disminuyen con la administracion de insulina); y, aun
cuando se le ofreci6 a la hembra la posibilidad de alejarse del macho al ser
expuesta a la prueba de paced mating, donde ella regula el ritmo de la
copula, todavia existié una tendencia al aumento de las conductas agresivas
(Hernandez-Munive et al., 2018). En su conjunto (tabla 1), esta informacién
no nos da un panorama claro sobre lo que podria estar pasando con la

motivacion sexual de la hembra con hiperglucemia severa.

1.10.3 Hiperglucemia moderada y conducta sexual

La informacién referente a lo que ocurre con la conducta sexual de la rata
hembra en el modelo de hiperglucemia moderada (niveles de glucosa

después de un reto de sacarosa > a 250 mg/dl) es escasa.

En este modelo se pueden utilizar hembras naturalmente ciclantes, debido
a gue no existen cambios en el numero de proestros naturales a lo largo de

14 dias (Hernandez-Munive et al., 2019; Inhasz et al., 2013), como ocurre
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en el modelo de hiperglucemia severa (Rebolledo-Solleiro & Fernandez-
Guasti, 2018) .

Las hembras con hiperglucemia moderada no presentan cambios en el
cociente o la intensidad de la lordosis (Hernandez-Munive et al., 2019;
Inhasz et al.,, 2013). Sin embargo, muestran una disminucién en las
conductas proceptivas cuando no se les permite regular el ritmo de la
interaccion sexual -copula no regulada- (Herndndez-Munive et al., 2019). En
la evaluacion conductual en la prueba de copula regulada, estas hembras
no realizaron el “pacing” (abandonar el compartimento del macho después
de recibir estimulacién vaginocervical) a pesar de recibir la misma
estimulacion vaginocervical (el mismo numero de intromisiones) que el
grupo control, planteandose la hip6tesis de que quizas las hembras no
distinguen entre los estimulos recibidos, lo que imposibilitd evaluar la
motivacion sexual a través de dicha prueba (Hernandez-Munive et al.,
2019).

A manera de resumen, en la tabla 1 se presenta una comparacion de los
efectos de la hiperglucemia severa o moderada sobre algunos parametros

de la conducta sexual de la rata hembra.

Hiperglucemia Hiperglucemia

severa moderada
Lordosis Disminucion Sin cambios
Proceptividad Controversial Disminucion
Latencias de retorno paced Conducta no Conducta no

mating realizada realizada

Tiempo de permanencia . . . .
P P . Sin cambios Sin cambios
con el macho paced mating

Agresividad Aumento Sin cambios

Tablal. Comparacion de los efectos de la hiperglucemia sobre la conducta
sexual femenina. Las comparaciones fueron realizadas contra su respectivo
grupo control tratado con buffer (Hernandez-Munive, 2017).

28



A pesar de todas las aproximaciones realizadas, el efecto que tiene la
hiperglucemia severa (modelo de DM1) o moderada, pero de manera cronica
(modelo de DM2) sobre la motivacion sexual no ha quedado determinada.
Por lo tanto, en el presente trabajo se utilizaron dos modelos para evaluar la
motivacion sexual a través de los comportamientos de acercamiento hacia
una pareja: la prueba de motivacion sexual incentiva (MSI) y la prueba de
preferencia de pareja (PP). Las hembras con mayor motivacion sexual pasan
mas tiempo con un compariero sexual [macho sexualmente experto (SE)] que
con un compafiero social [es decir, un macho castrado (CA)]. Ademas, se
analizé la motivacion sexual usando una prueba que Unicamente utiliza
estimulos olfatorios como la prueba de tiempo de olfaccion de estimulos

sexuales.

1.11 Administracién de STZ y expresion de c-Fos

c-Fos es una proteina producto del gen temprano, fos, generada poco
después de la despolarizacion neuronal y se considera que es un buen
marcador de actividad neuronal que puede utilizarse para identificar las
areas cerebrales involucradas en ciertas conductas, por lo anterior, c-Fos
fue utilizado en este disefio experimental para determinar si existen cambios
en la actividad neuronal generados por la hiperglucemia/ hipoinsulinemia en
diversas areas cerebrales implicadas en el desarrollo de la motivacién
sexual (Gelez et al., 2013).

A nuestro conocimiento no existen reportes sobre la activacién neuronal que
se presenta después de la conducta sexual de ratas hiperglucémicas. Sin
embargo, algunos estudios han demostrado que la administracion de STZ
en la etapa adulta provoca alteraciones en la actividad neuronal. Por
ejemplo, el grupo de Morgado, partiendo de la premisa de que las ratas
hiperglucémicas presentan neuropatia, evaluo la actividad de las neuronas
espinales después de la administracion de STZ a lo largo de 6 semanas.
Una semana después de la administracion de STZ se genera, ademas de

la hiperglucemia y los cambios conductuales de la neuropatia diabética, un
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aumento moderado en la expresion de c-Fos en el asta dorsal de la médula
espinal, incremento que se observa hasta la cuarta semana de tratamiento.
Este grupo sefiala que estos cambios funcionales pudieran estar
relacionados con las anormalidades sensoriales presentadas por las ratas
hiperglucémicas (Morgado & Tavares, 2007).

Otro grupo de investigacion sefala que después de dos dias de la
administracion de STZ existe una disminucion en la expresion de c-Fos en
el hipocampo. Este hallazgo posiblemente esta relacionado con las
evidencias que indican que la hiperglucemia provoca alteraciones en el
aprendizaje y la formacion de memoria (Jang et al., 2003). De manera
interesante, la hiperglucemia genera distintos efectos en la expresion basal
de c-Fos en el cerebro: en el hipotdlamo anterior se presenta una
disminucién en las células positivas a c-Fos después de la administracion
de STZ, mientras que, en el nucleo paraventricular, el nicleo supradptico y
el mMPOA se expresa un mayor numero de células positivas a c-Fos al
compararse con el grupo que sdlo recibié el vehiculo. Dicho incremento es
aun mayor cuando las ratas hiperglucémicas son sometidas a
deshidratacion por 24 h (Zheng et al., 2002). Estas evidencias permiten
suponer que posiblemente las ratas con hiperglucemia también presenten
una expresion distinta de c-Fos después de presentarles un estimulo sexual

0 uno social.
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. Justificacién

La investigacion del impacto que tiene la DM sobre la vida sexual de las
pacientes o sobre la conducta sexual, en el caso de los roedores tratados
con STZ, se ha enfocado en los aspectos consumatorios del encuentro
sexual, dejando de lado la motivacion sexual. En los pocos estudios en los
gue se intentd evaluar este componente, no se llegd a una conclusion
definitiva, ya sea porque se encontraron datos contradictorios, o porque
algunos parametros no pudieron cuantificarse. Por lo tanto, decidimos
evaluar tanto la expresion de las conductas que reflejan motivacion sexual
en los modelos adecuados, asi como la posible activacion neuronal
diferencial (entre animales hiperglucémicos y control) en distintas areas
cerebrales que regulan la motivacion sexual a través de la expresion de la

proteina c-Fos.
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[I. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la motivacion sexual de hembras hiperglucémicas (hiperglucemia

severa e hiperglucemia cronica-moderada) en distintos modelos y

determinar la posible activacion diferencial de distintas areas cerebrales

ante un estimulo sexual o social.

a)

b)

d)

Objetivos especificos

Evaluar la preferencia de pareja (PP), la motivacion sexual incentiva
(MSI) y la preferencia por olores sexuales de ratas hembra con
hiperglucemia moderada o severa.

Evaluar la capacidad olfativa de hembras con hiperglucemia moderada
o severa frente a estimulos de alimentos palatables.

Determinar si los cambios en la MSI, en la PP y en la prueba de
olfaccién producidos por la hiperglucemia severa en hembras se
revierten por la administracién exégena de insulina.

Determinar la actividad neuronal, medida por c-Fos, en la via olfatoria
accesoria (los bulbos olfatorios accesorios, el BNST, el mPOA vy el
VMH) y en el nicleo accumbens de hembras control y tratadas con STZ
en la etapa adulta, después de presentarles un estimulo que despierte

su motivacioéon sexual.
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a)

b)

d)

V. Hipotesis

Las ratas con hiperglucemia severa mostraran una disminucion en la
motivacion sexual al compararse con el grupo control, en todos los

modelos conductuales utilizados (PP, MSI, olores sexuales).

La administracion periférica de insulina crénica revertira los efectos de

la hiperglucemia severa sobre la motivacion sexual.

Las ratas hembra tratadas con STZ en la etapa neonatal y con
hiperglucemia moderada mostraran una disminucion en la motivacion

sexual al compararlas con el grupo control.

Las ratas hembra con hiperglucemia severa mostraran una disminucién
en la activacion neuronal (evaluada mediante la expresion de c-Fos) en
areas cerebrales que participan en la regulacion de la motivacion sexual
(via olfatoria accesoria y el ndcleo accumbens) cuando se les presente

un macho sexualmente experto.

33



V. Materiales y métodos.

4.1 Sujetos experimentales

Para el modelo de hiperglucemia severa -inducida en la etapa adulta- se
utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar adultas de 250-300 g, mientras
gue para el modelo de hiperglucemia moderada -inducida en la etapa

neonatal- se utilizaron ratas hembra neonatas (3-4 dias) de la cepa Wistar.

Como estimulos se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar adultas de 300-
450 g divididas en dos subgrupos: a) machos sexualmente expertos [SE]
(animales con experiencia sexual previa que eyacularon en menos de 15
minutos en 5 sesiones de cépula) y b) machos castrados [CA] (animales a
los que se les extirparon los testiculos y el epididimo 15 dias antes de la

prueba y que no tuvieron experiencia sexual).

Todos los animales fueron alojados en condiciones controladas con ciclo de
luz-oscuridad invertida 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. Las pruebas conductuales se efectuaron dentro de las primeras 5
horas de la fase oscura. El manejo de los animales se realizé de acuerdo
con lo descrito en la NOM-062-ZO0-1999 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 (protocolo aprobado :0026-13).

4.2 Disefio experimental

4.2.1 Modelos de hiperglucemia
Administracion de STZ a ratas en la etapa adulta (hiperglucemia severa)

Como fue sefialado previamente, después de la administracion de STZ en
la etapa adulta, las hembras presentan una disminucion en el nimero de
proestros a lo largo del ciclo estral (Bestetti et al., 1985; Rebolledo-Solleiro
& Fernandez-Guasti, 2018). Por lo tanto, en este disefio experimental se

utilizaron ratas ovariectomizadas, a las que se les indujo la respuesta sexual
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con la administraciéon de hormonas exdgenas: 10 microgramos de benzoato
de estradiol (sc), 24 h antes de la prueba, seguidos por la administracion de

4 mg de progesterona (sc) 4 horas antes de la prueba conductual.

Siete dias después de la ovariectomia (OVX), a un grupo de hembras se les
administré STZ (100 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.) diluida en buffer de
citratos 0.1 M, pH= 4.7. Esta dosis fue administrada en 2 dias consecutivos,
dividida en 50 mg/kg/dia y al grupo control se le administré6 Unicamente
1ml/kg de buffer de citratos al 0.1 M, como fue descrito con anterioridad
(Hernandez-Munive et al., 2018) (Figura 2).

o | Dias de tratamiento

STZ (50 mg/kg)

Buffer de citratos

IP. Pruebas
conductuales

Figura 3. Disefio experimental. Administracién de STZ en etapa adulta.
(BE= benzoato de estradiol, i.p. intraperitoneal, OVX= ovariectomia, Pg= progesterona,
STZ: estreptozotocina).

Las pruebas conductuales se realizaron 10 dias después de la
administracion del farmaco. Después de cada prueba los niveles de glucosa
plasmatica se evaluaron 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 plasmética mayores a 300

mg/dl se consideraron hiperglucémicos.

e Administracion de insulina periférica

Basados en diversas curvas dosis respuesta realizadas previamente en el
laboratorio, en este disefio experimental se utilizé la insulina glargina
(Cronix, PiSA Laboratories, México) administrada por via subcutanea.

Veinticuatro horas después de la udltima administracion de STZ, se
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administré insulina glargina en un esquema de cada 12 h de la siguiente
forma: 2U a las 9:00 am y 4U a las 9:00 pm durante 7 dias consecutivos.
Para evitar que los animales presentaran hipoglucemia (valores de glucosa
en sangre por debajo del rango normal), los dias 8 y 9 se administraron 2U
a las 9:00 am y 2U a las 9:00 pm. Finalmente, en el décimo dia se
administraron 2U de insulina a las 9 am y 4-5 h después se realizaron las
pruebas conductuales (figura 4). Sélo las hembras que presentaron valores

de glucemia normales (70-100 mg/dl) se incluyeron en el andlisis

conductual.
- = INS: 2U
INS: 2U marfiana mafiana 21
4U noche e
]
-J-’ .| Dias de tratamiento ! I
| | ] | ] | | | ] | | |
. | | | | | | I 1 | | I |
=4 ovX —— J
10 pg BE
STZ (50 mg/kg)
Buffer de citratos -4h
ip. it
Pruebas
conductuales
Figura 4. Disefio experimental. Administracién de STZ en etapa adulta

con restitucion de insulina periférica.
(BE= benzoato de estradiol, i.p. intraperitoneal, OVX= ovariectomia, Pg= progesterona).

Administracion de STZ a ratas en etapa neonatal (hiperglucemia

moderada)

Ratas hembra de la cepa Wistar neonatas (3-4 dias) se distribuyeron de
forma aleatoria para formar 2 grupos a los que se les administrd por via
intraperitoneal una dosis Unica de STZ (70 mg/kg) disuelta en buffer de
citratos o buffer de citratos 0.1M, pH=4.5 (grupo control) (i.p.), como ha sido

descrito previamente (Oidor-Chan et al., 2016) (figura 5).
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Gluc. Aleat.

Semanas de
pr——— tratamiento 1 8 10
/&9 h | PP | | | ] | | | | | | |

Dia postnatal: 3-4
STZ (70 mg/kg)
Buffer de citratos

ip. Pruebas

conductuales

Figura 5. Disefio experimental. Administracion de STZ en la etapa
neonatal.
(PTGO: prueba de tolerancia a la glucosa oral, STZ: estreptozotocina, i.p.: intraperitoneal).

e Prueba de tolerancia a la glucosa oral

Esta prueba se realizé después de 8 semanas de la administracién 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 midioé en ayuno la glucosa basal
(tomando una gota de sangre de la punta de la cola del animal mediante
puncion) con un glucometro (Accu-Check performa). Las ratas fueron
pesadas y administradas con 2 g/kg de sacarosa disuelta en agua por via
oral. Se midieron los niveles plasméticos de glucosa a los 30, 60, 90, 120y
180 minutos después de la administracion de la soluciéon de sacarosa. Se
consideraron hiperglucémicos a los animales que presentaron niveles
plasmaticos de glucosa mayores a 250 mg/dl tras 30 6 60 minutos de la

administracion de sacarosa.

e Ciclo estral

Debido a que las hembras tratadas con STZ en la etapa neonatal no
presentan cambios en el ciclo estral (Hernandez-Munive et al., 2019) se
utilizaron hembras intactas en este estudio. En la semana 10 de viday a lo
largo de 14 dias, se le dio seguimiento al ciclo estral mediante la toma de

frotis vaginal que consiste en la insercion gentil de la punta de un gotero con
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solucién salina (NaCl 0.9%) en la vagina de la rata; la secrecidn vaginal se
recolectd en un portaobjetos y se observo la citologia en el microscopio de
luz con el objetivo 10X para determinar la fase del ciclo estral (ver

Introduccion).
e Glucosa aleatoria

Debido a que en este modelo los animales presentan valores de glucosa
aleatoria >259 mg/dl (en condiciones de no ayuno), de la semana 10-12 de
vida se evaluaron los niveles de glucosa plasmética con un glucometro
(Accu-Check performa) tomando una gota de sangre mediante puncion de
la punta de la cola del animal. Esta medicion se realiz6 de manera aleatoria,

es decir, en cualquier momento del dia sin haber retirado el alimento.

En este modelo de hiperglucemia las pruebas conductuales se realizaron

cuando la hembra se encontraba en la fase de proestro.

