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Resumen

La Diabetes mellitus es un desorden metabolico considerado como un problema de salud publica
a nivel mundial. Se caracteriza por inducir sintomas tales como poliuria, polidipsia, polifagia y
pérdida de peso. La hiperglicemia cronica lesiona multiples 6rganos y sistemas, entre ellos el
aparato genitourinario. El objetivo de la presente tesis fue caracterizar la evolucion de los signos
conductuales de disfunciones urinarias y sexuales en rata macho diabéticas y la actividad
electromiografica de los musculos periuretrales. Para ello se utilizaron ratas macho de la cepa
Wistar, a quienes se les registro la conducta de miccion (12 horas, 6 en luz y 6 en oscuridad), la
conducta sexual (dos series) y la actividad electromiografica (EMG) refleja de los musculos
periuretrales previo y posterior a la induccion de diabetes con estreptozotocina (60 mg/Kg,
Grupo Diabético), o de tratamiento testigo (buffer de citratos, Grupo Vehiculo). La confirmacion
de la diabetes se realiz6 mediante una prueba de glicemia realizada 72 horas después de la
aplicacion de estreptozotocina. Los animales con concentraciones de glucosa > 200 mg/dL

fueron considerados como diabéticos.

Los resultados mostraron que las alteraciones en la miccion de los animales diabéticos
se inician desde el dia 4 postratamiento. Las alteraciones se caracterizaron por un incremento
en los valores de los parametros de volumen de orina por miccion (pretratamiento 0.54 mL en
la fase oscura vs 1.22 mL postratamiento; pretratamiento en la de luz 1.34 mL vs 1.76 mL
postratamiento); ingesta de agua (postratamiento aument6 97% en la fase oscura y 360% en fase
de luz); duracion de la miccion (en la fase oscura 2.5 s pretratamiento vs 4 s postratamiento y
en la fase de luz 3.8 pretratamiento vs > 6 s postratamiento) y el flujo de orina (aumenté con el
tratamiento de 0.19 mL/s a >0.4 mL/s en la fase oscura y de 0.28 mL/s a > 0.4 mL/s en la fase

de luz). El incremento en los valores de los parametros urinarios se mantuvo hasta el dia 90.

La diabetes altero la conducta de miccion; pretratamiento los animales presentaron
conducta estereotipada de miccion y postratamiento hubo micciones pausadas, o emision de
orina en ausencia de la conducta de miccion. El porcentaje de animales afectados aumentd

progresivamente a lo largo del estudio.

Con respecto a la conducta sexual, el porcentaje de animales copuladores disminuy6

progresivamente a partir del dia 16, de tal forma que al dia 91 s6lo el 25% de los animales



copularon, sin embargo, los animales que mostraron conducta sexual no tuvieron alterados los

valores de los parametros copulatorios.

La diabetes también afectd la actividad refleja de la musculatura periuretral. Tanto la
amplitud como la frecuencia de la actividad EMG de los musculos esfinter externo de la uretra

y bulboesponjoso disminuyeron.

En conclusion, las alteraciones urinarias secundarias a la diabetes mellitus anteceden a
las alteraciones sexuales. De éstas ltimas, la mas notoria es la abolicion de la conducta sexual.
Conforme evoluciona la enfermedad aparecen disfunciones de la actividad de la musculatura
estriada periuretral. Sin embargo, aun se requieren mas estudios para determinar si hay
disminucion en el numero de fibras musculares y/o de las unidades motoras, asi como discernir

si la alteracion es propiamente nerviosa.
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1 Introduccion

La Diabetes mellitus (DM) es una pandemia que afecta a cerca de 422 millones de
personas en el mundo. Su prevalencia ha ido incrementado desde hace 30 afios como reflejo del
aumento progresivo de la obesidad y sobrepeso en la poblacion (Zimmet, 2003). La prevalencia
crece mas rapidamente en paises de bajo y mediano ingreso economico, como México
(International Diabetes Federation, 2017; World Health Organization, 2016).

La DM se caracteriza por un incremento cronico de la glucosa plasmatica, asi como del
catabolismo de lipidos y proteinas (Guyton & Hall, 2009). Este desorden metabdlico aparece
como consecuencia de una disfuncion en la secrecion o en el uso de la insulina (American
Diabetes Association, 2018; International Diabetes Federation, 2017; World Health
Organization, 2016), o bien por la excesiva secrecion de glucagon (Blair, 2003), lo que conlleva
a la disminuciéon de captacion de la insulina por las células del organismo (Guyton & Hall,

2009).

Los altos niveles de glucemia en la DM, aunado a otros factores de riesgo como la
hipertension arterial y la dislipidemia, producen un dafio gradual y progresivo de los vasos
sanguineos y nervios periféricos, e incluso del sistema nervioso central (Biessels, 2013;
Biessels, Stackenborg, Brunner, Brayne, & Scheltens, 2006). Por ello, la DM se ha asociado con
el desarrollo de lesiones microvasculares tales como la nefropatia, retinopatia y neuropatia, asi
como de problemas macrovasculares como la cardiopatia isquémica, los accidentes cerebrales-
vasculares y las enfermedades vasculares periféricas (Fedele, 2005; Instituto Nacional de Salud
Publica, 2012; International Diabetes Federation, 2017; Secretaria de Salud, 2013; Zimmet,
2003) tales como disminucion de la sensibilidad de los miembros y problemas urinarios y

sexuales (Secretaria de Salud, 2013).

Los pacientes diabéticos presentan neuropatias, periférica y autonomica. La neuropatia
periférica conjunta alteraciones del sensorio y procesos de isquemia, los cuales ocurren en las
extremidades de forma bilateral y en sentido distal a proximal que puede evolucionar a la

pérdida total de sensibilidad (Meuleman, 2011). La neuropatia autondmica incluye desordenes



como gastroparesias, retencion urinaria y disfuncion sexual, entre otros (American Diabetes

Association, 2018; Blair, 2003).

Cerca del 80% de pacientes diabéticos sufren de algtn tipo de complicacion del tracto
genitourinario (Daneshgari, Liu, Birder, Hanna-Mitchell, & Chacko, 2009; Daneshgari &
Moore, 2006). La incidencia de problemas vesicales en la DM es de alrededor del 33%, mientras
que casi el 50% de los varones presenta disfuncion eréctil (Bacon et al., 2002; Kolondy, Kahn,
Gldstein, & Barnett, 1979). En el caso de la funcién urinaria, el problema de mayor incidencia
es la disfuncion vesical diabética, la cual se presenta en dos fases, la primera de hiperactividad,
seguida por una de hipoactividad vesical (Melman et al., 2009; Nirmal et al., 2014). Respecto a
la disfuncion sexual, éstas han sido relacionadas con desérdenes de la eyaculacion (Pontes et

al., 2011) e infertilidad (Yonezawa et al., 2009).

Las complicaciones sexuales y reproductivas mencionadas tienen un efecto importante
en la calidad de vida de los pacientes diabéticos y los tratamientos actuales con inhibidores de

la 5-fosfodiesterasa no han sido satisfactorios (Oger-Roussel et al., 2014).

Si bien existen estudios que describen los sintomas de las enfermedades urogenitales
masculinas asociadas a la DM (Elabbady, Hassouna, & Elhilali, 1995; Hassan, Hassouna,
Taketo, Gagnon, & Elhilali, 1993; Guiming Liu & Daneshgari, 2005; Melman et al., 2009;
Nirmal et al., 2014; Pontes et al., 2011; Saito et al., 2004; Yonezawa et al., 2009), poco se sabe
sobre la evolucion natural de los signos conductuales urinarios y sexuales, y su correlacion con
los mecanismos fisiopatoldgicos que generan dichas disfunciones. Por ejemplo, no se conoce si
la aparicion de los signos clinicos de disfunciones del aparato urogenital es precedida por la
disfuncion del sistema nervioso periférico que inerva al tracto urogenital o de la musculatura
estriada uretral asociada con cada funcion. Esta informacion seria de gran valor para acrecentar
el conocimiento basico de la enfermedad y explorar tratamientos especificos para cada
alteracion, asi como aplicarlos de manera temprana, esto tltimo, en aras de limitar la progresion

degenerativa con el tiempo.