4.2.2 Pruebas conductuales

En este disefio experimental se realizaron 4 pruebas conductuales: dos
basadas en la eleccion de pareja (prueba de preferencia de pareja (PP) y la
prueba de motivacion sexual incentiva (MSI)) y dos basadas en la capacidad
olfativa (prueba relativa a olores sexuales y prueba relativa a olores de

alimentos palatables). A continuacién, se describen cada una de ellas.

Preferencia de pareja (PP)

La rata hembra se colocé en una caja con tres compartimentos (60 x 30 x
40 cm cada uno) con una abertura (13 x12 cm) en ambas particiones cerca
de la parte frontal (figura 6). En los compartimentos del lado derecho e
izquierdo fueron colocados los animales estimulo: macho SE y macho CA.
Los machos incentivos estuvieron sujetos mediante un arnés para impedir
su salida del compartimento y limitar el movimiento. Es importante sefialar
gue en cada compartimento hay aserrin impregnado con el olor del animal
estimulo. El tercer compartimento se considerd neutro ya que no se coloco

estimulo y el aserrin se mantuvo sin olor. Un dia antes de la prueba, se
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permitié que la hembra deambulara libremente entre los compartimentos

durante 10 minutos sin los animales estimulo presentes.

Castrado Experto
. (V\
Figura 6. Arena tricompartimental donde se realiza la PP.

La prueba tuvo una duracién de 15 minutos y se registro el tiempo de
permanencia del sujeto experimental en cada uno de los compartimentos,
asi como la conducta sexual presentada por la hembra: cociente de lordosis
([#lordosis / #montas]*100) y el numero de conductas proceptivas y

agresivas realizadas con cada uno de los animales estimulo.

Motivacion sexual incentiva

Para esta prueba experimental se utilizé una arena rectangular de 50 x 100
cm (Agmo, 2003) con dos compartimentos laterales (30 x 20 cm) colocados
en lados opuestos, los cuales estan conectados a la arena a través de una
pared de acrilico con orificios permitiendo que el sujeto pueda oler, escuchar
y ver a los sujetos incentivos (un macho SE o un macho CA), sin que pueda
acceder a ellos. Frente a cada compartimento se delimité una zona incentiva
de 15 x 25cm (figura 7). Las hembras se habituaron a la arena durante tres
dias consecutivos en sesiones de 10 minutos (sin los animales estimulo
presentes), girando la arena cada dia para evitar que se estableciera
preferencia de lugar.
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Figura 7. Arena utilizada para la prueba de MSI.

El dia de la prueba, los animales estimulo se colocaron en los
compartimentos y al sujeto experimental en el centro de la arena,
permitiéndole explorar durante 10 minutos. Se cuantifico el tiempo
acumulativo que pasé en cada una de las zonas incentivas o en la zona

neutra.
-Prueba de preferencia por olores sexuales

En el centro de una caja rectangular (50 x 100 cm) se colocaron tres tazones
gue contenian aserrin tomado de cajas que alojaron solamente a machos
SE o a machos CA o aserrin totalmente limpio (figura 8). Antes de realizar
la prueba, los animales fueron habituados a la arena durante 3 dias,
permitiéndoles explorar libremente por 10 minutos los tazones vacios. El dia
de la prueba se colocé el aserrin en cada uno de los cuencos y se determiné

el tiempo que las hembras investigaron cada uno de los cuencos.
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Figura 8. Arena utilizada para la prueba de olores sexuales.

Prueba de olfato relativa a alimentos palatables

Dos dias antes de realizar esta prueba, las hembras se alojaron en cajas
individuales y una vez al dia se introdujo un pequefio trozo de chocolate (2
g) para que los animales reconocieran este nuevo olor/sabor y evitar la
neofobia. La prueba de olfato se realizé en un redondel donde se escondi6
un pequeno trozo de chocolate de forma aleatoria (figura 9). La hembra se
colocé en la arena y se evalud la proporcion de animales que encontraron
el chocolate en 10 min y la latencia para encontrar el chocolate (latencia

méaxima de 10 minutos).

Figura 9. Arena utilizada para la prueba de olores/alimentos palatables.
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Todas las pruebas fueron videograbadas para poder ser analizadas con

detalle posteriormente utilizando el programa Observer (Noldus).

4.2.3 Determinacion de la actividad cerebral mediante la cuantificacion
de c-Fos

Para determinar la actividad cerebral de las hembras frente a un estimulo
relevante, se colocaron en una arena circular de acrilico dividida por una
malla metélica para que la hembra pudiera olfatear, escuchar y ver al
estimulo sin tener contacto fisico con él durante 30 minutos. Este tiempo se
selecciond ya que experimentos previos de nuestro laboratorio (Hernandez-
Gonzalez, 2021) muestran que 20 minutos de exposicion frente a un
estimulo fue capaz de activar varias areas cerebrales, medidas por c-Fos,
en machos con diferente preferencia sexual. S6lo se incluyeron hembras
con hiperglucemia severa (administradas con STZ en la etapa adulta), ya
gue bajo esta condicibn se observaron los efectos conductuales mas

prominentes. Se formaron 6 grupos experimentales:

a) hembras (control o con hiperglucemia), sin un animal estimulo frente a
ellas. Este grupo sirvio para controlar la activacion de c-Fos por factores
ajenos a la exposiciéon a un animal estimulo (arena, ruido, manipulacion,
etc.)

b) hembras (control o con hiperglucemia) frente a un macho castrado.

c) hembras (control o con hiperglucemia) frente a un macho sexualmente

experto.

Se incluyeron 5 animales en cada grupo. Al finalizar el tiempo establecido,
el macho fue retirado y la hembra se mantuvo en el redondel sin
manipulacion durante 90 minutos, tiempo en el que la expresion de c-Fos
es maxima (Koprdova et al., 2018). Las hembras fueron sacrificadas con
una sobredosis de pentobarbital y perfundidas de forma intracardiaca con
una solucién de buffer de fosfatos (PBS, 0.1M, pH=7.4) seguida de una

solucion de paraformaldehido al 4% (PFA, pH= 7.4) para la fijacion del
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tejido. Se obtuvieron los cerebros y el tejido fue cortado de manera coronal.
Utilizando un criéstato se obtuvieron secciones de 40 um, y con ayuda de
el atlas Paxinos (Paxinos & Watson, 1997) se separ0 el tejido donde se

encontraban las areas cerebrales de interés:

a) Bulbo olfatorio accesorio (BOA)

b) Area preodptica media del hipotalamo (mPOA)
c) Ndcleo de la base de la estria terminal (BNST)
d) Ndcleo ventromedial del hipotalamo (VMH)

e) Nucleo accumbens (NAcc).

Dichas éareas fueron procesadas mediante la técnica de inmunohistoquimica

gue se describe a continuacion:

1. 6 lavados con PBS (pH=7.4).

2. Incubacion con una solucién de borohidrato de sodio (Sigma-Aldrich) al
1%.

3. 10 lavados con PBS (pH=7.4).

4. Incubacion con peroxido de hidrégeno (Sigma-Aldrich) al 1% y metanol
(MeOH, J.K. Baker) al 26%.

5. 6 lavados con PBS (pH=7.4).

6. Incubacion con el anticuerpo primario (Abcam ab209794), dilucién
1:10000 por 38h horas a 4° C sin agitacion.

7. 6 lavados con PBS (pH=7.4).

8. Incubacion con el anticuerpo secundario (Vectorlabs BA-1000) dilucion
1:600 por 1 hora.

9. 6 lavados con PBS (pH=7.4).

10.Incubacion con solucion A/B (Vectastain Elite, ABC Kit).

11.3 lavados con PBS (pH=7.4) + 3 lavados con acetato de sodio (0.175
M, Sigma-Aldrich).

12.Incubacion con una solucion de diaminobencidina (Vector
Laboratories).

13. 3 lavados con PBS (pH=7.4).
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Finalmente, el tejido fue montado en portaobjetos gelatinizados para
deshidratarse en una serie de soluciones con concentraciones de alcohol
creciente (50%, 60%, 70%, 96 % y 100% etanol, Karal) y xilol (100%, Sigma-
Aldrich). Las laminas obtenidas se protegieron con medio de montaje

(NeoMunt ®) y cubreobjetos.
- Andlisis cuantitativo de la inmunorreactividad a c-Fos

Para dar profundidad al analisis dentro de cada area cerebral se tomaron 5
laminillas y la expresion de c-Fos se contabilizé bilateralmente. En la tabla
2 se muestra el rango anteroposterior (en mm) con respecto a Bregma del
atlas de Paxinos y Watson (1997) que se utiliz6 como referencia para
delimitar la estructura y el area de cada una de ellas en milimetros

cuadrados (mm?).

Tabla2. Areas analizadas, tamafio de la estructura (mm2), y rango antero-posterior
de cada regioén cerebral

" Zona de interés Rango AP de
Area cerebral 2
(mm?) Bregma (mm)
BOA 0.18 -0.1a-0.3
mPOA 0.4 -0.3a-1.3
BNST 0.4 -0.5a-1.0
VMH 0.25 -2.3a3.3
NAcc 1.49 2.7a-0.7

Se tomaron microfotografias de cada area utilizando un microscopio éptico
(Carl Zeiss Axiostar) y el programa Motic Images Plus 3.0 (X64). Una vez
obtenidas las imagenes se procesaron mediante el software Image J (Fiji)
para realizar el conteo de las células inmunorreactivas. Los resultados se
expresan como numero de células por milimetro cuadrado. Como se
menciond se incluyeron 4-5 animales por grupo de los que se realiz6 el
conteo bilateral (en el hemisferio derecho e izquierdo) en cinco cortes

anteroposteriores del nimero de células positivas a la expresion de c-Fos.
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4.2 .4 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism 8.0. Los
datos conductuales se presentan como la mediana y los rangos
intercuartiles (i.q.r.). La ganancia de peso y los niveles de glucosa
plasmatica se presentan como la media * el error estandar de la media
(SEM). Para comparar datos no paramétricos (conductuales) se utilizo la
prueba de Wilcoxon; para analizar la diferencia entre grupos se realizé un
analisis de varianza de una via o dos vias (segun el caso), seguido de la
prueba de Dunn’s o Holm-Sidak. La comparacion de proporciones se hizo
mediante la prueba F de Fisher. Para el analisis de la expresion de c-Fos
en distintas areas cerebrales, se realizé un analisis de varianza de dos vias
seguido de la prueba de Tukey. Se consideré una diferencia significativa
cuando p<0.05.
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VI. Resultados
A continuacién, se presentan los resultados obtenidos para cada disefio
experimental (hiperglucemia severa e hiperglucemia moderada) en cada
una de las pruebas conductuales (preferencia de pareja, motivacién sexual
incentiva, preferencia por olores sexuales y olfaccion relativa a olores de
alimentos palatables) y el analisis de la actividad cerebral mediante la

cuantificacion de c-Fos.

5.1 Modelo hiperglucemia severa

En la tabla 3 se presenta la ganancia de peso corporal y los niveles de
glucosa plasmatica de todos los animales utilizados en este modelo de
hiperglucemia, después de 10 dias de la administracion de STZ y del
tratamiento con insulina, en hembras OVX tratadas con hormonas. Como
se observa, las hembras tratadas con STZ no presentaron una ganancia de
peso corporal similar a la del grupo control (prueba de Dunn, p<0.001),
ademas de tener hiperglucemia severa (prueba de Dunn, p<0.001). Con la
restitucion de insulina estos pardmetros fueron equiparables a los que
muestra el grupo control (glucosa buffer: 121+3 mg/dl vs insulina: 87+4
mg/dl). A pesar de que pareceria que el grupo tratado con insulina presenta
niveles de glucosa menores que el grupo control, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (prueba de Dunn para comparaciones
multiples). Los resultados de los andlisis de varianza de estos tres grupos
fueron: ganancia de peso: H=11.34, p=0.003 y niveles de glucosa
plasmatica: H=26.57, p<0.001.

Tabla 3. Ganancia de peso corporal y niveles de glucosa plasmatica en el modelo de
hiperglucemia severa.

Ganancia de peso Glucosa plasmatica
) (mg/dl)
Buffer (n=36) 35+2 12143
STZ (n=39) 4+3" 52414 1
STZ + INS (n=32) 235 8714

Se presenta la media £ EEM, STZ = estreptozotocina, STZ + INS=estreptozotocina + insulina ANOVA de
una via de Kruskal Wallis (ver texto) seguido de la prueba de Dunn para comparaciones multiples, ***
p<0.001 vs. grupo tratado con buffer, ### p<0.001 vs. grupo tratado con STZ+insulina
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5.1.1 Pruebas conductuales
- Prueba de preferencia de pareja

La figura 10 muestra el tiempo que las hembras OVX (suplementadas con
hormonas, benzoato de estradiol mas progesterona) y tratadas con buffer,
STZ o STZ+INS permanecieron en el compartimento en el que hay un
macho SE o CA. Como era de esperarse las hembras del grupo control
invirtieron mas tiempo explorando el compartimento donde hay un macho
SE en comparacion con el tiempo que invierten en el compartimento del
macho CA (prueba t de Wilcoxon, p < 0.01). Este patron conductual no fue
observado en los animales tratados con STZ, las hembras con
hiperglucemia severa permanecen un tiempo similar interactuando con
ambos estimulos (SE o CA) (prueba t de Wilcoxon, p = 0.240). La
administracion de insulina revirtié los efectos de la STZ y las hembras
permanecieron mas tiempo en el compartimento de un macho SE (prueba t
de Wilcoxon, p < 0.05). En esta prueba también se evalu6 el tiempo de
permanencia en el compartimento neutro, no se encontré diferencia
significativa entre el tiempo de permanencia del grupo control (mediana 193
s, i.q.r.: 158-231) y del grupo tratado con STZ (mediana: 241 s, i.q.r.: 142-
278). Sin embargo, se presento un incremento en el tiempo que las hembras
tratadas con STZ + insulina permanecieron en el compartimento neutro
(mediana: 329 s, i.q.r.: 211-386) comparadas con el grupo control (prueba
de Dunn, p < 0.05).
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Figura10. Tiempo acumulativo que las hembras permanecen en el
compartimento donde se encuentra un macho SE o CA.

Buffer: n= 10, STZ: n= 10, STZ+INS: n=10. Los datos son expresados como las medianas y
rangos intercuartiles (i.q.r.), prueba t de Wilcoxon, * p<0.05, ** p<0.01 vs. tiempo en
compartimento de macho castrado. STZ: estreptozotocina, STZ+INS: estreptozotocina
+insulina.

En esta prueba también se evalud la conducta sexual presentada por las
hembras (ver tabla 4). El andlisis estadistico demostr6 que no existe
diferencia entre el nUmero de montas que recibieron las hembras de todos
los grupos (prueba de Dunn, p=ns.). Las hembras con hiperglucemia severa
presentaron una disminucion en el cociente de lordosis (prueba de Dunn, p
< 0.05) y el tratamiento con insulina fue suficiente para restaurar este valor.
Respecto a la proceptividad no se encontraron cambios en el grupo tratado
con STZ, respecto a lo mostrado por el grupo control; sin embargo, se
encontr6 un aumento en el numero de estas conductas tras la
administracion de insulina crénica (prueba de Dunn, p < 0.05). Finalmente,
no hubo diferencia en el nimero de conductas de rechazo presentadas por
los 3 grupos evaluados (prueba de Dunn, p= ns). Estos datos son

congruentes con observaciones previas (Hernandez-Munive et al., 2018).
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Tabla 4.

Conducta sexual de las hembras evaluadas (Buffer, STZ, STZ+ INS) en PP.

Ndmero de . Ndmero de Ndmero de
Cociente de
montas lordosis eventos eventos
recibidas porceptivos agresivos
_ 8 100 7 2
Buffer (=10) (7-9) (100-100) (0-21) (0-5)
_ 6 60 ** 4 2
STZ (n=11) (5-8) (18-92) (0-6) (1-11)
STZ +INS 8 100 20+** 2
(n=10) (7-11) (73-100) (6-35) (0-8)

Se presenta la mediana y los rangos intercuartiles. STZ = estreptozotocina, STZ +
INS=estreptozotocina + insulina. ANOVA de una via de Kruskal Wallis, seguido de la prueba
de Dunn para comparaciones multiples, + p < 0.05 vs. grupo tratado con buffer, ** p<0.01
vs. grupo tratado con STZ

- Prueba de motivacion sexual incentiva.