2 Antecedentes

Las funciones urinarias y sexuales masculinas tienen lugar en el tracto urogenital, el cual
esta constituido por los rifiones, los uréteres, la vejiga urinaria, la uretra, las glandulas sexuales

accesorias, los conductos deferentes y el pene (Tortora & Derrickson, 2009).

2.1 Anatomia del aparato urogenital de la rata macho

La vejiga urinaria es un érgano muscular hueco que se localiza craneal al borde del hueso
pubico y sirve de receptaculo y almacén de la orina. Cuando esta vacia tiene forma de pera y
mide 10 mm de diametro en su parte mas ancha y 5 mm en la més estrecha. Cuando se encuentra
llena adquiere forma esférica, midiendo aproximadamente 25 mm de longitud por 15 mm de
diametro en su parte mas ancha (Hebel & Stromberg, 1986).

La orina que la vejiga acumula es expulsada periédicamente por la uretra. Esta, es una
estructura tubular formada por musculatura lisa y estriada. Su porcion rostral se conecta a la
vejiga urinaria y la caudal termina en el meato urinario. Tiene una longitud promedio de 45 mm
y se ha dividido en 4 porciones: prostatica, membranosa, diverticulo uretral y peneana
(Martinez, 2003). Existe una flexién en forma de U que se localiza entre la uretra membranosa
y la peneana. Esta flexion esté relacionada anatomicamente con una porcion sacular de la uretra,

el diverticulo uretral (Martinez, 2003).

Con excepcion de la region peneana, la uretra estd cubierta por musculatura estriada. El
esfinter externo de la uretra (EEU) rodea a la porcion prostatica y membranosa y los musculos
bulboesponjoso (BE) e isquiocavernoso (IC) se encuentran unidos a la base del pene (Holmes,
Chapple, Leipheimer, & Sachs, Benjamin, 1991). Los BE son pareados (izquierdo y derecho),
cada uno esta formado por tres 16bulos: dorsales, laterales y ventrales. Sus fibras se originan en

la superficie dorsal del diverticulo y se insertan en la pared ventral del pene (Hart & Melese-



D’Hospital, 1983). Los IC también son bilaterales. Cada uno se origina en el arco isquiatico del

hueso pélvico y se inserta en la crura del pene (Mckenna & Nadelhaft, 1986).
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Figura 1. Musculatura estriada asociada a la uretra. Vista ventral. La nomenclatura del BE se basa en la utilizada
por Holmes et al., 1991.

2.2 Fisiologia del aparato urogenital de la rata macho

La uretra masculina realiza funciones urinarias y sexuales, durante la miccion y la
eyaculacién por este conducto pasan la orina y el semen, respectivamente.

La miccidn es el proceso fisioldgico por el cual la vejiga urinaria expulsa periddicamente
la orina almacenada. Comprende dos fases: 1) de almacenamiento y 2) de expulsion. Durante la
fase de almacenamiento el EEU se mantiene contraido, lo que incrementa la presion intrauretral
y contribuye al mantenimiento de la continencia urinaria. Durante la fase de expulsion de orina,
se contrae la vejiga urinaria y concurrentemente se contraen los musculos estriados EEU, BE e

IC (Cruz & Downie, 2005).



La ereccion peneana es la condicion fisioldgica de rigidez, alargamiento, engrosamiento
y elevacion del pene. Es producida por una dilatacion arteriolar y el incremento en el flujo
sanguineo hacia los tejidos eréctiles del pene, lo cual es controlado por nervios simpaticos y
parasimpaticos que emergen de la médula espinal toracolumbar y sacra (De Groat & Booth,
1980). La ereccion es un reflejo que se presenta en respuesta a estimulos visuales, olfatorios o
imaginarios, los cuales al igual que la estimulacion genital activan circuitos nerviosos que
inciden sobre los centros supraespinales. Ademas de la respuesta refleja vascular, durante la
ereccion peneana también se presenta actividad refleja de los musculos IC y BE. Se presume
que la contraccion del IC de la rata contribuye a la retencion de sangre en el pene (Hart &

Melese-D’Hospital, 1983).

La eyaculacion es un proceso que comprende dos fases: la emision seminal y la
expulsion. La emision seminal se presenta en respuesta a una contraccion ritmica de la
musculatura lisa de las glandulas sexuales accesorias y de los conductos deferentes. Durante
este proceso el cuello vesical es ocluido y el fluido seminal vertido a la uretra membranosa (De

Groat & Booth, 1980; Ellenberg, 1980b; Pontes et al., 2011).

Se sugiere que durante la fase de expulsion, la musculatura uretral (Juarez et al., 2014,
2016) y la perineal se contraen clonicamente, lo que permite el transporte del semen hacia el
meato urinario (Hart & Melese-D’Hospital, 1983; Holmes et al., 1991; Langdale & Grill, 2016;
Lehtoranta et al., 2006; Sachs, 1982). El proceso de eyaculacion requiere de agentes
coadyuvantes para ejecutarse correctamente tales como: testosterona, oxitocina, neuropeptido

Y, péptido intestinal vasoactivo y 6xido nitrico (Dean & Lue, 2005).

La contraccion refleja de la musculatura estriada uretral y perineal durante la miccion y
la copula depende de una fina regulacion nerviosa que involucra a cinco elementos: 1) receptores
sensoriales localizados en el tracto urogenital, 2) vias aferentes que viajan a la médula espinal
por los nervios pélvicos y pudendos, 3) centro integrador (neuronas espinales y supraespinales),
4) vias eferentes con axones que viajan por la rama motora del plexo sacro y los 5) efectores, el
EEU, el BE y el IC. La lesion de algunos de estos elementos inducira disfunciones urinarias y
sexuales, tal como ocurre con la denervacion selectiva de los musculos antes descritos (Juarez,

Hernandez, & Cruz, 2012; Juarez & Cruz, 2014).



La contraccion refleja del EEU, BE e IC puede inducirse experimentalmente en animales
anestesiados. Por ejemplo, estimulando a los mecanorreceptores vesicales o a los uretrales
(Juarez et al., 2015). Tal estimulacidon activa cuyos axones viajan por el nervio pélvico. La
estimulacion mecanica de la uretra peneana activa aferentes cuyos axones viajan por la rama

sensorial del nervio pudendo (Pastelin, Zempoalteca, Pacheco, Downie, & Cruz, 2008).

Los nervios que inervan al aparato urogenital presentan diferente composicion axonal,
por ejemplo, el nervio pudendo tiene 3,714 fibras amielinicas y 741 fibras mielinicas (razén de
2:1). Con respecto a los nervios hipogéstricos, las fibras amielinicas superan a las mielinicas a
razén de 6:1 (1,359/218), mientras que el nervio pélvico tiene 4,134 de fibras amielinicas y 979
fibras mielinicas, una razon de 4:1 (Hulsebosch & Coggeshall, 1982). De manera similar, la
rama sensorial del nervio pudendo presenta ~ 4 mil fibras amielinicas y ~ 1 mil 900 fibras
mielinicas y la rama motora tiene ~ 700 fibras amielinicas y ~ 500 mielinicas, éstas tltimas son

de tipo Ad (Moore & White, 1996).

Dado que la DM es una enfermedad que produce neuropatias, es probable que los nervios
que controlan a estos reflejos se vean lesionados conforme la enfermedad evoluciona y que el

patrén de la actividad electromiografica del EEU, BE e IC se modifique.

2.3 Tipos y modelos de induccion de DM en animales

En animales de laboratorio se han desarrollado técnicas para inducir modelos de DM.
Por ejemplo, se puede inducir la enfermedad usando sustancias quimicas que destruyen en forma
selectiva a las células 3 del pancreas, tales como aloxana (ALX) o la estreptozotocina (STZ)
(Szkudelski, 2001). Esta tltima es un agente antibacterial de amplio espectro producido por
Streptomyces achromogenus sub. Streptototicus. También se ha usado en la clinica como agente
anti-tumoral para el tratamiento de cancer de los islotes de Langerhans del pancreas (Wiley et

al., 1979).

En ratas, la DM inducida por una dosis de STZ de 65mg/Kg produce cambios

anatomicos-estructurales y fisiologicos, a las 9 semanas la musculatura lisa de la vejiga urinaria
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(detrusor) se hipertrofia y disminuye su contractilidad. También se alteran las vias colinérgicas

(Guiming Liu & Daneshgari, 2005).

La estreptozotocina también induce en animales no anestesiados signos de disfuncion
genitourinaria, por ejemplo, se incrementa la frecuencia de miccion desde la semana 3 (Xiao,
Huang, Kavran, Elrashidy, & Liu, 2015) y disminuye el nimero de animales que presentan

conducta sexual a las 2 (Saito et al., 2004) y 3 semanas postratamiento (Pontes et al., 2011).

Se presume que la disfuncion sexual es consecuencia de alteraciones neurogénicas ya
que aunque la concentracion plasmatica de testosterona disminuye en los animales diabéticos
(Hassan et al., 1993; Scarano, Messias, Olivia, Klinefelter, & Kempinas, 2006; Steger, 1990),
la administracion exogena de testosterona no reestablece la eyaculacion (Oger-Roussel et al.,

2014; Pontes et al., 2011; Steger, 1990).

Asi entonces, los modelos de DM han permitido replicar algunos de los signos de la
enfermedad, y dilucidar los mecanismos fisiopatolégicos que subyacen a ella. Pero atn falta
mucho para identificar los signos tempranos de la enfermedad y conocer en detalle el grado de
afectacion de las estructuras nerviosas y musculares estriadas del aparato genitourinario inferior
conforme evoluciona la enfermedad. Esta informacién podria proponer hallar tratamientos

especificos que permitan limitar el dafio o incluso revertirlo.



3 Justificacion

Mas del 80% de los pacientes diabéticos presentan complicaciones del tracto urinario
bajo. La disfuncidon vesical diabética es un fendmeno complejo que involucra diferentes
mecanismos fisiopatologicos y manifestaciones morfologicas dependientes del tiempo de
evolucion. Al inicio se presentan sintomas de hiperactividad vesical, después una fase de
hiposensibilidad vesical y pobre vaciamiento de orina y por ultimo retencion urinaria cronica
con recurrentes infecciones del tracto urinario (Nirmal et al., 2014). Por otra parte, las
discapacidades de la funcidn sexual derivadas de la DM son comunes en varones (Fedele, 2005;
Kolondy et al., 1979) y se presentan en el 60% de los pacientes diabéticos (Ellenberg, 1980b).

Los antecedentes antes descritos han sido evaluados en estudios a largo plazo, sin
embargo, es pertinente determinar como evolucionan las alteraciones urinarias y sexuales desde
un punto de vista conductual y fisioldgico y conocer si la actividad refleja muscular de la
musculatura uretral se deteriora conforme pasa el tiempo. Lo anterior con el objeto de conocer

los mecanismos fisioldgicos alterados en la enfermedad.

4 Preguntas de investigacion

(Existe concurrencia en la aparicion y evolucion de los signos de disfuncion urinaria y sexual
en ratas macho con diabetes mellitus?

Considerando que los nervios pélvico y pudendo varian en su composicion axonal, ;existe
alteracion diferencial de la actividad eléctrica de los reflejos uretromotores de los musculos

periuretrales?

5 Hipotesis

En la rata macho, la DM inducida con estreptozotocina produce signos conductuales de
disfunciones urogenitales, cuya evolucion conduce a alteraciones neurofisiologicas de nervios

pélvicos, evidenciadas por disfuncion de la actividad refleja de musculos periuretrales.



6 Objetivo general

Caracterizar la evolucion de los signos conductuales de disfunciones urinarias y sexuales en

ratas macho diabéticas y la actividad electromiografica de los musculos periuretrales.

7 Objetivos especificos

1 Determinar los parametros urinarios y la conducta de miccion a corto (dias post-tratamiento
4,7 y 15), mediano (dias post-tratamiento 30, 45) y largo plazo (dias post-tratamiento 90)
de ratas macho con DM inducido por estreptozotocina.

2 Evaluar a corto, mediano y largo plazo los parametros copulatorios de ratas macho con DM
inducido por estreptozotocina.

3 Analizar en ratas macho el efecto de la DM inducida por estreptozotocina, a corto, mediano
y largo plazo sobre la actividad EMG de los musculos EEU y BE, evocada por la

estimulacion mecanica de la uretra prostatica y el diverticulo.

8 Material y métodos

8.1 Disefio experimental

Se utilizaron 38 ratas macho Wistar, todas sexualmente expertas, de las cuales 21 de ellas
fueron inyectadas con STZ para conformar el grupo de animales diabéticos. Otros 17 machos
fueron inyectados con buffer de citratos para el grupo vehiculo. Del grupo diabético, 8 animales
se utilizaron para realizar los experimentos de conducta de miccion y sexual. 13 animales
diabéticos fueron utilizados para la realizacion de los experimentos de EMG a corto y mediano
plazo.

Del grupo de animales vehiculo, 6 fueron utilizados para la realizacion de los
experimentos de conducta, y los 11 restantes fueron utilizados para los experimentos EMG a

corto y mediano plazo.



En el grupo DM se realizaron registros EMG a corto (dias 4, 7 y 15, n=6), mediano
plazo (dias 30 y 45, n=7) y largo plazo (dia 90, n=6). En el grupo vehiculo, se registraron 6, 5 y
6 animales para el corto, mediano y largo plazo, respectivamente. En ambos grupos, los animales
del largo plazo fueron los mismos que se utilizaron para los experimentos de conducta sexual y

de miccion (Figura 2).

38 ratas &

Wistar sexuaITnenie expertas

v v

DM = . o Veh
(n=21) A (n=17)
Dia Dia Dia Dia Dia Dia
Experimento 1 il ¥ ¥ i b7
Conducta de miccion D&'a l l l l
| |
DM (n=8) -
Veh (n=6) Mediano plazo
Experimento 2 I I
Conducta sexual
Dia Dia Dia Dia Dia
5 8 16 ki 46
Experimento 3 ? ?
EMG
DM (n=13)
Veh (n=11)

Figura 2. Diseflo experimental. Nimero de animales utilizados para cada grupo experimental. Note que para el
largo plazo del experimento 3 (EMGQ), se utilizaron los mismos animales de los experimentos 1y 2.

8.2 Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de ~ 3 meses de edad que se obtuvieron del bioterio
del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta. Los animales se mantuvieron en un bioterio a
una temperatura de 21 - 26°C, con ciclo luz-oscuridad de 12/12 horas y con agua y alimento

(Rodent Laboratory Chow) ad libitum.
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8.3 Induccion de DM

La inducciéon de la DM (grupo diabéticos n = 8) se realizd mediante la administracion
intraperitoneal de STZ a dosis de 60mg/kg de peso. La STZ fue inyectada en los animales
experimentales después de 6 horas de ayuno. Posterior a la administracion del agente
diabetogénico se proporcion6 solucion glucosada al 5% durante las primeras 12 horas y solucion
glucosada al 2.5% durante las siguientes 12 horas, para evitar un cuadro de hipoglicemia (Frode
& Medeiros, 2008; Furman, 2015). A los animales vehiculo (Veh n=6) se les inyectd
intraperitonealmente buffer de citratos 0.1 M a pH 4.5, bajo las mismas condiciones de ayuno y
administracion de solucién glucosada que los del grupo diabéticos. Antes y posterior al
tratamiento se midi6 la glucemia preprandial en muestras de sangre capilar periférica, la cual
fue obtenida por puncion de la punta de la cola usando dispositivo de puncidén semiautomatico.
La muestra fue procesada usando tiras reactivas y glucometro Accu Chek Active®, Roche

Diabetes Care™,

Las conductas de miccion y sexual fueron evaluadas antes y después de establecer el
diagnodstico de DM acorde a los criterios de diagnostico de la American Diabetes Association

(ADA) de 2018 (Tabla 1. Anexo).