La figura 11 muestra el tiempo acumulado que las hembras tratadas con
buffer, STZ o STZ +INS permanecieron en las zonas incentivas adyacentes
a un estimulo. El grupo control permanecié mas tiempo en el area cercana
a un macho SE (prueba t de Wilcoxon, p < 0.01) comparada con el tiempo
gue permanecio en el area adyacente a un macho CA. En contraste, las
hembras tratadas con STZ permanecieron tiempos similares en ambas
zonas incentivas (prueba t de Wilcoxon, p=0.413). No obstante, cuando las
hembras con hiperglucemia severa recibieron insulina de manera cronica,
éstas presentaron un patron conductual similar al del grupo control,
incrementando el tiempo de permanencia en la zona incentiva del macho
SE (prueba t de Wilcoxon, p <0.05).
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Figurall. Tiempo acumulativo que las hembras permanecieron en la
zona incentiva.

Buffer: n=11, STZ: n=11, STZ+INS: n=11. Los datos son expresados como las medianas y
rangos intercuartiles (i.g.r.), prueba t de Wilcoxon, * p<0.05 vs. tiempo en la zona
adyacente a un macho castrado. STZ: estreptozotocina, STZ+INS: estreptozotocina
+insulina.

- Prueba de preferencia por olores sexuales.

Cuando a las hembras se les da la opcion de elegir entre el aserrin
impregnado con olores de un macho SE o de un macho CA, los animales
del grupo control pasaron mas tiempo olfateando el aserrin proveniente de
una caja donde habitaron machos SE (prueba t de Wilcoxon, p< 0.05)
comparado con el tiempo de olfateo del aserrin de un macho castrado. En
el grupo tratado con STZ, esta diferencia de tiempos no existié (prueba t de
Wilcoxon, p=0.121); es decir, olfatearon ambos aserrines el mismo tiempo.
De manera interesante, la restitucion con insulina al grupo tratado con STZ
provoco un incremento en el tiempo de olfateo del aserrin con olores de
macho SE (prueba t de Wilcoxon, p<0.05) (figura 12) en comparacion con

el tiempo de olfateo del aserrin de machos castrados.
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Figural2. Tiempo acumulativo que las hembras permanecieron
olfateando el aserrin de macho SE o CA

Buffer n=7, STZ n=9, STZ+INS: n=7. Los datos son expresados como las medianas y rangos
intercuartiles (i.g.r.), prueba t de Wilcoxon, * p<0.05 vs. tiempo de olfateo del aserrin de
machos castrados. STZ: estreptozotocina, STZ+INS: estreptozotocina +insulina.

- Prueba de olfaccion relativa a alimentos palatables.

Siete de las 8 hembras control evaluadas encontraron el chocolate oculto
en la caja en menos de 5 minutos (tabla 5). La misma proporcién de
hembras tratadas con STZ encontraron el chocolate (6/8) (Prueba de Fisher,
ns). De manera similar, no existid diferencia entre ambos grupos en la
latencia al encontrarlo (158 +40 s, para el grupo tratado con buffer vs 187
+53 s para el grupo tratado con STZ, prueba U de Mann-Whitney, p= 0.128).
Debido a que la hiperglucemia no tuvo un efecto en la habilidad para

encontrar comida palatable no se realiz6 el grupo tratado con STZ + insulina.
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Tabla 5. Proporcién de hembras y latencia en que las hembras desentierran el
chocolate en el modelo de hiperglucemia moderada

Buffer STZ
Proporcidon de hembras que 7/8 6/8
encontraron el chocolate
Latencia (tiempo en seq) 158 + 40 187 + 53

Buffer n=6, STZ n= 8.

5.1.2 Determinacion de la actividad cerebral mediante la cuantificacion
de c-Fos

La figura 13 (panel A) muestra el analisis cuantitativo de la expresion de c-
Fos en el bulbo olfatorio accesorio (BOA) de los distintos grupos
experimentales. Las hembras tratadas con STZ, presentan una disminucién
en la expresion de c-Fos en comparacién a la presentada por el grupo
tratado con buffer (tratamiento: F(,303= 118.4, p<0.001). Sin embargo, no
existio diferencia significativa en la expresion de c-Fos en respuesta a un
estimulo (macho sexualmente experto 0 macho castrado) o en ausencia de
un animal estimulo (estimulo F303= 2.188, p=0.1139), De manera
sorprendente en el grupo tratado con buffer no existié un incremento en la
expresion de c-Fos cuando las hembras se expusieron al macho
sexualmente experto. Es decir, la exposicion al estimulo no provoco
diferencias significativas en la expresion de c-Fos en ninguno de los dos
grupos principales (buffer o STZ). Sin embargo, si hubo una interaccion
significativa entre estos dos factores (tratamiento y estimulo) (interaccién:
F,303= 3.832, p=0.0227).

En el nucleo del lecho de la estria terminal (figura 13, panel B), el analisis
de varianza de dos vias también mostré un efecto dado por el tratamiento
(F@339= 31.89, p<0.0001), pero no por el estimulo (F@339= 2.182,
p=0.1144), sin que existiera una interaccion entre ambos factores (F(,339)=
2.023, p=0.1339). No se encontraron diferencias significativas en las células
inmunorreactivas a c-Fos en el BNST para el grupo tratado con buffer vs

STZ, cuando no existe un estimulo presente; sin embargo, existié una
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disminucion en la expresion de c-Fos para las hembras tratadas con STZ
frente a un macho castrado (p < 0.001) o frente a un macho sexualmente

experto (p < 0.05).

Al analizar el nUmero de células inmunoreactivas a c-Fos (ir-cFos) en el area
predptica media del hipotdlamo (mPOA) (figura 13, panel C) el analisis de
varianza de 2 vias mostré un efecto por el tratamiento -buffer o STZ-:
(tratamiento: F(1,341= 82.56, p<0.001); sin embargo, no hubo efecto por el
estimulo presentado (estimulo: Fe,341= 1.042, p=0.3537), sin presentarse
interaccién entre los factores evaluados (interaccion: F341= 1.295,
p=0.2753). Todos los grupos tratados con STZ (frente a SE, frente a CA o
sin estimulo) presentaron una disminucion en la expresion de c-Fos, al

compararse contra su grupo control.

Respecto al &rea ventromedial del hipotalamo (VMH), el ANOVA de dos vias
demostro un efecto significativo en el tratamiento (F@,308) = 58.49, p<0.001),
la presencia del estimulo (F.308= 4.459, p=0.0123) y una interaccion entre
ambos factores (F(2,308)= 7.166, p=0.001). Claramente, en animales tratados
con buffer hubo una menor expresiéon de células inmunorreactivas a c-Fos
en aquéllos que se expusieron a los estimulos en comparacién con el grupo
gue no se expuso (fig 13, barras blancas, panel D). Ademas, en esta zona
cerebral, al igual que en varias anteriores, la exposicion a STZ redujo la
expresion de c-Fos en todas las condiciones, i.e., en animales expuestos a
machos castrados o expertos o aun sin haber sido expuestos a un estimulo.
Esta reduccion, sin embargo, parece ser mucho mayor en animales no
expuestos al estimulo que en aquéllos expuestos al macho sexualmente
experto. Es importante sefialar, que en ninguna de las areas cerebrales
evaluadas en el grupo control, hubo una expresion diferencial en la
expresion de c-Fos cuando se les presentd un estimulo sexualmente
relevante o un estimulo social y se compardé con la expresion de este

marcador neuronal sin la presencia de un estimulo.
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Figura 13. Densidad de c-Fos (# células positivas/ area evaluada) en
areas cerebrales involucradas en la via olfatoria de hembras en el
modelo de hiperglucemia severa

Los datos son expresados como la media + EEM, ANOVA de dos vias (ver texto), seguido

de la prueba de Tukey, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. Buffer, + p < 0.05 vs. buffer sin

estimulo. BOA: bulbo olfatorio accesorio, BNST: nucleo de la base de la estria terminal;

MPOA: drea predptica media del hipotdlamo, VMH: area ventromedial, STZ:

estreptozotocina. Buffer: sin estimulo N= 5, frente a un macho castrado N=5, frente a un

macho sexualmente experto N=5, STZ: sin estimulo N=5, frente a un macho castrado N=5,
frente a un macho sexualmente experto N=5.
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Nucleo accumbens (core)

Como se menciond en la introduccion, el ndcleo accumbens no es parte de
la via olfatoria accesoria, pero participa muy importantemente en la
regulacion de la motivacion sexual femenina. Al medir la ir-cFos en el ntcleo
accumbens (figura 14) el ANOVA de 2 vias mostro un efecto del tratamiento
(Fa,264)= 88.33, p<0.001). , del estimulo (F,264= 5.933, p=0.003), pero no
una interaccion entre los factores (F(2,264)= 2.971, p=0.0529). El nimero de
células inmunorreactivas (figura 14) de los animales tratados con STZ fue
menor en comparacion a las presentadas por el grupo tratado con buffer en
las tres condiciones: sin la presencia de un estimulo (p < 0.001), si se

presentd un estimulo social (p< 0.001) o si el estimulo fue sexual (p < 0.05).

100=
3 Buffer
0§ 8O-
ZE 1 = STZ
g9
52 60- 1
=
o 407
8 o *k*
S5 © *%*
D @ *
838 20 *i*
0 T T T
Sin Estimulo Castrado Experto

Figura14. Densidad de c-Fos (# células positivas/ &rea evaluada) en el
NAcc (core) de hembras en el modelo de hiperglucemia severa

Los datos son expresados como la media + EEM, ANOVA de dos vias (ver texto), seguido

de Tukey test, *** p < 0.001, ** p < 0.01 vs. buffer. STZ: estreptozotocina. (Buffer: sin

estimulo N= 4, frente a un macho castrado N=4, frente a un macho sexualmente experto

N=4, STZ: sin estimulo N=4, frente a un macho castrado N=4, frente a un macho

sexualmente experto N=4).
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Las figuras 15 a 19 muestran varias fotomicrografias representativas de la
expresion de c-Fos en distintas areas cerebrales en las dos condiciones
(hembras tratadas con buffer o con STZ) y expuestas a diferentes estimulos
(sin estimulo, macho castrado y macho sexualmente experto). Ademas, con
fines de orientacién, se muestra la lamina correspondiente del atlas de
Paxinos y Watson (1997) y una microfotografia de una tencion de Nissl que

sirvié para delimitar la zona de interés donde se realiz el contento celular.
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Figura 15. Fotomicrografias representativas de la activacion de c-Fos en BOA de hembras tratadas con buffer o STZ
sin un estimulo, frente a un macho castrado o frente a un macho experto.

La imagen del atlas fue obtenida de Paxinos and Watson 1997. Rectangulo rojo corresponde al ROI.
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Figura 16. Fotomicrografias representativas de la activacion de c-Fos en BNST de hembras tratadas con buffer o
STZ sin un estimulo, frente a un macho castrado o frente a un macho experto.

La imagen del atlas fue obtenida de Paxinos and Watson 1997. Rectangulo rojo corresponde al ROI. LV: Ventriculo Lateral.
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Figura 17. Fotomicrografias representativas de la activacién de c-Fos en mPOA de hembras tratadas con buffer o
STZ sin un estimulo, frente a un macho castrado o frente a un macho experto.

La imagen del atlas fue obtenida de Paxinos and Watson 1997. Rectangulo rojo corresponde al ROI. 3V: Tercer Ventriculo.
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Figura 18. Fotomicrografias representativas de la activacién de c-Fos en VMH de hembras tratadas con buffer o STZ
sin un estimulo, frente a un macho castrado o frente a un macho experto.

La imagen del atlas fue obtenida de Paxinos and Watson 1997. Rectangulo rojo corresponde al ROI. 3V: Tercer Ventriculo.
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Figura 19. Fotomicrografias representativas de la activacion de c-Fos en NAcc (core) de hembras tratadas con
buffer o STZ sin un estimulo, frente a un macho castrado o frente a un macho experto.

La imagen del atlas fue obtenida de Paxinos and Watson 1997. Rectangulo rojo corresponde al ROL.
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5.2 Modelo hiperglucemia moderada

Como se menciond anteriormente se utilizd un modelo de DM2, la
administracion de STZ en la etapa neonatal. Este modelo presenta niveles
moderadamente elevados de glucosa. A continuacion, se presentan los

resultados obtenidos en este modelo.

a) Prueba de tolerancia a la glucosa

La administracion de la solucion de sacarosa produjo un aumento
significativo de la concentracibn de glucosa plasmatica en el grupo
administrado con STZ en la etapa neonatal a los 30, 60 y 90 min post-carga
(tiempo: F (42440 =42.98, P<0.001; tratamiento: F@e1 =42.25, P<0.001;
interaccion: Fa,.244) =17.50, P<0.001) en comparacion con el grupo
administrado con buffer. Los niveles de glucosa plasmatica no regresaron a
los valores basales a los 120 min post-carga en el grupo tratado con STZ
(Figura 20).
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Figura 20. Curso temporal de la prueba de tolerancia a la glucosa tras la

administracion oral de sacarosa [2 g/kg] en animales administrados con
buffer (n=28) o STZ en etapa neonatal (n=35).
Se presenta la media + SEM, **p<0.01; *** p< 0.001 vs. grupo control, ANOVA de dos vias
seguido de la prueba Holm- Sidak.
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b) Glucosa aleatoria

Los resultados de la toma de glucosa aleatoria (la medicidén se realiz6 en
cualquier momento del dia, sin retirar el alimento -tabla 6-) demostraron que
los animales administrados con STZ en la etapa neonatal presentaron
valores significativamente superiores de glucosa que las hembras tratadas
con buffer (p <0.001).

Tabla 6.  Valores de glucosa aleatoria de hembras adultas tratadas con buffer o STZ
en la etapa neonatal

Buffer STZ
‘ Glucosa aleatoria | 11643 180+20%**

Se presenta el promedio +EEM, Buffer (n=28), STZ (n=35). STZ = estreptozotocina. Mann
Whitney test, *** p < 0.001 vs. grupo tratado con buffer.

5.2.1 Pruebas conductuales
- Prueba de preferencia de pareja

En esta prueba, las hembras administradas con buffer en etapa neonatal y
gue se probaron en proestro natural cuando adultas, permanecieron mas
tiempo en el compartimento donde se encontraba el macho con experiencia
sexual, en comparacion del tiempo que permanecieron con un macho
castrado (prueba t de Wilcoxon, p< 0.05). De manera interesante, la
administracion de STZ en la etapa neonatal no modificé la preferencia de
las hembras adultas, ya que permanecieron mas tiempo en el
compartimento del macho experto vs el tiempo con el macho castrado

(prueba t de Wilcoxon, p<0.05).
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Figura2l. Tiempo acumulativo que las hembras permanecen en el

compartimento donde se encuentra un macho SE o CA. (Buffer n=8, STZ
n=8)

Los datos son expresados como las medianas y rangos intercuartiles (i.g.r.), prueba t de
Wilcoxon, *p<0.05 vs. tiempo en compartimento de macho castrado. STZ:
estreptozotocina.

La PP permite evaluar la conducta sexual presentada por la hembra. En
cuanto al numero de montas que recibieron los grupos experimentales el
analisis estadistico demostré que no hubo diferencia entre los grupos
evaluados (prueba Mann-Whitney, p= ns.). Las hembras con hiperglucemia
moderada no presentaron cambios ni en el QL (p=ns), el numero de
conductas proceptivas (p=ns) ni en el numero de conductas agresivas
(p=ns,) respecto a lo observado en el grupo tratado con buffer en la etapa
neonatal. Estos datos coinciden con observaciones previas (Hernandez-
Munive et al., 2019).

Tabla 7.  Conducta sexual de las hembras evaluadas en la prueba de PP (Buffer, STZ).
Numero de . Numero de Numero de
Cociente de
montas lordosi eventos eventos
recibidas oraosis proceptivos agresivos
15 100 15 3
Buffer (n=8) (8-12) (100-100) (5-12) (0-2)
12 95 13 5
STZ (n=8) (9-12) (90-100) (9-13) (1-4)

Se presenta la mediana y los rangos intercuartiles. STZ = estreptozotocina, STZ +
INS=estreptozotocina + insulina ANOVA de una via de Kruskal Wallis, seguido de la prueba
de Dunn para comparaciones multiples.
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- Prueba de motivacion sexual incentiva.