La soluciéon de STZ se preparé minutos antes de ser utilizada calculando la dosis total
requerida segtn el peso de los animales y el numero de ellos. Se disolvié el firmaco a razon de
30mg/ml de solucion bufter de citratos 0.1M a un pH de 4.5. La solucion buffer de citratos 0.1M
se prepard con citrato de sodio monohidratado (CsHgO7.H2O) con peso molecular (PM) de

210.14 y citrato trisodico dihidratado (C¢HsO7Na3.2H20) con PM de 294.12.

Para preparar 50 mililitros de solucion buffer 0.1M a un pH de 4.5, se disolvieron en un
matraz aforado 1.05 gramos de citrato de sodio monohidratado en 40 ml de agua destilada, luego
se afor6 a 50 mililitros (solucion A). En un matraz diferente se disolvieron 1.47 gramos de citrato
trisodico dihidratado en 40 mililitros de agua destilada y se afor6 a 50 mililitros (solucion B).
Con ayuda de una probeta graduada se midieron 23.5 mililitros de la solucién A y se vertieron
en un vaso de precipitado al que se le afiadieron 26.5 mililitros de la solucion B. La

homogenizacion de ambas soluciones (A+B) se realizé con ayuda de un mezclador magnético
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(Corning PC-420D Marshal Scientific™) a 100 revoluciones por minuto, durante 5 minutos. El
pH de la solucion fue ajustado a 4.5 usando un potencidmetro (Conductronic PH120™)

calibrado en temperatura y en pH con soluciones control pH 4 y pH 7.

8.4 Entrenamiento y evaluacion de la conducta sexual

Para el entrenamiento sexual todos los machos (n=38) pasaron a cuatro o seis pruebas
copulatorias, cada uno con al menos una serie eyaculatoria (Lucio & Tlachi-Lopez, 2008). Los
entrenamientos sexuales se realizaron dentro de las instalaciones del bioterio del Centro
Tlaxcala de Biologia de la Conducta, durante la fase de oscuridad. Para ello, los machos fueron
colocados en un cilindro de Plexiglas™ de 3mm de espesor por 60 cm de altura y 60 cm de
diametro (Figura 3), mismo que se coloco sobre una superficie plana y con el piso cubierto por
una capa de aserrin de no mas de 1 cm de espesor. El macho fue introducido primero a la arena
para su habituacion durante cinco minutos (Lucio & Tlachi-Lopez, 2008). Después se introdujo
una hembra ovarectomizada cuya receptividad sexual fue inducida con la administracion de 10
pg de benzoato de estradiol 48 horas antes de la prueba y 2 mg de progesterona 4 h antes de la
prueba. En el momento en el que la hembra fue introducida a la arenan se inici6 la prueba. Si en
un periodo de 15 minutos no hubo intromision la prueba se terminaba. En caso de haber una
intromision la prueba continuaba hasta la eyaculacion o hasta los 30 minutos posteriores a la

ultima intromision.

Figura 3. Sistema de entrenamiento de conducta sexual. El area dentro del cilindro de Plexiglas es cubierta por una
delgada capa de aserrin. El macho y la hembra se colocan dentro del sistema. La prueba culmina cuando el macho
eyacula.
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Se determinaron los siguientes parametros copulatorios: latencia de montas, definido
como el tiempo transcurrido desde la introduccion de la hembra hasta la primera monta; nimero
total de montas; latencia de intromision, definido como el tiempo transcurrido desde la
introduccion de la hembra hasta la primera intromision; nimero total de intromisiones y latencia
de eyaculacion, definido como el tiempo transcurrido desde la primera intromision hasta la
eyaculacion. La conducta sexual fue videograbada con dos cdmaras, una en vista lateral del

redondel y la otra en vista ventral de los animales (Figura 4).

Camera 04

Figura 4. Sistema de observacion de conducta sexual. Panel A: vista frontal, panel B y C: vista ventral. Note que el
piso del sistema es un vidrio transparente que permite la grabacion de la zona ventral de los animales. En panel C,

se aprecia el momento en el que el pene erecto se dirige al introito vaginal de la hembra.
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8.5 Evaluacion de la conducta de miccion

Se videograbo la conducta de miccion en ratas diabéticas (n=8) y vehiculo (n=6). Para
ello las ratas fueron colocadas en un sistema de observacidon que consistid en una caja estandar
de polipropileno de 47 x 31.5 x 20cm, a la cual previamente se le retird la base. Cada caja fue
colocada sobre una reja de alambre de acero inoxidable, lo que permitié que la orina expelida
pasara a través de la rejilla a un marco colector de plastico que se colocod debajo de la malla.
Este colector de orina se podia deslizar para facilitar la obtencion y medicion de los volimenes
de orina (Figura 5). Los animales fueron habituados a este sistema durante 4 dias previos al

primer registro de miccion.

El sistema de video-vigilancia consistid en un grabador digital de video de red (NVR)
HIKvision® de Hikvision Digital Technology Co., Ltd. conectado a un monitor VGA
Samsung™ vy cuatro camaras de video HIKVision Bullet ® de Hikvision Digital Technology
Co., Ltd. las cuales estaban conectadas a la red local que suministra video-vigilancia continua a
los equipos de computo del laboratorio mediante el programa de red HIKVISION DS-7616NI-
SE/P de ©Hikvision Digital Technology Co., Ltd. Con el equipo anterior se videograbo la

conducta de miccion.

Los animales fueron registrados de manera continua durante 12 horas, las ultimas 6 horas
de la fase de oscuridad y las primeras 6 horas de la fase de luz. Cuando se observo orina en el
sistema colector, el observador entrd al cuarto de grabacion y midié el volumen de orina
expulsada utilizando una jeringa de insulina graduada de un mililitro de capacidad. Los
parametros analizados fueron: frecuencia de miccion, definido como el niimero de micciones
durante las 6 horas de cada periodo de observacion; el volumen por miccion, definido por el
volumen recolectado por cada miccion; volumen total de orina, definido como la suma de todos
los volumenes durante las 6 horas de cada fase; duracidén de miccion, definida como la diferencia
segundos desde que se expulsa la primera gota de orina y cuando se concluye la expulsion;
intervalo intermiccion, definida como el tiempo entre una miccion y la siguiente; flujo de orina,
definida como el cociente del volumen total de orina entre la suma de la duracion de miccion;
ingesta de agua, definida como el volumen obtenido por diferencia de la suma del volumen

residual y el volumen de agua derramada con respecto al volumen inicial. Usando las
14



grabaciones se observo el comportamiento de miccion y las variantes de la conducta

estereotipada que desplegaron las ratas durante cada miccion (Figura 5).
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Figura 5. Sistema de observacion para conducta de miccion. El piso de la caja de alojamiento ha sido reemplazado
por una malla de alambre de acero inoxidable para dejar libre el paso a la orina que se recolecta en un marco debajo
de ésta.
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8.6 Evaluacion de la actividad electromiografica refleja de los misculos EEU y BE

Los animales diabéticos y vehiculo fueron anestesiados con uretano al 40% a dosis de
1.2 g/kg. Usando un microscopio estereoscopico LEICA M80™, se realizd una incision en la
linea media abdominal distal, se disecd el hueso pubico y se desinsertaron los musculos

abdominales de forma parcial hasta visualizar de forma completa la porcion rostral del EEU.