El grupo tratado con buffer en la etapa neonatal y evaluado en proestro en
la etapa adulta, permanece mas tiempo cerca de un macho sexualmente
experto (prueba t de Wilcoxon, p<0.05). Esta diferencia no se presenta en
las hembras tratadas con STZ en la etapa neonatal, las cuales permanecen
tiempos similares en la vecindad de un macho castrado y uno sexualmente

experto (prueba t de Wilcoxon, p=0.425) (fig. 21).
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Figura22. Tiempo acumulativo que las hembras permanecieron en la
zona incentiva (Buffer n=8, STZ n=9).

Los datos son expresados como las medianas y rangos intercuartiles (i.q.r.), Wilcoxon t-
test, * p<0.05 vs. tiempo en la zona adyacente a un macho castrado. STZ:
estreptozotocina.

- Prueba de preferencia por olores sexuales.

Cuando se les permite a las hembras elegir entre el aserrin impregnado con
olores de un macho sexualmente experto o de uno castrado, las hembras
tratadas con buffer permanecen mas tiempo olfateando el aserrin del macho
sexualmente experto (prueba t de Wilcoxon, p<0.05); de igual manera, las
hembras con hiperglucemia moderada permanecen mas tiempo olfateando

el aserrin de un macho experto (prueba t de Wilcoxon, p<0.05) (figura 23).
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Figura23. Tiempo acumulativo que las hembras permanecieron
olfateando el aserrin de macho SE o CA (Buffer n=6, STZ n=8).

Los datos son expresados como las medianas y rangos intercuartiles (i.g.r.), prueba t de
Wilcoxon, *p<0.05 vs. tiempo en olfateando aserrin de macho castrado. STZ:
estreptozotocina.

- Prueba de olfaccion relativa a alimentos palatables.

En esta prueba, el 100% de los animales encontré el pedazo de chocolate
oculto en el aserrin (p=ns, Fisher test), de igual forma no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las latencias de desentierro
(tabla 8).

Tabla 8. Proporcién de hembras y tiempo en que las hembras en el modelo de
hiperglucemia moderada encontraron el chocolate en el aserrin (buffer n=6, STZ

n=10).
Buffer STZ
Proporcion de hembras que 6/6 10/10
encontraron el chocolate
Latencia (Tiempo en seqg) 48 £9 63+9

Finalmente, y amanera de resumen, en la tabla 9 se presentan los hallazgos

obtenidos en esta investigacion.
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Tabla 9.

Resumen de resultados en ambos modelos de hiperglucemia.

Modelo Modelo
hiperglucemia hiperglucemia
severa moderada
- : Se pierde la : .
Preferencia de pareja b : Sin cambios
preferencia
L, : Se pierde la
Motivacion sexual Se pierde la P .
) : . preferencia
incentiva preferencia
Se pierde la : .
Olores sexuales , Sin cambios
preferencia
Olores palatables Sin cambios Sin cambios
Expresion de c-fos Disminucién -
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VIl.  Discusion

La discusion de los datos encontrados en esta investigacion se divide en 3

secciones:

1. Evaluacion conductual de la motivacion sexual de hembras con
hiperglucemia severa.

2. Evaluacién de la expresion de c-Fos en distintas areas
cerebrales involucradas en la motivacion sexual de hembras
con hiperglucemia severa.

3. Evaluacion conductual de la motivacion sexual de hembras con

hiperglucemia crénica-moderada.

6.1 Evaluacién conductual de la motivacion sexual de hembras
con hiperglucemia severa

Los principales hallazgos de esta serie de experimentos fueron que las
hembras con hiperglucemia severa presentan una disminuciéon en la
motivacion sexual evaluada en los modelos de PP y MSI. Se observé que a
diferencia del grupo control, las hembras con hiperglucemia severa
permanecian el mismo tiempo en el compartimento/area adyacente donde
se encontraba un macho sexualmente experto que en el
compartimento/area adyacente que contenia a un macho castrado. De igual
forma permanecen la misma cantidad de tiempo olfateando el aserrin
proveniente de cajas donde se alojaron machos SE o CA, difiriendo del
grupo tratado con buffer. Todos los cambios fueron restaurados tras la
administracién crénica de insulina. La hiperglucemia/hipoinsulinemia no
afectd la habilidad para detectar olores provenientes de alimentos

palatables.
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6.1 Las hembras con hiperglucemia severa presentan una disminucion
en la motivacion sexual.

Coémo se ha mencionado, el analisis de la motivacién sexual de hembras
con hiperglucemia no se habia realizado de manera sistemética y los

resultados obtenidos no permitian sacar una conclusion clara.

Hemos de recordar que en la prueba de PP la hembra tiene libre acceso a
ambos estimulos: macho sexualmente experto y macho castrado,
caracteristica que le permite copular con el macho SE. Considerando la idea
de que la cépula tiene componentes aversivos y gratificantes para la hembra
(Broekman et al., 1988), podriamos proponer que los componentes
aversivos pueden agravarse debido a la hiperglucemia severa (recordando
gue las hembras tratadas con STZ recibieron la misma cantidad de montas
gue el grupo de control), ya que se ha demostrado que la hiperglucemia
genera fibrosis vaginal (Kim et al., 2006; Park et al., 2001), vulvodinia (G. Ali
et al., 2015) y neuropatia (Banafshe et al., 2014; Gao & Zheng, 2014,
Tripathi et al., 2016). Asi, en la prueba de PP, el contacto fisico puede
producir nocicepcién la cual enmascararia el comportamiento de la hembra
evitando la correcta expresion de la motivacion sexual. Asimismo, en este
modelo, encontramos que el numero de eventos proceptivos no se redujo
en las hembras con hiperglucemia severa, observacion que concuerda con
reportes anteriores (Ahdieh et al., 1983; Hernandez-Munive et al., 2018).
Aunque algunos autores proponen que la proceptividad refleja la motivacion
sexual (Beach, 1976; Rivas & Mir, 1991), otros sugieren que estos
comportamientos son estereotipados y completamente reflejos, ya que
estas respuestas proceptivas pueden manifestarse en un contexto no
sexual (Edwards et al., 1983) e incluso se ha propuesto que reflejan una
respuesta a las acciones del macho mas que la motivacioén sexual intrinseca
de la hembra (Beach, 1976; Heijkoop et al., 2018). Por ello, se recomienda

utilizar otros modelos como el de MSI, donde se evalla la motivacion
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intrinseca por la busqueda de un compariero sexual. Esta ultima prueba,

ademas, no involucra el contacto fisico entre los sujetos.

Algunos autores sefialan que para que se tenga una correcta motivacion
sexual es necesaria la uniébn de dos componentes: las propiedades
incentivas de los estimulos externos, y el estado de motivacion central (que
se refiere en la integracion de sefales fisiologicas y hormonales con los
sustratos neurales que dirigiran el comportamiento) (Agmo, 1999). Sobre
estas bases, podemos plantear dos hipdtesis para explicar la falta de
motivacion sexual de las hembras tratadas con STZ cuando adultas: la
primera implica que las hembras hiperglucémicas no pueden distinguir las
sefiales somatosensoriales emitidas por los machos, mientras que la
segunda asume que la red neuronal o las hormonas esteroideas no logran
ejercer su efecto central (retomaremos esta segunda hipétesis cuando se

discutan los datos de actividad cerebral medida por c-Fos).

6.1.1 Hipotesis: La disminucion en la motivacién sexual de hembras con
hiperglucemia severa se debe a una alteracién en la percepcién de
olores sexualmente relevantes

En apoyo a esta posible explicacion del porqué de la disminucion de la
motivacion sexual en hembras con hiperglucemia severa, estan nuestros
resultados en la prueba de olfato para estimulos sexuales en la que se
demostrd que estas hembras pasan la misma cantidad de tiempo oliendo el
aserrin de los machos SE y CA, lo que sugiere que el bulbo olfatorio
accesorio podria estar afectado y ser esta la base de la falta de preferencia
en las pruebas de PP y MSI. La alteracion del olfato parece ser especifica
de las sefiales sexuales, ya que no se encontro diferencia en la proporcion
de hembras capaces de encontrar un alimento palatable, lo que sugiere un
procesamiento deficiente del bulbo olfatorio accesorio, ya que se ha
observado una activacion selectiva de este 6rgano por parte de diversas

feromonas (Inamura, Kashiwayanagi, et al., 1999; Inamura, Yuko, et al.,
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1999). Mientras que para la deteccion de olores relativos a alimentos
palatables es el bulbo olfatorio principal el que tiene una mayor participacion

en el procesamiento de dichos olores (Romero et al.1990).

Estudios recientes demostraron que las ratas macho tratadas con STZ
exhiben una disminucion en la discriminacion de olores (Wakabayashi et al.,
2016) y una reduccion en la sensibilidad olfativa (Jing et al., 2017),
evaluadas en una tabla de agujeros perfumada y en una prueba de
enterramiento de pellets, respectivamente. Aungue a menudo se subestima,
el sentido del olfato es importante para la vida sexual humana, ya que éste
procesa los olores axilares o genitales que provocan cambios hormonales y
activacion hipotalamica (Lubke & Pause, 2015). Especialmente en las
mujeres, el juicio sobre el atractivo y la eleccion de una pareja potencial
parece depender de los olores corporales, mas que de otras sefiales
sensoriales (Havlicek et al., 2008; Herz & Cahill, 1997; Liubke & Pause,
2015). En consecuencia, los pacientes con problemas de olfato manifiestan
con frecuencia problemas sexuales y sociales (Merkonidis et al., 2015). En
la clinica, se ha informado que algunos pacientes con DM1 tienen una
capacidad disminuida para identificar olores (le Floch et al., 1993; Weinstock
et al., 1993); sin embargo, el andlisis mas profundo sobre la posible relacién
entre la reduccién en la sensibilidad olfativa y el impacto sobre la vida sexual
de las pacientes con DM no se ha realizado. De igual forma, se necesitan
mas experimentos para determinar si la disminucion de la motivacion sexual
de las hembras tratadas con STZ se debe a una deficiencia para distinguir
entre los estimulos olfativos, 0 a una mala interpretacion de los estimulos a

nivel central o a la suma de ambos factores.

6.1.3 La insulina restaura la motivacion sexual de hembras con
hiperglucemia severa

De manera interesante, la administracion crénica de insulina en un esquema
gue normalizé los niveles de glucosa en sangre revirti6 por completo el

efecto deletéreo de la hiperglucemia/hipoinsulinemia en las pruebas de PP,
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MSI y de olfaccion relativa a olores sexuales, provocando que las hembras
recuperaran el interés por el estimulo sexual. Desafortunadamente,
desconocemos si la insulina revirtio los efectos de la administracion de STZ
por normalizar la hiperglucemia, la hipoinsulinemia o por una accién central
directa. En relacion con esto ultimo, se sabe que la insulina glargina
atraviesa la barrera hematoenceféalica y, a pesar de su corta vida media en
el liquido cefalorraquideo (de Luis & Romero, 2013), puede actuar en sus
receptores en el bulbo olfatorio, hipotalamo, corteza e hipocampo (Banks et
al., 2012). En apoyo a una posible accion de la insulina a nivel central, se
demostré que la lordosis es restaurada en hembras tratadas con STZ
cuando se administro insulina directamente en el tercer ventriculo, una
manipulacion que no redujo la hiperglucemia (Kovacs et al., 2003), y que la
normalizacion de los niveles de glucosa periférica (con el uso de una dieta
restrictiva) era insuficiente para corregir la disminucion de la lordosis y en la
proceptividad observadas en las hembras tratadas con STZ (Karkanias et
al.,, 1997). De hecho, se ha sugerido que la insulina juega un papel
importante en la sefalizacién del estrégeno en el hipotalamo anterior, que
es esencial para la expresion del comportamiento sexual (Kovacs et al.,
2003).

De igual forma, se ha demostrado que la insulina esta involucrada en la
regulacion de la sintesis de dopamina (neurotransmisor asociado al aspecto
motivacional de la copula) (Sevak et al., 2008). Un estudio in vivo, demostrd
una disminucion en la actividad del transportador de dopamina (DAT) en el
estriado de ratas macho con hipoinsulinemia (Owens et al., 2005). Ademas,
cuando se inhibe la enzima fosfatidilinositol, 3 quinasa (activada por la unién
de la insulina a su receptor) se genera la internalizacion del DAT (Carvelli et
al., 2002). Finalmente, se ha reportado que la administracion intraperitoneal
de insulina a machos normoglucémicos incrementd la liberacion de
dopamina en el nucleo accumbens (Potter et al., 1999). Sobre estas bases,

especulamos que los efectos de la insulina aqui observados se pueden
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deber a sus acciones centrales, y no a que corrigiera la hiperglucemia
periférica. Se necesitan experimentos futuros para respaldar esta

especulacion.

6.1.4 Hipotesis: La disminucion en la motivacién sexual de hembras con
hiperglucemia severa es debido a una disminucion en la actividad
neuronal a nivel central

En apoyo a que pudiera existir un fallo en la red neuronal o en las acciones
de las hormonas a nivel central en hembras hiperglucémicas, hemos

encontrado cuatro observaciones que fundamentan esta hipotesis:

a) Se ha observado que la transmision dopaminérgica (critica para la
motivacion sexual incentiva) (Georgiadis et al., 2012) esta disminuida en el
hipotalamo anterior y mediobasal de las hembras hiperglucémicas (Kienast
et al., 1993).

b) La comunicacion interneuronal entre el circuito mesolimbico (sitios donde
el estradiol actia para aumentar la motivacion sexual (Micevych & Meisel,
2017), esta disminuida en los animales tratados con STZ (Mohamadi et al.,
2015).

c¢) La union del estradiol a su receptor en el mMPOA (un area del cerebro muy
involucrada en la regulacién de la motivacion sexual) (Yang & Clemens,
2000) ya se ve afectada 24 horas después de la disminucién de la insulina
(Ahdieh et al., 1983).

d) En varias estructuras cerebrales (BOA, BNST, mPOA, VMH y NAcc) se
observé una disminucién en c-Fos en todos los grupos que tuvieron
tratamiento con STZ (datos de la presente tesis) e incluso en otras areas no
relacionadas directamente con la respuesta sexual ni parte de la via olfatoria
accesoria, como el area paraventricular del hipotalamo (PVA) y el septum
lateral (LSV) (datos no mostrados). Es decir, independientemente de la
exposicion a un estimulo social o sexual, o incluso sin que la hembra se
expusiera a algun estimulo, existié una disminucion de la actividad neuronal

en sujetos hiperglucémicos. Seria importante sefialar que se ha demostrado
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gue de manera basal (sin que los animales sean sometidos a ningun
estimulo) existen cambios en la expresion de c-Fos en varias areas
cerebrales en animales tratados con STZ (Zheng et al., 2002), lo cual, podria
estar influyendo desde un inicio en los resultados que observamos en esta

serie experimental.

A favor de esta hipétesis del procesamiento central deficiente, un ensayo
clinico reporté que un grupo de mujeres con DM1 presenté una menor
respuesta fisioldgica a los estimulos eroticos, mientras que las respuestas
subjetivas (expresadas en un cuestionario) fueron comparables a las del
grupo control (Wincze et al., 1993). Sin embargo, el nUmero de mujeres
incluidas en este estudio fue pequefio (n = 7), lo que invita a realizar mas
estudios. Es importante sefialar que muchos de los resultados observados
en estudios preclinicos no representan completamente lo que sucede en la
clinica, por lo tanto, la interpretacion de los datos debe ser tomada con

precaucion.

6.2 Evaluacion de la expresion de c-Fos en distintas areas
cerebrales involucradas en la motivacion sexual de hembras
con hiperglucemia severa.

En el andlisis de la expresion de c-Fos en el BOA de ratas con hiperglucemia
severa se encontré una disminucion en la expresion de esta proteina, lo cual
nos indica un decremento en la actividad neuronal de esa zona (sin importar
el estimulo que se utilice). Dicha disminucion puede estar ligada a otros
cambios conductuales que se presentan en estas hembras, ya que en otro
experimento se demostro que lesionar el BOA disminuye la respuesta de
lordosis y las conductas proceptivas en hembras OVX y suplementadas con
hormonas (Dudley & Moss, 1994), tal como lo observado en las hembras
con hiperglucemia severa (Hernandez-Munive et al., 2018). No es de
sorprender que encontraramos una disminucion en la expresion de c-Fos
en otras areas cerebrales, sobre todo las que tienen una conexion directa
con el BOA, como lo son el BNST, el mPOA Yy el VMH (de Olmos & Lennart,
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1978). Si en el primer sitio de la via se encuentra afectada la informacion

sensorial también lo hara en los siguientes relevos de informacion.