Para la localizacion del musculo BE, se realizo una incision en la linea media escrotal,
se disecaron las capas de tejido conectivo hasta llegar a la porcion medial del BE priorizando la
visualizacion del lado izquierdo. Se insertaron electrodos bipolares en la region craneal del EEU
y en la porcion medial del BE (ambos del lado izquierdo). Se registrdé la actividad
electromiografica (EMG) de ambos musculos antes, durante y después de inducir la actividad
refleja mediante la estimulacion mecédnica de la uretra prostatica y el diverticulo. Dicha
estimulacion se realiz6 utilizando un catéter semi-rigido de 1 mm de calibre externo que se
introdujo en la uretra a través de la vejiga, pasando por la region prostatica hasta alcanzar el

diverticulo o por la uretra peneana hasta alcanzar el diverticulo.

El equipo de registro electrofisiologico estuvo integrado por dos pares de electrodos
bipolares de acero inoxidable de 0.002 cm de diametro, 2 sondas de alta impedancia conectadas
al amplificador (Grass QP511®) y un transductor de senal digital (Digidata 1440A®), conectado
a una computadora (Dell OptiPlex micro™) con tarjeta convertidor de sefales analogas

AxoScope® version 10.2 (Figura 6).
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Figura 6. Equipo de registro de electromiografia. Panel A; microscopio estereoscopico. Panel B; amplificador de
sefiales analogas en la parte superior. Panel C; equipo de computo para registro electromiografico.
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8.7 Analisis estadistico

Para el analisis de los parametros de miccion y de copula se realizaron pruebas de Analisis
de Varianza (ANOVA) para medidas repetidas. En el caso de los estudios de electromiografia,
los datos se analizaron con pruebas de t-student para cada grupo. En ambos casos se utilizé un

valor de alfa de 0.05.

En cada registro EMG se analizd el patron de descarga de forma cuantitativa
seleccionando un segundo de actividad antes de la mecano-estimulacion, un segundo durante el

estimulo y un segundo de actividad posterior a la estimulacion (figura 7).

El software utilizado para generacion de graficos y analisis estadisticos fue Sigma Plot®

de SYSTAT™, paqueteria de ofimatica de Microsoft®.
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Figura 7. Analisis de la sefial electromiografica.
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9 Resultados

9.1 Funcion urinaria
Los animales diabéticos utilizados para los experimentos de conducta sexual y de

miccion (n=8) tuvieron niveles de glucosa de 453.5 = 35.7 mg/dL desde el dia 3 posterior a la
inyeccion de STZ. Dichos niveles se mantuvieron altos (510.25 + 29.5 mg/dL) hasta el dia de
sacrificio. En contraste, los animales del grupo vehiculo presentaron glicemias de 107 + 4.2
mg/dL. a lo largo de todo el periodo de estudio. Los valores de glicemia fueron

significativamente mas altos en loa animales diabéticos (P < 0.001) (Figura 8).
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Figura 8. Nivel de glucosa en ratas macho diabéticas y vehiculo. El grupo de machos diabéticos mostrd
concentraciones elevadas de glucosa en sangre desde el dia 3 y se mantuvo elevado hasta el dia 90. El grupo
vehiculo tuvo siempre menores concentraciones de glucosa.
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9.1.1 Conducta de miccion

Pretratamiento, en fase de oscuridad se registraron 103 micciones en 8 ratas diabéticas. El
100 % de las micciones fueron estereotipadas, las ratas interrumpieron la actividad que estaban
ejecutando, caminaron en direccion a alguna de las paredes de la caja de observacion o en las
esquinas, colocaron el tren posterior muy cerca de la pared de la caja y al mismo tiempo elevaron
o lateralizaron la cola y comenzaron a expeler orina (Figura 9). No hubo variantes asociadas con
el cambio de fase luz-oscuridad.
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Figura 9. Conducta de miccion. El animal despliega un patron de conducta estereotipada, el tren posterior del
animal esta dirigido hacia la esquina de la caja de observacion y eleva la cola lateralizandola ligeramente durante
la expulsion de orina.

En los seis animales vehiculo, el 100% de los animales sigui6 presentando micciones
con patron de conducta estereotipada (56 micciones), tendencia que se mantuvo practicamente
sin variacion hasta el dia 90 (Figura 10).

Como se muestra en la figura 9, el porcentaje de la conducta estereotipada de miccion se
mantuvo en un rango de 80 al 90% durante los dias 4, 7 y 14 post-tratamiento. En el dia 30 el

22% de conductas de miccion fueron atipicas. Estas conductas prevalecieron hasta el dia 90.

En la fase de oscuridad, el analisis estadistico muestra una disminucion significativa en la
frecuencia de presentacion de conducta estereotipada del grupo DM versus Veh (p < 0.5) en
todos los dias de registro. En cambio, en la fase de luz solo hubo diferencias significativas en
los dias 7, 30, 45 y 90 (p < 0.5). Los patrones atipicos incluyeron las micciones pausadas y las

que ocurrieron en sitios inusuales, sin desplegar el comportamiento estereotipado (Figura 11).
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Figura 10. Grafica de los porcentajes de conducta de miccion estereotipada. Note la linealidad sin variacion en el
grupo vehiculo. Los asteriscos indican diferencias significativas entre DM y Veh (* <0.05, ** <0.01, *** <. 0.001).
Las cruces indican diferencias significativas intra grupo DM (+ < 0.05, ++ < 0.01, +++ <. 0.001).
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9.1.2 Frecuencia de miccion

Previo a la induccién de DM los machos presentaron un promedio de 13 micciones
durante la fase de oscuridad y de 3 micciones durante la fase de luz. La frecuencia se incrementd
significativamente (P < 0.03) a partir de dia 4 con respecto al vehiculo, y se mantuvo elevada
hasta el dia 90 durante la fase de oscuridad, sin embargo, solo hubo diferencias significativas en
el grupo DM en los dias 4 y 7 comparados con el valor de pretratamiento; P <0.001 y P=0.003,

respectivamente.

En la fase de luz del grupo DM se incremento la frecuencia de miccion a partir del dia 4
y hasta el dia 45, comparado con el valor pretratamiento (P < 0.005). Las diferencias entre DM
y Veh se observaron a partir del dia 4 hasta el dia 90 (P < 0.008). Las frecuencias mas altas se
observaron en los dias 4 y 7 de la fase de oscuridad (26.5 micciones) y al dia 15 en la fase de

luz (9.87 micciones).

Para los animales vehiculo, la frecuencia de miccion media pretratamiento fue de 9
micciones durante la fase de oscuridad y 2 micciones para la fase de luz. Los valores se

mantuvieron relativamente constantes en ambas fases (Figura 12).
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Figura 12. Grafica de la frecuencia de miccion en animales DM y Veh. Inmediatamente después del tratamiento
aumento la frecuencia de miccion en los animales DM. El grupo Veh no difiere a lo largo del registro en ninguna
de las fases. Los asteriscos indican diferencias significativas entre DM y Veh (* < 0.05, ** <0.01, *** <. 0.001).
Las cruces indican diferencias significativas intragrupo (+ < 0.05, ++ < 0.01, +++ <. 0.001).
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9.1.3 Intervalo intermiccion

Pretratamiento, en el grupo vehiculo los intervalos intermiccion fueron
aproximadamente de 49 minutos para la fase de oscuridad y 169 minutos durante la fase de luz.
A lo largo del periodo de estudio no hubo variacion estadisticamente significativa para ninguna

de las fases (Figura 13).

En cambio, en los animales DM los intervalos intermiccion disminuyeron después del
tratamiento con STZ. En el dia 4, se observo en la fase oscura una disminuciéon del 63% del
valor pretratamiento, mientras que en la fase de luz la disminucion fue mas marcada, 70%. El
decremento en el intervalo intermiccion se mantuvo constante hasta el dia 90 (P < 0.01). En la
fase de oscuridad, a pesar de la disminucion del intervalo intermiccion, no hubo diferencias

significativas intragrupo.