Otra area en la que encontramos una disminucién significativa en la
expresion de c-Fos en hembras tratadas con STZ es el nlcleo accumbens,
sitio que se ha relacionado con el valor recompensante frente a conductas
como la respuesta sexual, la conducta materna, la alimentacion y el uso de
drogas (Phillips & Blaha, 1993; Wise et al., 1995); sin embargo, con los
datos obtenidos en esta investigacion no es posible establecer si la
disminucién en la motivacion de las hembras con hiperglucemia severa es
debida a una falla en la neurotransmision en el nicleo accumbens o a que
esta area no recibe la informacion necesaria de otros sitios cerebrales
encargados de interpretar los estimulos, como el BOA. Es necesario realizar

mas experimentos que nos permitan aclarar esta controversia.

De manera sorprendente en la presente tesis no se encontré activacion de
ningun area cerebral de las hembras control cuando se expusieron al macho
SE. Este resultado negativo puede deberse, al menos, a dos factores
importantes: la falta de experiencia sexual de las hembras y al tipo de
estimulo y su duracién. Con relacién al primero, en esta parte del trabajo se
utilizaron hembras sexualmente naive, ya que se pretendia relacionar estos
resultados con los obtenidos en las diferentes pruebas conductuales (PP,
MSI y de preferencia por olores sexualmente relevantes) en las que también
se usaron ratas hembra sexualmente naive. En 2007, Hosokawa y Chiba
demostraron que en hembras con experiencia sexual (obtenidas con al
menos 3 pruebas sucesivas en las que recibieron al menos una
eyaculacién) la activacién cerebral, medida por c-Fos, en respuesta a la
exposicion a olores sexualmente relevantes, ocurrio en varias areas
cerebrales: BOA, nucleo accumbens (core), mPOA, BNST, MeA y VMH,;
mientras que en hembras naive, sin experiencia sexual, esta activacion solo

ocurrié en el bulbo olfatorio accesorio, el BNST y la MeA (posterodorsal).
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De manera interesante, ambos grupos de ratas hembra (con y sin
experiencia sexual) mostraron preferencia por olores de machos
sexualmente expertos (vs los olores de otra hembra en estro). Después de
estos resultados, los autores sugieren que las areas cerebrales
responsables de inducir la preferencia olfativa en hembras sexualmente
naive son el BNST y la amigdala medial posterodorsal (Hosokawa & Chiba,
2007).

Con relacién al segundo factor, la exposicion al estimulo, se ha propuesto
gue la activacion de c-Fos depende de la intensidad de la exposicion al
estimulo. Asi, se ha demostrado que, si las hembras pueden interactuar y
copular con el macho sexualmente activo, aumenta la densidad de c-Fos,
en la MeA, BNST y VMH a diferencia de exponerlas sélo al aserrin de

machos sexualmente activos (Dudley et al., 1992).

Ademas, la intensidad de la marca a c-Fos depende del tiempo de
exposicidon al estimulo (mayor después de 180 minutos de exposicidon que
de 60 minutos). En el presente trabajo se expuso a las hembras al macho
estimulo durante 30 minutos durante los que no se permitié la interaccion
fisica de los sujetos, pero podian olerse, verse y escucharse. Este tiempo
de exposicibn se selecciond ya que se consider6 que el macho
(sexualmente experto o castrado) representaba un estimulo mucho mas
intenso que so6lo el aserrin proveniente de su caja hogar y con base en
resultados previos de nuestro laboratorio que muestran que este tiempo y
forma de exposicion al sujeto estimulo es capaz de promover la sintesis de
c-Fos en varias estructuras cerebrales (Hernandez-Gonzalez, 2021). Cabe
mencionar que no se permitio la interaccion sexual, ya que se consideré que
ésta enmascararia los resultados de activacion de c-Fos, pues se sabe que
la cépula induce la expresion de esta proteina en varias estructuras
cerebrales (Coolen et al., 1996; Erskine, 1993) y el objetivo de nuestra

investigacion era la determinacion de la activacion de c-Fos considerando
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so6lo el aspecto apetitivo de la copula. Con todos estos resultados, tomados
en conjunto, es posible sugerir que la falta de expresion de la proteina c-
Fos entre hembras no expuestas y aquéllas que se expusieron al macho
(castrado o sexualmente experto) se debe a:

(a) que las hembras utilizadas fueron sexualmente naive;

(b) que el tiempo de exposicion al estimulo fue demasiado breve (30 min).

(c) a que el estimulo (macho SE detras de una barrera) fue insuficiente
para producir una activacion cerebral mayor a la producida por la

presencia de un macho CA.

Naturalmente, necesitamos hacer futuros experimentos para estudiar estas
posibilidades.

6.3 Evaluacion conductual de la motivacién sexual de hembras
con hiperglucemia moderada

El Gnico cambio conductual observado en las hembras con hiperglucemia
cronica moderada se presentd en el modelo de MSI donde las hembras no
mostraron una preferencia por permanecer dentro del area adyacente de un
macho SE vs. CA. En estudios anteriores, ya se habian observado cambios
en algunas respuestas (pero no en todas) de las hembras con hiperglucemia
moderada cronica ante un estimulo sexual. Por ejemplo, las hembras con
hiperglucemia moderada naturalmente ciclantes muestran una disminucién
en la proceptividad comparadas con el numero de eventos presentados por
el grupo administrado con STZ en la etapa neonatal y que habia sido OVX
(cuando adultas) y suplementado con hormonas (Hernandez-Munive,
2017)

Ademas, dichas hembras (naturalmente ciclantes, con hiperglucemia

cronica moderada) tienen un cociente e intensidad de lordosis similares a
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los del grupo control (Hernandez-Munive et al., 2019; Inhasz et al., 2013);
sin embargo, no realizan la conducta de “pacing” (Hernandez-Munive et al.,
2019). En dicho estudio las hembras con hiperglucemia crénica moderada
permanecieron la misma cantidad de tiempo con el macho SE que el grupo
control, sin quedar claro si buscaban el componente social o sexual o si
simplemente no fueron capaces de distinguir entre el tipo de estimulaciéon

que recibieron (intromisidn/eyaculacion).

A diferencia de las hembras con hiperglucemia severa, las hembras con
hiperglucemia crénica moderada no presentaron cambios en la preferencia
de pareja o en la prueba de olfaccion de olores sexuales, en las cuales la
preferencia por el estimulo sexual es mayor que por el social, al igual que lo
gue ocurre con el grupo control. Nuestros datos se suman a la idea de que
la hiperglucemia moderada (aunque ocurra de manera crénica) no tiene un
efecto tan deletéreo como la hiperglucemia severa en algunas conductas.
Asi, un estudio demostré que ratas macho tratadas con STZ en la etapa
neonatal no presentaban un aumento en la conducta de inmovilidad
evaluada en la prueba de nado forzado (Sestile et al.,, 2016), datos
contradictorios a los reportes que indican un aumento en la conducta de
desesperanza de animales tratados con STZ en la etapa adulta y con una
hiperglucemia severa (Aswar et al., 2017; Bikri et al., 2021; Hilakivi-Clarke
et al., 1990). Ademas, reportes indican que los modelos de DM2 generan
una neuropatia menos pronunciada que en los modelos de DM1 (Ferhatovic
et al., 2013; Sima et al., 2000; Sima & Sugimoto, 1999).

En la clinica, también se ha observado una respuesta diferencial en algunos
aspectos reproductivos. Por ejemplo, en la regularidad o la ocurrencia del
ciclo menstrual, ya que un grupo de pacientes con DM1 reportaron presentar
oligomenorreas, amenorreas y una disminucion en la fertilidad (Salonia et
al., 2006; Strotmeyer et al., 2003; Yildiz & Sandikci, 2016), mientras que en

las pacientes con DM2 los cambios en el ciclo menstrual se asocian a otras
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comorbilidades como el ovario poliquistico y la obesidad y no directamente

con la hiperglucemia (Conn et al., 2000; Kjaer et al., 2016; Shim et al., 2011).

A nuestro conocimiento, sélo existe un estudio que realiza un andlisis directo
de la posible disminucién del deseo sexual de pacientes con DM1 vs. DM2,
ya que muchos de los que evallan estas poblaciones, no distinguen entre
el tipo de diabetes (Ali et al., 2008; Veronelli et al., 2009) o no reportan el
impacto sobre el deseo (Wallner et al.,, 2010), y la comparacion entre
estudios individuales no es posible debido a el uso de distintos cuestionarios
y escalas (Fatemi & Taghavi, 2009; Nowosielski et al., 2016; Ogbera et al.,
2009; Omidvar et al., 2013). Sin embargo, en dicho estudio, realizado por el
grupo de Doruk y cols., se reportd una disminucion del 71% en la respuesta
sexual (incluyendo la excitacion, el deseo y la lubricacion) en un grupo de
mujeres con DM1 (71 participantes), mientras que el grupo con DM2 (56
participantes) presentaba un decremento del 42%, existiendo una diferencia
significativa entre ambos grupos (Doruk et al., 2005), lo cual puede
corresponder con lo observado en nuestro disefio experimental (mayor
impacto conductual en el modelo de DM1). Desafortunadamente, alin no se
ha explicado la razon de la diferencia entre ambos grupos de pacientes. Es
importante mencionar que en la clinica se ha observado que en las mujeres
el componente psicosocial tiene un mayor impacto en la respuesta sexual
gue en los hombres y que se deben considerar factores neuroldgicos,
vasculares y hormonales que pudieran afectar la respuesta sexual (Price,
2017).
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VIIl. Conclusiones

Los datos obtenidos en esta investigacion sugieren que la hiperglucemia
severa, inducida por la administracion de STZ en la etapa adulta, produce
una disminucion en la motivacion sexual sin importar si se permite o no el
contacto fisico con los estimulos y que dichos cambios son revertidos con
la administracion de insulina periférica. Ademas, parece existir una
afectacion en el procesamiento de estimulos olfativos por el bulbo olfatorio
accesorio, ya que en hembras con hiperglucemia severa también se
observé una disminucion en la preferencia por olores sexualmente
relevantes. Esta idea se encuentra apoyada por los datos obtenidos en el
analisis de la activacion cerebral, en el que se observa una disminucion en
la expresion del marcador de actividad neuronal c-Fos en varias areas
cerebrales que forman parte de la via olfatoria accesoria. Sin embargo, la
disminucion en este marcador se observdé en todas las estructuras
cerebrales analizadas, aunque no pertenecieran a la via olfatoria accesoria

como el ntcleo accumbens.

La administracion de STZ en la etapa neonatal, que genera una
hiperglucemia moderada en los animales adultos, so6lo tuvo efectos
marginales sobre la prueba de motivacién sexual incentiva de las hembras
ciclantes, sin afectar la preferencia por un macho sexualmente experto o por
olores sexualmente relevantes, ni la motivacion por la busqueda de

alimentos palatables.
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VIIIl. Perspectivas

En el modelo de hiperglucemia severa explorar si la administracion
intracerebroventricular o en el bulbo olfatorio accesorio de insulina
restaura la motivacion sexual de la hembra y si este efecto se acompafa

de cambios en la activacion neuronal (medidos por c-Fos).

Realizar la evaluacion conductual de las hembras con hiperglucemia
moderada ampliando el tiempo entre la administracion y la fecha de
evaluacion (de 3 meses a 6 meses), para determinar si se generan

cambios a més largo plazo.

Ampliar el tiempo de exposicion al macho estimulo para observar
posibles diferencias en la expresion de c-Fos entre animales castrados
y sexualmente expertos y analizar si en estas condiciones hay un efecto

diferencial en hembras hiperglucémicas.

Comparar si existe una expresion diferencial de c-Fos en el modelo de

hiperglucemia severa vs el modelo de hiperglucemia moderada.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The aim of this study was to evaluate female rat sexual motivation in a model of diabetes mellitus type 1. Severe
Diabetes hyperglycemia was induced in ovariectomized Wistar rats by injecting streptozotocin [STZ, 100 mg/kg, i.p.]. Ten
Sexual motivation days later, females received estradiol benzoate (10 pg/rat, s.c.) plus progesterone (3 mg/rat, s.c.). A group of
E:EEI: L STZ-treated animals was administered with insulin (2-4 U) every 12 h for 10 days, which normalized glucose
olfiction levels. In the partner preference (PP) and sexual incentive motivation (SIM) tests, control females spent more

time close to a sexually experienced male (SE) than with a castrated male (CM). STZ-treated females stayed the
same amount of time with both stimuli, that is, they lost their sexual preference. We also evaluated the sense of
smell using two behavioral tests, one related to sexual odors (SO) and another one to food odors (FO). In the SO
test, control females spent more time sniffing the sawdust coming from cages that contained SE males; hyper-
glycemic females remained the same amount of time sniffing the sawdust of both stimuli: SE and CM. In the FO
test, no differences were found between control and STZ-treated groups. Insulin treatment reverted the changes
observed in hyperglycemic females in the PP, SIM and SO tests. These data suggest that severe hyperglycemia

Streptozotocin-induced diabetes

decreases sexual motivation and that insulin recovers such diminution.

1. Introduction

Diabetes mellitus is a syndrome characterized by chronic hypergly-
cemia and is currently a public health problem because is one of the most
common non-transmissible diseases and is associated with several
chronic complications (WHO, 2019). Among these complications are
sexual dysfunctions, widely described in men and to a lesser extent in
women (Bitzer and Alder, 2009). The majority of reports have studied
sexual dysfunctions of women suffering of diabetes mellitus type 1 (DM1)
(Esposito et al.,, 2010) and revealed that the most common dysfunctions
are anorgasmia, dyspareunia, lack of vaginal lubrication and loss of
sexual interest or desire (Doruk et al., 2005; Enzlin et al., 2003; Now-
osielski et al., 2010). In this last topic there is controversy, some works
report a decrease (Doruk et al., 2005; Flotynska et al., 2019; Newman and
Bertelson, 1986; Omidvar et al., 2013; Salonia et al., 2006), while others
fail to find changes (Jensen, 1981; Schreiner-Engel et al., 1987; Tyrer
et al., 1983; Wincze et al., 1993). This discrepancy invites a deeper study
of the putative association between DM1 and sexual motivation.

In preclinical studies DM1 is commonly modeled through the admin-
istration of streptozotocin (STZ), a drug that destroys pancreatic  cells

* Corresponding author.
E-mail address: ifernand@cinvestav.mx (A. Fernandez-Guasti).
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—that produce insulin- generating hypoinsulinemia and hyperglycemia
(Eleazu et al., 2013). The majority of reports studying female rat sexual
behavior and STZ have focused on lordosis behavior (the consummatory
component of female sexual behavior, (Beach, 1976)) induced by exoge-
nously administered steroid hormones to ovariectomized (OVX) rats
because STZ alters the estrous cycle by drastically reducing the number of
spontaneous proestrus (Bestetti et al, 1985; Rebolledo-Solleiro and
Fernandez-Guasti, 2018). These studies agree on a decrease in lordosis
(quotient and intensity) (Ahdieh et al., 1983; Gentry and Blaustein, 1977;
Hashimoto et al., 2010; Hernandez-Munive et al., 2018; Karkanias et al.,
1997; Kovacs et al., 2003; Saito et al., 1999; Siegel and Wade, 1979), that
was reverted by insulin injected either peripherally (Hashimoto et al.,
2010; Karkanias et al., 1997) or centrally (Kovacs et al., 2003).

Itis important to point out that the reduction in lordosis is not always
accompanied by a parallel decrease in sexual motivation (Avitsur and
Yirmiya, 1999; Pfeifle and Edwards, 1983). In general, attractivity and
proceptivity (other components of female sexual behavior, that consist
of appetitive activities shown by females in response to stimuli received
from males (Beach, 1976)) are considered to reflect sexual motivation
(Ventura-Aquino and Paredes, 2016), which is defined as the
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physiological state thar leads the animal o actively seek sexual contact
with anotwr (Drewer, 1U72), Mevertheless, other repurts consider
proceptive behavior as a sterentype reflexive response, urrelated to
sexual morivarion (Commiings and Decker, 2012). Sexual mativation in
all spontaneous vvulaters (including rats and women) vaies aong te
endoerine eyele, peaks around the periovulatory phase (named proes-
mus inrars) (Reach, 1976), and is medilated by esmadinl and proges-
terone (Llausteln and Liskine, 2002). In animals treated with 81%Z
controversial datd bave beens repurted regarding provepivity (hopping.
darting, and ear wiggling (Beach, 10762 some authors found a
decrease (Karkanias ol al, 1997; Saite ol al, 1999), while others failed
tn find changes (Ahdich et al., [983%; Hermmdandez-Munive er al., 201R).
1Iowever, previous worls (Kalanias <0 al, 1997) and owrselves (un
published data) observed et afler msulan tere was an inerease in G
number of proceptive behaviors.