Comparando los valores entre los grupos DM y Veh, en ambas fases las diferencias

fueron estadisticamente significativas (P < 0.05).
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Figura 13. Grafica del intervalo intermiccion en animales DM y Veh. Los graficos muestran una mayor variacion
en el grupo Veh comparado con el DM en ambas fases de registro. S6lo hubo diferencias significativas en la fase
de luz intragrupo en animales DM. Los asteriscos indican diferencias significativas entre DM y Veh (* < 0.05, **
<0.01, *** <.0.001). Las cruces indican diferencias significativas intragrupo (+ < 0.05, ++ <0.01, +++ <. 0.001).
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9.1.4 Volumen de miccidon

Los animales vehiculo pretratamiento, expelieron un volumen de micciéon promedio de
0.68 mL en la fase oscura y 1.36 mL en la fase de luz. En ambos casos el volumen tuvo
variaciones a lo largo del periodo de registro, pero no fueron estadisticamente significativas (P >

0.08 para la fase de oscuridad y P > 0.87 para la fase de luz).

En el grupo DM el volumen promedio de miccion pretratamiento fue de 0.56 mL en la
fase de oscuridad y de 1.35 mL en la fase de luz. A los cuatro dias postratamiento, el volumen
promedio de miccion fue de 1.18 para la fase de oscuridad y 1.68 mL para la fase de luz. Asi
mismo, el incremento progresivo en los volimenes de miccion fue evidente durante el resto del
estudio, hasta el dia 90. El anélisis estadistico muestra diferencias significativas en la fase de
oscuridad para todos los dias de registro versus pretratamiento (P <0.001). En la fase de luz las
diferencias solo se encontraron a partir del dia 30 y hasta el 90 versus pretratamiento (P = 0.002).
En ambas fases el volumen por miccion del grupo DM fue estadisticamente mas elevado

comparado con el del grupo Veh a partir del dia 4 (P < 0.05) (Fig. 14).
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Figura 14. Gréfica del volumen promedio de orina expulsada por miccion en ratas DM y Veh. En el grupo diabético
el volumen incrementd significativamente en ambas fases a lo largo del periodo de registro. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre DM y Veh (* < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001). Las cruces indican diferencias
significativas intragrupo (+ < 0.05, ++ < 0.01, +++ <. 0.001).
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9.1.5 Volumen total de orina

Pretratamiento, los animales vehiculo expulsaron un volumen total de orina de 3.35 mL
en la fase de oscuridad y 2.77 mL en la fase de luz. Los volimenes de orina se mantuvieron sin
variaciones significativas a lo largo de las fechas de registro en la fase de oscuridad y en la fase

de luz (P > 0.99) (Figura 15).

En el grupo DM volumen total de orina pretratamiento fue de 5.6 mL para la fase de
oscuridad y 3.30 mL para la fase de luz. En el cuarto dia postratamiento aument6 a 26.7 mL para
la fase oscura y 13.15 mL para la fase de luz. Ese aumento se mantuvo constante a lo largo del
tiempo, tanto en la fase de oscuridad (P < 0.001) como en la fase de luz (P < 0.001). El analisis
estadistico muestra diferencias significativas para ambas fases en todos los registros a partir de

dia 4 entre el grupo DM comparado con Veh (P < 0.05) (Fig. 15).

29



Fase oscura

40 4 +++

+++

30 4

20 4

10 1

0 T T T T T T T
Pre Dia4 Dia7 Dia15 Dia30 Dia45 Dia90

—@— Diabéticos
—O~ Vehiculo

Fase de luz
40 -

Volumen total de orina (mL)

30 - +++

dekedk
+++

20 -

10 A

0 L) i T T T T T
Pre Dia4 Dia7 Dia15 Dia30 Dia45 Dia90

Figura 15. Gréafica del volumen total de orina en ratas DM y Veh. Note que hubo un incremento desde el dia 4
(~400 % en la fase de oscuridad y ~300 % en la fase de luz) y que se mantuvo hasta el dia 90. En el grupo Veh en
ambos graficos se observa que el volumen total de orina fue casi invariable. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre DM y Veh (* < 0.05, ** < (.01, *** < 0.001). Las cruces indican diferencias significativas
intragrupo (+ < 0.05, ++ < 0.01, +++ <. 0.001).
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9.1.6 Ingesta de agua

En el grupo vehiculo, la ingesta de agua pretratamiento fue de 20.08 mL en la fase de
oscuridad y 2.39 mL en la fase de luz. Los valores del volumen de agua ingerido no variaron
significativamente en ambas fases (P > 0.96) (Figura 16). En contraste, los volumenes de
ingestion de agua en el grupo DM incrementaron a partir del dia 4 postratamiento. Los valores
pretratamiento fueron de 22.25 mL para la fase de oscuridad y de 2.58 mL para la fase de luz y
al dia 4 en la fase de oscuridad fue de 44.69 mL (aumenté 100%) y 8.35 mL en la fase de luz
(aumento 220%).

Comparadas con pretratamiento, las diferencias intragrupo DM en la fase de oscuridad
fueron estadisticamente significativas en todas las fechas (P < 0.001). En cambio, en la fase de
luz solo se observaron diferencias significativas en los dias 15, 30 y 45 comparados con

pretratamiento (P < 0.05).
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Figura 16. Gréfica de la ingesta de agua en animales DM y Veh. Note que el pico maximo de agua ingerida (~300%
fase oscura y ~600% fase de luz) en los animales DM se observo en los dias 30 en ambas fases. Los asteriscos
indican diferencias significativas entre DM y Veh (* <0.05, ** <0.01, *** <. 0.001). Las cruces indican diferencias
significativas intragrupo (+ < 0.05, ++ < 0.01, +++ <. 0.001).
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9.1.7 Duracion de miccion

En el grupo vehiculo la duracion media de miccion fue de 2.66 segundos para la fase de
oscuridad y 4.63 segundos para la fase de luz. En ambos casos no hubo variaciones significativas

a lo largo del periodo de registro comparados con el valor pretratamiento (P > 0.05)

En el grupo DM, pretratamiento los animales presentaron una duracion promedio de
miccion de 2.73 segundos en la fase de oscuridad y 4.22 segundos en la fase de luz. Al dia 4 en
la fase de oscuridad se observo un incremento significativo que solo se repitio en los dias 30 y
90 con respecto a la duracion del grupo Veh (P < 0.048). En la fase de luz las diferencias
significativas entre DM y Veh se encontraron en los dias 7, 15y 90 (P < 0.021). Las diferencias
entre las fechas de registro dentro del grupo DM solo se observaron en los ultimos registros en

la fase oscura (P < 0.008) y a partir del dia 7 en la fase de luz (P < 0.048) (Figura 17).
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Figura 17. Gréficas de la duracion de la miccion en animales DM y Veh. En la fase oscura el incremento es continuo
y lineal. Los incrementos observados en el grupo Veh no son estadisticamente significativos. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre DM y Veh (* < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001). Las cruces indican diferencias
significativas intragrupo (+ < 0.05, ++ < 0.01, +++ <. 0.001).
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9.1.8 Flujo de orina

Previo a la induccion de la diabetes, el flujo de orina en la fase de oscuridad fue de 0.19
mL/s y de 0.27 mL/s en la fase de luz. El flujo de orina incrementd significativamente
postratamiento, desde el dia 4 (51%) hasta el fin del registro en el dia 90 (P < 0.001). Durante
la fase de luz, existié una tendencia a incrementar el flujo de orina desde el dia 4 (8% de
incremento), sin embargo, solo fue significativa esta diferencia a partir del dia 7 (P = 0.005). En
ambas fases las diferencias significativas se observaron entre DM y Veh a partir del dia 7 (P <

0.014 para la fase oscura y P < 045 para la de luz).

Los animales del grupo vehiculo en cambio, conservaron el valor de flujo de orina inicial
(0.27 mL/s y 0.3 mL/s para la fase de oscuridad, P> 0.05 y luz respectivamente, P = 0.973) a lo
largo de todo el periodo de registro (Figura 18).
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Figura 18. Grafica del flujo de orina de animales DM y Veh. En la fase oscura del grupo DM el flujo incrementa a
partir del dia 4 hasta el dia 90. En la fase de luz, en cambio las diferencias solo son significativas versus
pretratamiento a partir del dia 7. Los asteriscos indican diferencias significativas entre DM y Veh (* < 0.05, ** <
0.01, *** <.0.001). Las cruces indican diferencias significativas intragrupo (+ < 0.05, ++ < 0.01, +++ <. 0.001).
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9.2 Funcion sexual
9.2.1 Conducta sexual

En el grupo vehiculo, la conducta sexual se mantuvo sin cambios desde el primero hasta

el ultimo registro, en el dia 91. El 100% de los animales copuld en la primera y segunda serie.

Pretratamiento el 100% de los animales mostr6é conducta sexual hasta la eyaculacion. En
cambio, la conducta sexual disminuyé a partir del dia 8 post-inyeccion con STZ, un animal
mostré montas e intromisiones sin llegar a alcanzar la eyaculacion. Al dia 16, 100% de animales
alcanzo la eyaculacion. A partir del dia 31 solo entre el 25 — 37% de animales alcanzaron a

eyacular en ambas series (Fig. 19).
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Figura 19. Grafica del porcentaje de animales DM y Veh que presentaron conducta sexual. A partir del dia 31, 60%
de los machos mostraron conducta sexual pero solo el 25% de los machos diabéticos eyacularon (n = 3). Al final
del registro, en el dia 91 37% de los machos mostr6é conducta sexual hasta alcanzar a eyaculacion. Note que todos
los animales vehiculo (n=6) presentaron conducta sexual hasta alcanzar la eyaculacion en cada una de las pruebas.
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9.2.1 Latencia de monta

Pretratamiento en el grupo vehiculo, la latencia de monta fue de 50 segundos para la
primera serie y de 9 segundos para la segunda serie. No hubo cambios significativos en los

valores de los registros ulteriores

En el grupo DM, la latencia de monta pretratamiento fue de 85 segundos en la primera
serie y de 40 segundos en la segunda serie. En los dias 31 y 46 se observd un incremento
significativo comparado contra el Veh (P=0.012 y P=0.003, respectivamente). Para la segunda
serie, hubo una tendencia a disminuir la latencia a lo largo de los dias de registro, sin ser

estadisticamente significativa (Figura 20).
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Figura 20. Gréafica de la latencia de monta de animales DM y Veh. Note la tendencia a disminuir en el grupo DM
en la segunda serie. En la primera serie se observa el pico del incremento el dia 31 y 46, sin embargo, note el
numero de animales en esos registros. Los nimeros del grafico indican el nimero de animales que presentaron
conducta sexual en el dia de registro indicado. Los asteriscos indican diferencias significativas entre DM y Veh (*
<0.05, ** <0.01, ***<.0.001).
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9.2.2 Numero de montas

Pretratamiento, en el grupo vehiculo, los animales presentaron 10 montas en la primera
serie y de 7 en la segunda. Hubo una tendencia a disminuir el nimero de montas a lo largo del

estudio, sin embargo, no fue estadisticamente significativo

En el grupo de los machos diabéticos se registro pretratamiento una media de 7 montas
en la primera seric y 5 montas en la segunda serie eyaculatoria. No hubo diferencias
significativas en el nimero de montas postratamiento comparado con el valor de pretratamiento

(P> 0.05), en ninguna de las dos series eyaculatorias (Figura 21).
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Figura 21. Graficas del nimero de montas de animales Dm y Veh. Note que en los animales diabéticos se nota un
incremento en el nimero de montas en el dia 91. En este grupo solo se consideraron los tres animales que mostraron
conducta de cépula al dia 91. Los niimeros en el grafico indican el nimero de animales que presentaron conducta
sexual en el dia de registro indicado.
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9.2.3 Latencia de intromision

Pretratamiento, el grupo vehiculo tuvo una latencia de intromisiéon promedio de 56
segundos en la primera serie y de 21 segundos para la segunda serie. Los valores de registros
posteriores no difirieron significativamente del registro pretratamiento en ninguna de las dos

series (P=10.97)

El valor promedio pretratamiento del grupo DM fue de 95 segundos para la primera serie
y 52 segundos para la segunda. Durante el periodo de registro no se observaron variaciones

estadisticamente significativas (P > 0.05) (Figura 22).
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Figura 22. Gréaficas de la latencia de intromision en animales DM y Veh. Las grandes variaciones del grupo
diabético son mas evidentes en los ultimos registros debido al nimero de animales que mostraron intromisiones en
esas fechas (2 y 3 animales). Los nimeros del grafico indican el numero de animales que presentaron conducta
sexual en el dia de registro indicado.
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9.2.4 Numero de intromisiones

Pretratamiento, los animales del grupo vehiculo tuvieron alrededor de 10 intromisiones
en la primera serie y 5 en la segunda. No hubo variaciones significativas a lo largo de los

periodos de registro (P > 0.05).

La DM no afectd significativamente el nimero de intromisiones pretratamiento, la media
fue de 10 intromisiones en la primera serie y 6 en la segunda. A pesar de incremento en el
numero de intromisiones en los dias 31 y 45, no se encontraron diferencias significativas (P =
0.67). Para la segunda serie la variacion a lo largo de los diferentes registros fue menor (P =

0.47) (Figura 23).
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Figura 23. Graficas del nimero de intromisiones en animales Dm y Veh. No se observaron variaciones significativas
en ninguno de los dos grupos a lo largo del periodo de registro. Los niimeros del grafico indican el nimero de
animales que presentaron conducta sexual en el dia de registro indicado.
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9.2.5 Latencia de eyaculacion

Pretratamiento, el grupo vehiculo presentd una latencia media de eyaculacion de 429
segundos en la primera serie y de 216 segundos en la segunda. A lo largo del estudio no hubo
diferencias significativas versus pretratamiento en ninguna de las dos series (P = 0.94 en la

primer serie y P = 0.84 en la segunda serie)

En el grupo de animales DM la latencia de eyaculacion promedio pretratamiento fue de
277 segundos en la primera serie y de 175 segundos para la segunda. La diabetes no produjo
cambios significativos en la latencia en ninguna de las dos series (P = 0.33 en la primer serie y

P =0.29 para la segunda serie) (Figura 24).
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Figura 24. Latencia de eyaculacion. El grupo de diabéticos muestra un incremento en la latencia de forma notable
al dia 90. En cambio, el grupo vehiculo muestra una tendencia a disminuir su valor. Los nimeros en la parte superior
del grafico indican el nimero de animales que presentaron conducta de copula en el dia de registro indicado.
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9.3 Peso corporal

En el 100% de animales diabéticos (n = 8) perdieron peso durante los primeros 16 dias
postratamiento. En algunos animales, a partir del dia 46, se observo una recuperacion de peso,
y se mantuvo hasta el dia 91. Sin embargo, no fue suficiente para alcanzar el peso de los animales
Veh, cuya tendencia del peso siempre fue al alta (Figura 25). E1 50% de los animales diabéticos
(468,471, 556 y 604) tuvieron una recuperacion del peso corporal y continuaron incrementando
hasta el dia 91 posterior a la induccion de la DM. 25% de los animales (549 y 555) no lograron
recuperar el peso inicial pero tampoco perdieron peso de forma excesiva. Otro animal (550) no

logro recuperar peso y siempre tuvo una tendencia a disminuir (Figura 26).
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Figura 25. Grafica del peso corporal de los animales de estudio. Note que le peso de los que fueron inyectados con
STZ disminuy6 desde el dia 5. En cambio, hubo un incremento casi lineal del peso corporal en el grupo Veh. Solo
se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos al dia 46. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre DM y Veh (* < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001). Las almohadillas indican diferencias
significativas entre las fechas de registro del grupo Veh (# < 0.05, ## < 0.01, ### <. 0.001).
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Figura 26. Grafica del peso corporal individual de los animales que fueron inyectados con STZ. Note que el peso
disminuy¢ a partir del dia 4. Algunos de los animales recuperaron (e incluso superaron) peso a partir del dia 16, al
final de los registros claramente se observan tres conjuntos de animales segun el peso: Quienes recuperaron, quienes
lo mantuvieron y los que continuaron perdiendo. Los asteriscos sefialan a los animales DM que presentaron
conducta sexual a lo largo del periodo de evaluacion (dia 91).
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9.4 Electromiografia

Se realizaron estudios electromiograficos en los animales al término de los registros de
conducta de miccion y de copula (DM, n=6 y Veh, n=6), y a los grupos de corto y mediano

plazo, tal como se describi6 arriba.