A us=fu] paradigm to measure sexual motivarion (Lrskine er al., 1989
Mendelson wd Gorgalki, 1987) is (the paced maung (PM), where tie
fomale regulates the timing of sexual nteraction (Heitkoop ot al, 2018).
llsing this tesr, nnm-canclusive vesulrs were veported due o rhe T
receptivity shown by hyperglycemic females that in tuimn reduced the
vaginuevrvival stirnulation: received frum the mnale (Heoeodes-Muove
et al, 2008). Such impormant reductinn precluded the ealenlatinn nf the
retum latencies alter inmomdssion ar ejaculation (lower return latencies
reflect o higher mnutivadun ©w cuntitue cvpulating (Coopersmth el al.,
1996; Frskine, 1992; Zipse ot al, 2000)). Interestingly, in this test, the
tane Urat tie STZ-ueated fanales spent i the malvs cooparanent did
not differ from that nf the contral group. This time is 2lsn considerad as an
index of sexual metivation (3 higher sexual metivation is infenced il the
famale stays 4 longer tine b the male's comparunee) (Heghoup et al,
2018). Besides, woe obscrved that diabetic rats exhibited  incrcased
aggressinn towards rhe male, even il they had the pessibilicy to avaid him
(Hemandez Munive et al,, 2015). Lhis behavior most likely reflects an
arpdous-like defensive response, rather than offersive aggression aimned
tn harm the male (Herndndez-WMunive er al., 2020).

Iy the present work nwo different and complementay paradigms
were used o evaluale sexual motivation Grough the belaviors of
approach and persiseence towards a parmen: the parmer preference test
(PPT) and the sexual incenrive mativation cest (SIMT) (Avitsunr and
rlorya, 199U Haweork ot al, 2010), In both, the femnale can choose
between a sexual or a social stinulus. The main differenee between themn
is thar in the PPT ir is permitted the physical interaction benween rhe
female and the stimuli, swhich allows studying sexual motvaden in a
closer-po-naniral way (Avitsen and Yirmiya, 1996 Clark er al., 2004;
Hawveoel e al, 2010), while, in the 181, physical contact is prevented
allowing the female vnly W smell, hear and see the stirnuli; in this
contexr, the female behaviors ave nnt influnenced by physical interaction
with the male (Clark et al,, 2004), In these tests, (emales with high
sexudl mnolivation (in proesteus) spend ore tone close W 4 sexual
parmer (Avicsit and Yirmiya, 1999), a selection primarily established
by alfactory cues (Le Maene and Agnie, 200 8) transmimed and inte
grated Ly the accessory ulfaviory systemn (Suite wnd Molig, 1986),
Classically, it is considered that the prineipal function of the main ol-
factory sysrem is the proress nf valatile adors (like fand ndors) detecred
at the level of the main olfactory epithelium (Corona and Lévy, 2015),
while the aecessory systemn is mvolved i the detecdon: of nun-volatile
odars (like pheromenes) rhrengh recepters Incalized in the vemer-
onasal organ epithelium (ITonda <t al, 2008), Itis important o poinc our
that the processing of olfactury infunmativn between both systens is
largely independent, nonetheless, there are many levels of convergence
(Coruid and Lévy, 2015),

On these bases, to investigate the olfactory capacity of hyperglyce-
mic females and e analyze if the changes in sex preference were due ta
alterativns in olfactory capacity, we conducied twe bebavioral Lests
invalving sexual or food odors. Inwrestingly, olfactory dysfunctions can
develop as a cansequence of DL in humans (Le Flech et al, 1903
Wednstock et al,, 1999) or $1Z ueated rodemts (Jing ¢t al, 2017;
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Wakabayashi et al,, 2016; Rebolledo Sotleiro er al, 2019), Finally, we
studivd whether misulin reverted the mdubitory effeets of hyperglycennia
on sexnal motivation, as it did on lordosis (Homandes-Wmive o at,
Z01R; Karkanias er al,, 1997), proceptivity (IGarkanias eral,, 1%97) and
aggressiveness (Henmmdez Musdve ¢ al, 2U18),

2. Materials and methods
2.1, Subjects

Fur tese expernents, we used une Jundroed and duee OVX ferrnales
Wistar rats (36 injected with buffer, 39 treated swith STZ and 28 with
STZ+ insulin) (250-300 g), and as stimuli six sexuzlly experienced
males (see below) (350450 g) and six castated males, All animals were
kepuunder general laboratory conditions and were housed i groups of
SiX per cage ina remperatire-conmolled roam under a reversed 12:12-h
light=dark ¢vele, startng the dark phase at 10:00 h, LFoed and warer
were available e Gbitwn, All provedures were done i aceurdanee with
the gnidelines of the Laws and Codes of WMexico (Mexican Official Norm
for the use und care of Lidoratory wninels “NOM-062-Z0OQ-19997)
follawing the guidelnes af the Natinnal Tnstfitnte= e’ Health for the use nf
animals; the Instinutional  Ethics Cammitee  (Cieual CINVESTAY)
appruved Uie protovol,

22, Ovariectomy

All the females utilized in dus study were ovadectomized (OVX) and
supplemented with hermones (see below), lor the surgery, the females
were anesrhetized with 2,2.2-mibremoerhann] (20 mg/kg, ip). Approx-
jmarely two centdmeters below the lateral rib; the animal's balr was
renoved, and the nusion areds were disinfected (skinand ousele) with
henzalkonium chloride (50%). Through the incision the ovary was
exposed and excised, the oviduet was ligated, The paritonsal cavity and
e shan svere stitched widh noreabsuzbable sutares, 1he ssone provedure
was performed on the opposie side. At least one week was allowed for
recavery alter surgery, hefore adminisrering any meament and the
behavioral observations were made at least 1/ days post ovariectomy,

23, STZ-treatment

Sweptozotocin (817, Sigma Chemicals, St, Louds, MA) was diluted in
vittate buffer veluele (eontammy sodiwn ciuate dehydrale and eitie
acid mannhydrate, 0.1 M, pH 4.8) and was administrated ata dose ot 50
mg/kg, i.p. In nvo eensecurive days; conmrol animals were injected with
vitate buffer, as previosly described (eodndes Munive oL al,, 2018),
Sexual motivation- and olfaction-twests were performed ten days after the
seennd STZ injectian, which was made 8 days after OVX. Tmmediarely
after each behavioral test, blood glucose levels were measured in non
Fasted rats using a glweomneter and glueose steips (Aceu-check Per-
forma, Rache, Ruenas Aires, Argenting). Hyperglycemia was ennsidered
when blood glueose levels were above 300 ing/dL. Body weight was
registered before STZ weatrnenl and at e end of e experioents,

2.4, Insuiin treamment.

e day after tie last $ 12 admidsuwation, a sub goup of fanale rats
(STZ — IMNS) was injected with glargine insulin (Cronix, PiSA Labora-
rovies, Mexico) subcutanennsly (2 1T at 9:00 am-4 1T at 9:00 pm far B
days, and 2 0 at 2:00 am-2 0 at Y00 pm in the last two days), ‘This
scheme demnnsnared ta be optimal in a previnns study (1iemander
flunive et al, 2016), At the 1uth day of weaunent, the animals were
subinitted tw behavivral evaluations (SIMT, PPPT and olfacdon st (OT),
see helow). Only females wirh normaglyremice values (20120 mg/dl)
were ineluded in the analysis,
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2.5, Stimulus

For the SIMT and PPT a sexually experienced male (sexual incentive)
or a castrated male (social incentive) were used as stimuli. For the OT of
sexually relevant cues, we used the sawdust of the bed where the stimuli
were housed. A male was classified as sexually experienced (SE) when
ejaculating in less than 15 min in five consecutive tests (separated by
one day), as previously described (Ferndndez-Guasti et al,, 1994), Cas-
trated males (CA) were sexually inexperienced and had their testes and
epididymis extirpated at least 15 days before the tests.

2.6. Behavioral tests

OVX females were treated with estradiol benzoate (Sigma Chemicals,
St. Louis, MA, 10 pg/rat, s.c., —24 h) followed by progesterone (Sigma
Chemicals, St. Louis, MA, 3 mg/rat, s.c. —4 h). This hormonal treatment
was selected because in our laboratory has proved to produce optimal
levels of receptivity and proceptivity (Herndndez-Munive et al., 2018;
Olvera-Hernandez et al., 2015). Females were tested between 13:00 and
15:00 h, and efforts were taken to reproduce experimental conditions in
each trial. The sexual motivation of OVX females treated with buffer,
STZ or STZ + insulin was evaluated in two paradigms: PPT and SIMT.

2.7. Partner preference test (PPT)

This test was adapted from that described by Olvera-Hernandez et al.
(2015). The female rat was placed in a three compartments box (60 cm x
30 cm x 40 cm each) with an opening (13 x 12 cm) in both partitions
near the front. In the lateral compartments were placed the stimuli (SE or
CA) restrained with a harness to prevent their exit from the compartment
but allowing the display of sexual behavior. The stimulus animals were
adapted to the tethering device during 1 h for three consecutive days
before testing. In each compartment, there was sawdust coming from the
cages of the stimuli. The start middle compartment was considered
neutral because there was no stimulus and contained clean sawdust. The
experimental subject was able to interact with the stimuli and wander at
liberty between compartments for 15 min. In this test we recorded: (a)
the time of permanence in each compartment; (b) the number of mounts
performed by the male; (c) the lordosis quotient ((number of lordosis /
number of mounts) * 100); (d) the number of proceptive and (e)
aggressive behaviors towards the stimuli.

2.8. Sexual incentive motivation test (SIMT)

The SIMT was carried out as described by [igmu (2003). This test was
performed in a rectangular box of 50 x 100 em with two lateral com-
partments (30 x 20 cm) placed on opposite sides, which were connected
to the chamber through a mesh allowing the female to smell, hear and
see the incentive subjects (SE or CA males) without having physical
interaction. In front of each compartment, a virtual incentive zone (15 x
25 em) was delimited. The females were habituated to the box for three
consecutive days in sessions of 10 min (without the stimuli), turning the
box every day to avoid place preference. On the test day, the stimulus
males were placed in the compartments and the experimental female in

Table 1
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the center of the arena and allowed to explore it for 10 min. We quan-
tified the cumulative time that the female spent in each incentive zone.
We considered a female to be in an incentive zone when all four paws
had entered it.

2.9. Olfaction tests (OT)

2.9.1. Olfaction test relative to sexual odors

This test has been previously validated by Portillo and Paredes
(2003). Three bowls containing sawdust of a cage housing SE or CA
males, or clean sawdust were placed in the center of a rectangular box
(50 x 100 cm). The female was allowed to freely explore the three bowls
for 10 min; we recorded the time sniffing each of them (Portillo and
Paredes, 2003).

2.9.2. Olfaction test relative to food odors

Two days before this test, the females were housed in individual
boxes and once a day a small piece of chocolate (2 g) was inroduced so
that the females overcome neophobia. The olfaction test was carried out
in the same housing box where, after removing the female, a small piece
of chocolate was randomly hidden in one of the corners (modified from
Edwards and Davis, 1997; Portillo and Paredes, 2004). The female was
returned to the box and we evaluated the latency to find the chocolate
(maximum 5 min).

All behavioral tests were videotaped for later analyses using The
Observer 5.0 (Noldus®) software.

2.10. General locomotor activity

Immediately after the behavioral tests, rats were placed individually
during a 5 minute session in an actimeter (45 x 45 x 20 cm, Panlab
8811-1R; Panlab, Barcelona, Spain) to register the spontaneous ambu-
latory activity, as described earlier (Hernandez-Munive et al., 2018;
Rebolledo-Solleiro and Fernandez-Guasti, 2018).

2.11. Statistics

The statistical analysis and the graphs were made using the Graph-
Pad 8.0 software. All behavioral results are presented as the median and
interquartile ranges. Weight gain and blood glucose levels are expressed
in means + SE. Most behavioral data did not follow a normal distribu-
tion (D'Agostino Pearson test) and homogeneity of variance, therefore,
were compared with non-parametric tests. Paired-dependent compari-
sons were made with the Wilcoxon ttest and independent with the
Mann-Whitney U test, while proportions were compared using the
Fisher's exact test. To determine the effect size, we calculated the 2 for
nonparametric data (Fritz et al., 2012). Finally, a Kruskal-Wallis ANOVA
followed by Dunn's multiple comparisons test was used to analyze dif-
ferences in weight gain, blood glucose levels and behavioral data.

3. Results

Table 1 shows the gain in body weight, blood glucose levels and
locomotor activity after 10 days of STZ administration and teatment

Body weight gain, blood glucose levels and locomotor activity of buffer-, STZ- or STZ + INS-treated females.

Weight gain (g) Blood glucose levels (mg/dL) Locomotor activity (number of counts)
972
Buffer (n = 36) 345+24 121+£2.6 (841-1082)
STZ(n = 39) 38426 At -
963
STZ + INS (n = 28) 231+48 SeIELE (837-1085)

Weight gain and blood glucose levels are shown as means + SEM and locomotor activity (number of counts) as medians and interquartile ranges. Kruskal-Wallis

ANOVA (see text) followed by Dunn's test for multiple comparisons: *** p < 0.001 vs. buffer,

### b < 0.001 vs. STZ + insulin.
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with insulin, in OVX females supplemented with ovarian hormones.
STZ-treated females gained very little weight as compared to controls
and had severe hyperglycemia. After insulin restitution, these parame-
ters did not differ from those of the control group (weight gain: Kruskal-
Wallis ANOVA, H = 11.34, p = 0.003, 5% = 0.59, blood glucose levels: H
= 2657, p < 0.001, n> = 0.62). None of the treatments modified
ambulatory activity.

3.1. Behavioral tests

3.1.1. Partner preference test

Fig. 1 shows the time that the OVX females (supplemented with
hormones) and treated with buffer, STZ or STZ + insulin spent in the
compartments containing a SE or a CA male.

As expected, control females invest more time exploring the
compartment of the SE male versus that of the castrated subject (p <
0.01, g2 = 0.78). This behavioral pattern was lost in the STZ-treated
group, where hyperglycemic females spent a similar amount of time
interacting with both stimuli (SE and CA) (p = 0.240, gQ =0.14). Insulin
administration reverted the effect of STZ and the females spent more
time in the compartment of the SE male (p < 0.05, 2 = 0.58). In
addition, females treated with STZ + INS presented an increase in the
time spent in the neutral compartment compared to the control group
(Kruskal-Wallis ANOVA, H = 7.5, p < 0.05, 52 = 0.20, followed by
Dunn's test) (see Table 2).

Table 2 shows the number of mounts received by the female, the
lordosis quotient, the number of proceptive and aggressive events
(usually in response to the interaction with the SE male), and the time
spent in the neutral compartment shown by females in the partner
preference test. All females received the same number of mounts;
however, those treated with STZ had a decreased lordosis quotient,
which was reversed by insulin administration (Kruskal-Wallis ANOVA,
H = 9.89, p < 0.01, g2 = 0.40). These data agree with those previously
reported (Hernandez-Munive et al., 2018). Moreover, the number of
proceptive events (sum of hops, darts and ear wigglings) were not
reduced in STZ-treated females, but insulin administration increased the
number of proceptive behaviors (Kruskal-Wallis ANOVA, H=7.41,p <
0.05, 52 = 0.20). Finally, no significant differences were found in the
number of aggressive behaviors (Kruskal-Wallis ANOVA, H=1.76, p =
ns, % = 0.35).

3.1.2. Sexual incentive motivation test
Fig. 2 shows the cumulative time spent in the incentive zones
exhibited by the females treated with buffer, STZ or STZ + INS.
Control females remained a longer time within the SE male's incen-
tive area (p < 0.01, %= 0.56), as compared with the CA male's adjacent
zone. In contrast, the STZ-treated females spent a similar amount of time
in both incentive zones (p = 0.413, g2 = 0.1). Nevertheless, when the
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Fig. 1. Cumulative time spent by the females in the compartment containing
the castrated or the sexually expert male, (buffer:n 10, STZ:n 11, STZ +
INS: n  10). Data are expressed as medians and interquartile ranges (i.q.r.).
Wilcoxon t-test, *p < 0.05, **p < 0.01. STZ: streptozotocin, STZ + INS:
streptozotocin+insulin,
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hyperglycemic females received chronic insulin, they displayed a similar
behavioral pattern than that exhibited by the control group; an increase
in the time spent in the incentive zone adjacent to the SE male (p < 0.05,
% = 0.52), revealing that insulin reverted the effect of STZ. In this test,
there were no differences between the times that the females of all
groups remained in the neutral zone (data not shown).

3.2. Olfaction tests

3.2.1. Olfaction test related with sexual odors

When females were given the choice between sawdust impregnated
with the scent of SE or CA males, the control group spent a longer time
sniffing the sawdust of SE males (p < 0.05, y? = 0.58), as compared with
the sniffing time of the CA males' bedding material. In the group treated
with STZ this difference disappeared (p = 0.121, n2 = 0.28), i.e., they
sniffed both types of sawdust for an equal amount of time. Interestingly,
insulin restitution to STZ-treated females provoked an increase in the
sniffing time of the sawdust coming from cages of SE males (p < 0.05, 32
=0.78) (Fig. 3), as compared to the sniffing time of the bedding material
of CA males. No differences were found between the times sniffing the
neutral sawdust among control and STZ + insulin groups (data not
shown).

3.2.2. Olfaction test relative to food odors

Seven out of the 8 control females found the chocolate hidden in
their home cage in less than 5 min, the same proportion of females
treated with STZ found the chocolate (6/8) (Fisher's exact test, ns).
Similarly, there was no difference in the latency to find the chocolate
between both groups (median: 158 + 40 i.q.1.:125-180 s in controls vs.
187 i.q.1.: 165-196 s in STZ-treated, Mann-Whitney U test, p = 0.128, n2
= 0.80). Because STZ lacked an effect, it was unnecessary to perform the
insulin-treated group.

4. Discussion

The main findings of the present study were that hyperglycemic fe-
males had a decrease in sexual motivation in the PPT and SIMT and
spent the same amount of time sniffing the sawdust coming from cages
containing SE or CA males. All these changes were restored after chronic
insulin. Hyperglycemia/hypoinsulinemia did not affect the ability to
detect palatable food.

As aforementioned, the sexual motivation of hyperglycemic females
has been scarcely studied and the data showed inconclusive results. To
remind, in a previous study, using paced mating (with only a SE male as
stimulus), we found that the STZ-treated females remained the same
amount of time in the vicinity of the SE male as the control normogly-
cemic females (Hernandez-Munive et al., 2018), even if their lordosis
quotient was decreased. These data invited to propose that the hyper-
glycemic females looked for the social (including aggression), rather
than the sexual component that the SE male represented. The present
results of the PPT showing that hyperglycemic females did not spent
more time alone in the neutral compartment, support the idea that their
social capacity is unmodified. However, these females were not moti-
vated to interact more with the SE male than with the CA one and such
change was not due to motor impairments.

The idea that copulation has aversive and rewarding components for
the female (Uphouse et al., 2008) should not be overlooked. As the STZ-
treated females received the same amount of mounts as the control
group, we propose that the aversive components may be exacerbated in
this group, because hyperglycemia generates vaginal fibrosis (Kim et al.,
2006; Park et al,, 2001), vulvodynia (Ali et al., 2015) and neuropathy
(Banafshe et al.,, 2014; Gao and Zheng, 2014; Tripathi et al., 2016) that
may have contributed to reduce the time they spent in the area of the SE
male. Also, in this paradigm, we found that the number of proceptive
events was not reduced in STZ-treated females, an observation that
agrees with previous reports (Ahdieh et al., 1983; Hernandez-Munive
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Table 2
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Number of mounts received, lordosis quotient, number of proceptive and aggressive events and time in the neutral compartment of buffer-, STZ- or STZ + INS-treated

females recorded in the partner preference test.

Number of mounts received Lordosis quotient

Number of proceptive events

Number of aggressions Time in neutral compartment (seconds)

2 193

(0-5) (158-231)
2 241
1-11) (142-278)
2 320%
0-8) (211-386)

Table shows median and interquartile ranges. Kruskal-Wallis ANOVA followed by Dunn's test for multiple comparisons: * p < 0.05, ** p < 0.01 vs. buffer, " p < 0.05vs.

Buffer (n = 10) 8 100 7
(7-9) (100—100) (0-21)
STZ(n=11) 6 60%* 4
(5-8) (18.75-92.25) (0-6)
STZ+INS (n=10) 8 100 20™
(7-11) (73.5-100) (6-35)
STZ.
*k * ® Castrated
e —_
§ 300+ ¢ Expert
4 °
£ o
T
§ 200 ° o %
B [ ] (-4 °
2T
- L]
£ »
= 100+ °
i o °
@ < S
g (XY £
|= L T L] T
Buifer 8TZ 8TZ+INS

Fig. 2. Cumulative time that females spent in each incentive zone adjacent to
the stimuli (buffer:n 11, STZ:n 11, STZ + INS: 11). Data are expressed as
medians and interquartile ranges (i.q.r.), Wilcoxon ¢-test, * p < 0.05; ** p <
0.01. STZ: streptozotocin, STZ + INS: streptozotocin +insulin.
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Fig. 3. Cumulative time that females spent sniffing each of the sawdusts
(bufferin 7,STZ:n 9,STZ-+INS:n 7).Dataare expressed as medians and
interquartile ranges (i.q.r.), Wilcoxon ttest, *p < 0.05. STZ: streptozotocin,
STZ + INS: streptozotocin +insulin.

et al, 2018) and that suggest that they are sexually motivated. As
aforementioned, some authors propose that proceptivity denotes sexual
motivation (Beach, 1976; Rivas and Mir, 1991), however, others suggest
that these behaviors are stereotyped, reflexive (they may be displayed in
a non-sexual context) (Cummings and Becker, 2012), and reflect a
response to the actions of the male rather than the intrinsic sexual
motivation of the female (Heijkoop et al.,, 2018). Due to this, it is rec-
ommended to use other paradigms, such as the SIMT, where intrinsic
motivation is evaluated.

In 1999, Agmo explained that sexual motivation consists of two
components: the incentive properties of the external stimuli, and the
central motivated state (that refers to the integration of physiological
signals and hormones -for example, with the neural substrates-that will
direct approach behaviors) (f-‘;gmu, 1999). On these bases, we can raise
two hypotheses to explain the lack of sexual motivation of STZ-treated
females: the first implies that hyperglycemic females may not distin-
guish the somatosensory tracks emitted by the males, while the second
assumes that the neural network or the steroid hormones fail to exert
their central effect.

Three main observations support the latter: a) The dopaminergic
transmission (critical for sexual incentive motivation (Georgiadis et al.,
2012)) is decreased in the anterior and mediobasal hypothalamus of
hyperglycemic females (Kienast et al., 1993); b) the interneuronal
communication between the mesolimbic circuit (sites where estradiol
acts to increase sexual motivation (Micevych and Meisel, 2017)) is
decreased in animals treated with STZ (Mohamadi et al., 2015); and c¢)
the estradiol binding to its receptor in the MPOA (a brain area closely
involved in the regulation of sexual motivation (Yang and Clemens,
2000)) is already affected 24 h after insulin decrease (Ahdieh et al,
1983). In favor of this deficient central processing hypothesis, a clinical
study showed that a small group of women with DM1 presented a lower
physiological response to erotic stimuli, while the subjective responses
(expressed in a questionnaire) were comparable to those of the control
group (Wincze et al., 1993). It is important to point out that many of the
results observed in preclinical studies do not fully represent what hap-
pens in the clinic, therefore the translation of the data should be carried
out cautiously.

Concerning the hypothesis implying that hyperglycemic females fail
to interpret the cues emitted by the male, the olfaction test for sexual
stimuli showed that these females spent the same amount of time
sniffing the sawdust coming from cages of SE and CA males, suggesting
that the accessory olfactory bulb might be affected and could be the
bases for the lack of preference in the PPT and SIMT. The alteration in
olfaction seems to be specific to sexual cues because no differences were
found in the latency and proportion of females able to find palatable
food, suggesting a correct processing of the main olfactory bulb. In the
last years, two groups reported that STZ-treated male rats exhibited
impaired odor discrimination (Wakabayashi et al., 2016) and decreased
olfactory sensitivity (Jing et al.,, 2017), as measured in a scented hole-
board and in the buried food pellet tests, respectively. Although often
undervalued, the sense of smell is important for human sexual life,
because it processes axillary or genital odors that elicit hormonal
changes and hypothalamic arousal (Liibke and Pause, 2015). Especially
in women, the judgment of attractiveness and choosing a potential
partner seem to depend on body odors (rather than other sensory cues)
(Havlicek et al., 2008; Herz and Cahill, 1997; Liibke and Pause, 2015).
Accordingly, patients with smell problems frequently state sexual and
social problems (Merkonidis et al.,, 2015). In the clinic, it has been re-
ported that some patients with DM1 had a decreased ability to identify
odorants (Le Floch et al.,, 1993; Weinstock et al., 1993). Further exper-
iments are needed to determine whether the decrease in the sexual
motivation of STZ-treated females is due to a deficiency to distinguish
between olfactory stimuli, to a misinterpretation of the stimuli at a
central level, or to the sum of both factors.

Remarkably in the SIMT and OT relative to sexual odors, chronic
insulin, in a schedule that normalized blood glucose levels, completely
reverted the STZ-effect, causing that the females regained interest for
the sexually relevant stimulus; while in the PPT, insulin provoked a
partial effect. That is, in the PPT, insulin-treated females spent less time
with the CA male at the cost of an increased time in the neutral
compartment rather than with the SE male. Nowadays we ignore
whether insulin reverted the effects of STZ by normalizing
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hyperglycemia, hypoinsulinemia, or by its direct central action. In
relation with the latter, it is known that the insulin glargine crosses the
blood-brain barrier and -despite its short half-life in cerebrospinal fluid
(de Luis and Romero, 2013)-, may act at its receptors in the olfactory
bulb, hypothalamus, cortex and hippocampus (Banks et al.,, 2012). In
support, it was demonstrated that (a) lordosis was restored in STZ-
treated females when insulin was administered into the third
ventricle, a manipulation that did not reduce hyperglycemia (Kovacs
etal., 2003), and (b) the normalization of peripheral glucose levels (with
the use of a restrictive diet) was insufficient to correct the decrease in
lordosis and proceptivity seen in STZ-treated females (Karkanias et al.,
1997). Indeed, it has been suggested that insulin plays an important role
in the estrogen's signaling in the anterior hypothalamus, which is
essential for the expression of sexual behavior (Kovacs et al., 2003). On
these bases, we speculate that the effects of insulin here observed are
also due to its central actions, and not because it corrected hypergly-
cemia, but future experiments are needed to support this speculation.

In closing, this study shows a diminished sexual motivation in hy-
perglycemic rats, which was prevented by insulin. The lack of preference
in an olfaction test suggests that such decrease may be at least partly due
to an olfaction impairment. Taken together, the results add information
to the consequences of hyperglycemia/hypoinsulinemia on female sex-
ual motivation and suggest an important role of insulin in modulating
this pathological state.
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ABSTRACT

Introduction. Few reports have analyzed the putative association between diabetes mellitus type 1 (DM1)
and aggressiveness. A previous study using a model of DM1 reported an increase in aggressive behaviors
(AB) of females against the male during mating, which was prevented by insulin. However, it was unclear if
such aggression was defensive or offensive. Objective. To evaluate the different components of aggressive-
ness of hyperglycemic female rats in two distinct mating paradigms. Method. DM1 was modeled in OVX Wis-
tar rats by injecting streptozotocin (STZ) diluted in citrate buffer (50 mg/kg, i.p., for 2 consecutive days). Ten
days later, female rats were treated with estradiol benzoate (10 microg, -24 hours) and progesterone (3 mg, -4
hours). A group of STZ-treated animals was administered with a long-acting insulin analogue (glargine) every
12 hours for 8 days. Aggression was recorded in non-paced mating (NPM) and paced mating (PM) paradigms.
We registered: the first attack latency (FAL), the proportion of females that presented AB and its type (boxing,
bites, lateral kicks and twist) and if AB were exhibited defensively or offensively. Results. Hyperglycemic
rats showed an increase in lateral kicks in NPM, whereas in PM they exhibited an increase in bites. These
behaviors were always defensive and there were no changes in FAL. Insulin reduced AB. Discussion and
conclusion. Data indicate that the aggressiveness of hyperglycemic female rats is a form of defense against
the proximity of the male and add information about the role of insulin on their modulation.

Keywords: Aggression, diabetes, insulin, female, rat.

RESUMEN

Introduccién. Pocos trabajos han evaluado la relacién entre diabetes mellitus tipo 1 (DM1) y la agresividad.
En un estudio se reporté un aumento en las conductas agresivas (CA) de las hembras contra el macho
durante la cépula, las cuales se reducen administrando insulina. No esta claro si estas CA se expresan de
manera defensiva u ofensiva. Objetivo. Evaluar diferentes componentes de la agresividad de ratas hembras
hiperglucémicas en dos paradigmas de cépula. Método. La DM1 fue modelada en ratas Wistar ovariecto-
mizadas inyectando estreptozotocina (STZ) disuelta en buffer de citratos (50 mg/kg, i.p., durante dos dias
consecutivos). Diez dias después, se les administré benzoato de estradiol (10 microg, -24 horas) y progeste-
rona (3 mg, -4 horas). A un grupo tratado con STZ se le administré un analogo de insulina (glargina) cada 12
horas durante ocho dias. La agresion se registré en los paradigmas de cépula no regulada (NPM) y regulada
(PM). Se registraron: la latencia al primer ataque (LPA), la proporcién de hembras que exhibieron alguna
CA, el tipo (boxeo, mordidas, patadas laterales y giros) y si se presentaron de manera defensiva u ofensiva.
Resultados. Las hembras diabéticas mostraron un aumento en las patadas laterales en NPM mientras que
en PM exhibieron mas mordidas. Las conductas fueron defensivas, no hubo cambios en la LPA. La insulina
redujo la expresion de CA. Discusion y conclusion. Los datos indican que las CA de las hembras hiperglu-
cémicas son una forma de defensa contra la proximidad del macho y agregan informacién sobre el papel de
la insulina en su modulacién.

Palabras clave: Agresividad, diabetes, insulina, rata, hembra.
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INTRODUCTION

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease that has been
associated with a large number of comorbidities, such as
neuropathies, cardiovascular diseases, and psychosocial
problems, being depression the most frequent (Roy &
Lloyd, 2012). It is not surprising that other behaviors could
be affected by the homeostatic imbalance caused by DM,
because the brain (like the rest of the body) is dependent on
glucose and a failure in its control influences its function-
ing (Andrade, Benton, Brain, Ramirez, & Walmsley, 1988).
Many patients with DM report psychiatric symptoms, such
as hyperactivity, unpredictable behavior, internalizing
symptoms, and solitary tendencies (van Son et al., 2013).
Particularly, diabetic women experience more distress,
lower selfesteem, and more depressive symptoms than men
(Forsander, Bogelund, Haas, & Samuelsson, 2017; Hood
et al., 2006; Lasaité et al., 2016; LaSaité, Ostrauskas, Za-
linkevicius, Jurgeviciene, & Radzeviciene, 2015). Aggres-
siveness is another important concomitant symptom of DM,
however, few studies have systematically analyzed their re-
lationship. In these studies, it has been reported that there
is an association between glycosylated hemoglobin and
aggression (Leonard, Jang, Savik, Plumbo, & Christensen,
2002). Accordingly, patients with DM1 exhibit higher ver-
bal aggression compared with patients suffering from other
chronic diseases (Tilov, Semerdzhieva, Bakova, Tomyova,
& Stoyanov, 2016) or with the general population (Efe &
Erdem, 2018). Nevertheless, these studies have not ana-
lyzed the data according to the sex of the patient.

Natural aggression has been considered as an adap-
tive behavior commonly displayed with different purposes.
Firstly, it can be expressed to obtain a benefit (food, sexual
partners, or territory) (Trainor, Sisk, & Nelson, 2009). Sec-
ondly, it might be exhibited as a form of defense (a response
to a previous stimulation, without inflicting intentional
damage) (in rats, this form of aggression is characterized
by side kicks and small bites towards the flanks). Finally,
it can be executed offensively, i.e., intended to cause inju-
ry to the opponent (in the rat offensive aggression consists
in boxing posture or bites towards vulnerable body parts)
(Adams, 1979; Umukoro, Aladeokin, & Eduviere, 2013).
Notably, exaggerated levels of aggression —quantitatively
characterized by short latencies to the first attack and high
frequency and duration of attacks— are considered patho-
logical (Takahashi & Miczek, 2013). The study of aggres-
sion in preclinical studies has been done primarily in males
because females exhibit less aggressiveness (Cordero, An-
sermet, & Sandi, 2013). These studies have been intended
to determine the motivation underlying each aggressive be-
havior and the neutrotransmitters and brain areas involved
in their control.

Preclinical studies of DM (using streptozotocin [STZ],
a cytotoxic of pancreatic  cells, that generates hyperglyce-
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mia and hypoinsulinemia) have shown that diabetic animals
also exhibit various behavioral changes as observed in hu-
mans, such as anxious- and depressive-like behaviors and a
decrease in sexual behavior (Can, Ozturk, & Ozkay, 2011;
ElBatsh, 2015; Sahin, Gocmez, Eraldemir, & Utkan, 2019,
Varkonyi & Kempler, 2014). Few studies have evaluated
the relationship between hyperglycemia and aggressive-
ness in animal models. They have used the intruder-resident
paradigm (IRP), and their results have been controversial.
Thus, the groups of Meehan (1987) and Leedom (1987)
reported that male mice treated with STZ had lower ag-
gression and investigation when placed with another male.
Moreover, they presented more static defense postures and
escapes (Leedom, Meehan, & Zeidler, 1987, Meehan, Lee-
dom, Nagayama, & Zeidler, 1987). Four years later, in an-
other work, it was reported that males administered with
STZ showed a tendency to spend less time interacting so-
cially with the resident and more time expressing aggres-
sive behaviors (Hilakivi-Clarke, 1991).

To the best of our knowledge, in females there is
only a single work reporting increased aggressiveness in
STZ-treated rats tested in two distinct mating conditions
(Hernandez-Munive, Rebolledo-Solleiro, Ventura-Aquino,
& Fernandez-Guasti, 2018). In that study, we showed that
in the non-paced mating paradigm (NPM), which implies
that the timing of copulation is imposed by the male (result-
ing in some rejection behaviors by the females) (Hardy &
DeBold, 1972), the hyperglycemic females displayed high
levels of aggression, which were diminished after insulin
administration (Hernandez-Munive et al., 2018). When
evaluated in the paced mating paradigm (PM), where the
number of aggressive behaviors in control animals is min-
imal because the female controls the timing of copulation
by moving away from the male (Paredes & Vazquez, 1999),
the aggressiveness of hyperglycemic females also tended
to increase (Hernandez-Munive et al., 2018). In that report,
however, we failed to analyze the features of the aggressive
behaviors. Thus, the present study was aimed at establish-
ing whether aggressiveness towards the male was offensive
or defensive.

METHOD

Design of the study

Quantitative, preclinical study.

Subjects

In this study, we used 46 ovariectomized (OVX) females
(250-300g) and 15 sexually experienced male Wistar

rats. All animals were housed under standard conditions
(22 + 2 °C, reversed 12-hour light and 12-hour dark cy-
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cle, starting the dark phase at 10:00 a.m.) and provided
with food and water ad libitum.

Measurements
a) Behavioral test

We registered aggression in two different mating paradigms:

1. Where the male regulates sexual interaction in the
non-paced mating condition (NPM). In this test,
the animals were placed in a transparent circular
arena (52 cm in diameter X 45 cm high). The test
was carried out during the first 10 mounts (approx-
imately 15 minutes).

2. Where the female controls the rhythm of copu-
lation, a paradigm called “paced mating” (PM).
This test was performed in a transparent acrylic
box (61 cm long X 30.5 cm wide X 45 cm high)
divided in two compartments. The division be-
tween compartments had two holes (4.0 cm) in
each bottom corner, through which the female, but
not the male rat, could freely pass from one com-
partment to the other. In this test, the evaluation
time was longer (1h) because a greater number of
mounts and intromissions are necessary to estab-
lish the pacing behavior.

To induce sexual receptivity, females were administered
with estradiol benzoate (10 micrograms per rat, subcutane-
ously, 24 hours before the test; Sigma Chemicals, St. Louis,
MA.) followed by progesterone (3 mg per rat, subcutane-
ously, 4 hours before the test; Sigma Chemicals, St. Louis,
MA.). Animals were habituated to each paradigm for 5 min-
utes before introducing the sexually experienced male.

b) Aggressive behavior

For both paradigms, the latency for the first attack (time
—in seconds— between the introduction of the male into the
experimental arena to the first aggressive behavior), the
number of aggressive females (reported as the proportion of
females showing aggression), and the number of aggressive
events were recorded. The behaviors considered as aggres-
sive were the following:

+  Boxing: the female stands on her two hind legs and

pushes the male with the front legs.

+  Bites: small bites towards the male from the front

or the side, without damaging it.

» Lateral offensive posture kicking the male with

hind legs.

+  Twist: the female turns half of her body towards

the male (Gonzalez, Vaziri, & Wilson, 1996;
Madlafousek & Hlinak, 1977).

Furthermore, we determined if these behaviors were
displayed offensively, —i.e., if they occurred without a prior
stimulus—, or defensively, —if they were the response to a
male’s approach—.

Salud Mental, Yol. 43, Issue 1, January-February 2020

Procedures
a) STZ-Treatment

To generate hyperglycemia, OVX-females (surgery per-
formed one week before administration) received STZ
(Sigma Chemicals, St. Louis, MA) on two consecutive days
(50 mg/kg/day, ip.) using citrate buffer (sodium citrate de-
hydrate and citric acid monohydrate .1 mol/L, pH 4.8) as
vehicle. Behavioral tests were performed ten days after the
last administration. At the end of the behavioral tests, plas-
ma glucose levels were determined using a glucometer and
glucose strips (Accu-Chek Performa, Roche, Buenos Aires,
Argentina).

b) Insulin treatment

The insulin treatment consisted in the daily subcutaneous
administration of insulin, glargine (Cronix, PiSA Laborato-
ries, Guadalajara, Mexico) in a 12-12 h scheme. Two days
after the last STZ administration, 2U of insulin were admin-
istered in the morning and 4U in the night (for 6 days). To
avoid hypoglycemia, the last 2 days of treatment, the dose
was lowered to 2U in the morning and 2U in the night. Only
the females that at the end of the test showed blood glucose
levels between 70-100 mg/dL were included.

Our data are the results of two different experimental
trials, in which 5 animals of each group were evaluated. Ef-
forts were taken to have the same experimental conditions
in each trial in order to assure reproducibility.

Statiscal analysis

The data were analyzed using the GraphPad 6.0 software;
results are presented as the mean + the standard error of
the mean (SEM). Glucose values and aggressiveness data
were analyzed using the MannWhitney U-test because the
data failed to follow a normal distribution. Proportions of
females that exhibited aggressive behaviors were analyzed
with the Fisher's exact test.

Ethical considerations

All procedures were done in accordance with the guidelines
of the Laws and Codes of Mexico (Norma Oficial Mexi-
cana NOM-062-ZO0-1999. Especificaciones técnicas para
la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio)
following the guidelines of the National Institutes of Health
for the use of animals. The Institutional Ethics Committee
(Cicual-CINVESTAYV) approved the protocols.

RESULTS

Control animals showed normal glucose levels (103 + 4
mg/dL) while STZ-treated animals had hyperglycemia
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Figure 1. Aggressive behaviors: boxing (panel A), bites (panel B),
lateral kicks (panel C) and twists (panel D) in NPM (Buffer n = 10,
STZ n=10). *p <.05 by Mann-Whitney U-test. STZ: streptozotocin.

(492 + 19%%% mg/dl, [U = 0, **¥p < 0001]). Figure 1
shows the different aggressive behaviors (boxing pos-
ture [panel A], bites [panel B] lateral kicks [panel C] and
twists [panel D]) displayed by females treated with buffer
(n=10) or STZ (n = 10) in a mating condition where they
cannot regulate the timing of copulation (NPM). The con-
trol females displayed some aggressive behavior during
mating; however hyperglycemic females showed more
aggressions, reflected as a significant increase in the num-
ber of lateral kicks (U = 21, p = .026).

Figure 2 shows the same aggressive behaviors as those
shown in figure 1, but in females tested under PM, where
they regulate the time of sexual interaction. In this para-
digm, the number of aggressive events was also increased
in hyperglycemic females; particularly, there was a signifi-
cant increase in the number of bites (U =22, p = .042).

As shown in Table 1, all females treated with STZ pre-
sented at least one aggressive response in both paradigms;
however, only in PM, where the female can escape to the
neutral compartment, the proportion of females showing ag-

Table 1
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Figure 2. Aggressive behaviors: boxing (panel A), bites (panel B),
lateral kicks (panel C) and twists (panel D) in PM (Buffer n=9, STZ
n=10). *p < .05 by Mann-Whitney U-test. STZ: streptozotocin.

gression was significantly increased (p = .02, Fisher’s exact
test). Moreover, all aggressive behaviors were performed
defensively, i.e., in response to a male approach. There were
no significant differences in the latency to the first attack
between normoglycemic and hyperglycemic females (p =
ns). Finally, the mean number of attacks was increased in
hyperglycemic females, such increase reach statistical sig-
nificance only in the NPM condition and therefore only in
this group insulin was administered to explore a possible
blockade action.

Interestingly, insulin treatment administered to hyper-
glycemic females tested in NPM reduced the mean number
of attacks (4 + 2) to control values (p = .02, Mann -Whitney
U-test) as well as the proportion of animals administered
with STZ that showed aggression (4/7) (p = .05, Fisher’s
exact test). Furthermore, the aggressive events executed by
these females were scarce, defensive and were displayed
with a similar latency (92 + 31) than those of the other
groups.

Proportion of females that presented aggressive behaviors, type of each response (defensive or offen-
sive), latency to the first attack and the mean number of attacks presented in NPM and PM by vehicle- or

STZ-treated females

Proportion of females
showing aggression

Type of response

Latency to the first attack (s) Mean number of attacks

NPM PM NPM PM NPM PM NPM PM
Buffer 710 4/9 Defensive 56 + 29 236 + 68 3+ 1 31
STZ 10110 101107 Defensive 52 + 9 272 + 106 9 + 2* M & 2

Note: NPM = non-paced mating paradigm; PM = paced mating paradigm; STZ = streptozotocin. *p < .05 vs. buffer by Fisher's exact test,

*p < .02 vs. buffer by Mann-Whitney U-test.
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DISCUSSION AND CONCLUSION

The main findings of the present study were that the
STZ-treated animals exhibited aggressiveness (mostly side
kicks and bites) only when the male attempted to mount
the female. Remarkably, insulin treatment reverted such in-
creased aggressive behaviors.

As aforementioned, when the female does not regu-
late the rhythm of sexual interaction (NPM), there is an in-
creased aggression towards the male intended to control the
pattern of stimulation that she receives (Paredes & Vazquez,
1999). In STZ-treated females, the number of these behav-
iors were much greater than the ones exhibited by controls.
Additionally, all these responses were defensive, i.e., they
were displayed as a reaction to an approach of the male.
The detailed analysis of each aggressive behavior allows
to infere about the underlying motivation. Adams (1979)
pointed out that the lateral bites or kicks (as the ones exhib-
ited by STZ-treated females in both mating paradigms) are
deployed to a part of the body (flanks of the opponent) less
vulnerable to serious damage. This observation suggests
that hyperglycemic females try to reject the male without
hurting him.

It is well known that the main motivation behind the
enforcement of aggressive defensive behaviors is the
pain or threat posed to another organism (Umukoro et al.,
2013). Under this premise, we can suppose that in the case
of STZ-treated females, the male represents an aversive
stimulus. In support of this idea, it has been evidenced that
these animals exhibit fibrosis in the vaginal tissue (Kim et
al, 2006; Park et al, 2001) and neuropathy (Banafshe et
al., 2014; Gao & Zheng, 2014; Tripathi, Mehta, & Yadav,
2016), which are accompanied by inflammatory reactions
characterized by inflitration of macrophages and T-cells
(Chakrabarty, Liao, Mu, & Smith, 2018). These factors
might produce nociception in the female’s rump when
mounted.

Another possible explanation for the execution of ag-
gressive defensive behaviors is that the male provokes anx-
ious-like responses in hyperglycemic females. Accordingly,
it has been reported that these females have high levels of
experimental anxiety (Aksu et al., 2012), and that in post-
partum females the kicks against an intruder male are anx-
ious or fearful responses (da Veiga, Miczek, Lucion, & de
Almeida, 2011). This interpretation agrees with what occurs
in clinics where women with DM1 have more symptoms
of internalization (anxiety, depression) (Kakleas, Kandyla,
Karayianni, & Karavanaki, 2009; Naar-King et al., 2005;
Tilov et al., 2016).

An interesting finding of this work is that the increased
aggression produced by hyperglycemia was counteracted by
insulin treatment. Naturally, peripheral insulin crosses the
blood-brain barrier via a saturable transport process Klein-
ridders, Ferris, Cai, & Kahn, 2014) and, after prolonged
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periods of hypoinsulinemia, this transport is reduced, de-
creasing the amount of insulin in the brain (Banks, Owen,
& Erickson, 2012; SerbedZija & Ishii, 2012). Binding of
insulin to its receptor in the rodent brain is greater in areas
related to cognitive and emotional functions such as: hip-
pocampus, hypotalamus, amygdala, cortex, olfactory bulb,
and septum (Craft & Stennis Watson, 2004); therefore, a de-
crease in insulin could interfer with the correct function of
these areas. For example, it has been demonstrated that an
insulin failure leads to an abnormal aminoacids metabolism,
which could cause a decrease in the brain serotonin pro-
duction (Korczak, Pereira, Koulajian, Matejcek, & Giacca,
2011), a neurotransmitter widely studied in the deployment
of aggressiveness (Umukoro et al., 2013). In females treat-
ed with STZ, a decrease in the hypothalamic serotonin pre-
cursor (tryptophan) has been found since the first week with
hyperglycemia (Chaouloff et al., 1989). In addition, it has
been shown that insulin has an antidepressant-like effect in
mice (Hilakivi-Clarke, 1991), probably due to the increase
in serotonin levels (Gupta, Kurhe, & Radhakrishnan, 2014,
Manjarrez-Gutierrez, Herrera-Marquez, Bueno-Santoyo,
Gonzalez-Ramirez, & Hemandez, 2000), making possible
to propose that insulin decreases aggressiveness by increas-
ing the activity of this neurotransmitter system.

It is worth mentioning that our results show acute
effects of hyperglycemia on the expression of aggressive
behaviors. However, in the clinical setting (where the ef-
fects are chronic) there is scarce information about the
association between glycemic control and aggression. Un-
controlled blood sugar in patients suffering DM1 leads to
substantial psychological distress, negative moods, irrita-
ble, or aggressive behavior, and closely associated prob-
lems with relationships, self-image, and confidence (Van-
stone, Rewegan, Brundisini, Dejean, & Giacomini, 2015).
Accordingly, some studies have evidenced a direct relation-
ship between poor glycemic control and a rise in aggressive
behaviors (Bryden et al., 2001; Leonard et al., 2002; Zheng
& Chen, 2013). Interestingly, it has been reported that for
every 1 mmol/L rise in glucose levels, there is a concomi-
tant rise of 1.7 in externalizing behavior score (McDonnell,
Northam, Donath, Werther, & Cameron, 2007). Neverthe-
less, other authors failed to found this association (Akbas
et al., 2009). Remarkably, it has been demonstrated that in-
tranasal administration of insulin reduces anger in healthy
subjects (Benedict et al., 2004), without knowing its effects
in diabetic patients. Thus, more studies are necessary to
clarify the role of insulin in the modulation of aggressive
behaviors.

In conclusion, the present work gives evidence that
the increased aggressiveness of hyperglycemic females
is a form of defense against the proximity of the male
and that insulin reverts such aggression. Further studies
to clarify the mechanisms underlying this association are
warranted.
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