En los animales Veh el musculo EEU tuvo un patrén de descarga caracterizado por una
actividad basal, misma que incrementd en amplitud y frecuencia con la estimulacion mecénica
de la uretra a nivel prostatico o diverticular. Dicha actividad (posdescarga) persistid por varios
minutos atn después de haber cesado el estimulo. Por otro lado, el musculo BE presento
actividad contractil en respuesta a la estimulacion mecanica de la uretra. Dicha actividad tuvo
una duracién menor a un segundo, asociado al tiempo de estimulacion de la uretra. Este tipo de
actividad fue anédloga a un mecanismo de encendido-apagado. En algunos animales se observo
actividad de postdescarga a manera de espasmos, en los primeros minutos posteriores a la

estimulacion del diverticulo a través del pene (Figura 27).

La diabetes modifico la respuesta caracteristica del EEU especialmente en los animales
de largo plazo. La amplitud de la actividad muscular durante la estimulacion disminuy6
significativamente en comparacion con los Veh. En la mayoria de los casos, la respuesta de

postdescarga fue poca o nula.

Con respecto al BE, los animales DM mostraron una menor actividad muscular refleja a
la estimulacion de la uretra, solo en algunos animales se observo actividad de postdescarga. El

patron de actividad muscular no se modificé de manera significativa (Figura 27).
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A -——y—

Figura 27. Trazo EMG del EEU y BE antes, durante y después de la estimulacion mecanica de la uretra en animales
DM y Veh en el dia 90 postratamiento. Note en los trazos de la izquierda (Veh) el patron caracteristico del EEU
con actividad de postdescarga continua. En los animales DM se aprecia la disminucion de la actividad muscular
del EEU y del BE.
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Cuantitativamente se encontrd que a corto plazo la amplitud de descarga basal (en los
tres tipos de estimulacion) del EEU fue de 19.35 pV. Durante la estimulacion de la uretra
prostatica aumento la amplitud a 134 puV. En todos los casos, tanto animales DM como Veh
presentaron actividad postdescarga. El analisis estadistico no mostr6 diferencias significativas

entre grupos (P = 0.059) (Figura 28).

En los grupos de mediano plazo, la actividad basal previa a cualquiera de los tres tipos
de estimulacion fue de 14.65 uV. Sin embargo, cuando se realiz6 el estimulo a nivel de uretra
prostatica, hasta alcanzar el diverticulo o a través de la uretra peneana, se obtuvieron amplitudes
significativamente mas bajas en los animales del grupo DM: 94.28 nV, 79.64 uVy 80.73 uV (P
=0.031 en la estimulacion prostatica, P <0.001 diverticulo a través de la uretra prostaticay P =
0.014 diverticulo a través de uretra peneana). En cambio, en los animales Veh la amplitud fue

de 133.21 pV.

En los tres tipos de estimulaciéon hubo actividad postdescarga, en todos los casos la
amplitud de la actividad fue significativamente menor en el grupo DM (39.75 puV) comparada

con el Veh (81.86 V) (P <0.026) (Figura 28).

Para el grupo a largo plazo (dia 91), la amplitud del EEU en estado basal fue igual en
ambos grupos. Durante la estimulacion en uretra prostatica y hasta alcanzar el diverticulo fue
menor en los animales DM (99 nV) comparada con los Veh (168.1 pV). Cuando el estimulo se
realizd en la uretra peneana, no se encontr6 diferencia. La actividad postdescarga fue
significativamente menor en todos estimulos de los animales DM (61.4 uV) comparada contra

los animales Veh (99.03 V) (P <0.01) (Figura 28).
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Figura 28. Amplitud de la actividad EMG del mtsculo EEU en DM y Veh. Los animales DM tuvieron una menor
actividad muscular a partir del mediano plazo durante y después del estimulo. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre DM y Veh (* <0.05, ** <0.01, *** <. 0.001).
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La frecuencia de la actividad muscular del EEU, en estado basal fue de 23.4 Hz en
animales Veh y DM. A corto plazo, solo hubo diferencias significativas durante la actividad
postdescarga cuando se estimul6 la uretra peneana, siendo mas baja en el grupo DM (58.8Hz)

en comparacion con el Veh (121.7 Hz) (P =0.017).

A mediano plazo, la frecuencia fue significativamente menor en los animales DM
comparados con los Veh durante la estimulacion de la uretra peneana (P = 0.019), con una
disminucion del 40% respecto a los 148.99 Hz que se registraron en los animales Veh. La
actividad postdescarga mostrd frecuencias significativamente menores en el grupo DM (33.8

Hz) comparada con el grupo Veh (87.4 Hz) (P <0.01).

Alargo plazo, la frecuencia de la actividad postdescarga fue 50% menor en los animales

DM (49 Hz) comparados con los Veh (99.4 Hz) (P < 0.018) (Figura 29).
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Frecuencia del EEU
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Figura 29 Frecuencia de la actividad EMG del masculo EEU en DM y Veh. Los animales DM tuvieron una menor
frecuencia a partir del mediano plazo, durante y después del estimulo. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre DM y Veh (* < 0.05, ** <0.01, *** <, 0.001).
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La amplitud de la actividad muscular del BE en estado basal fue similar para animales
DM y Veh (8.36 uV). Solo en el caso de la estimulacion de la uretra prostatica en el corto plazo,
se observd una amplitud estadisticamente mayor en los animales Veh comparada con la amplitud
de los DM (P =0.009). A mediano plazo, en la estimulacion del diverticulo a través de la uretra
prostatica la amplitud fue menor en los animales DM (136.442 uV) comparada con la del grupo
Veh (194.17 uV) (P =0.022). A largo plazo en todos los estimulos provocados, la amplitud fue
40% menor en los animales DM (115.9 pV) comparados con la de los animales Veh (192.7 uV),
(P <0.042) (Figura 30).
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Figura 30. Amplitud de la actividad EMG del mtisculo BE en DM y Veh. Los animales DM tuvieron una menor
actividad muscular a partir del mediano plazo durante el estimulo. Los asteriscos indican diferencias significativas
entre DM y Veh (* <0.05, ** <0.01, *** < 0.001).
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La frecuencia de la actividad muscular del BE fue igual entre DM y Veh
independientemente del plazo o del estimulo provocado. La tnica excepcion se observo a corto
plazo en la estimulacion de la uretra prostatica, donde se aprecio en el grupo Veh una mayor
frecuencia posterior al estimulo. Esta frecuencia fue significativamente mayor que la de los
animales DM (P <0.001) (Figura 31).
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Figura 31. Frecuencia de la actividad EMG del musculo BE en DM y Veh. Los animales DM y Veh no tuvieron
diferencias en los diferentes plazos de estudio. Los asteriscos indican diferencias significativas entre DM y Veh (*
<0.05, **<0.01, *** <. 0.001).
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10. Discusion

En nuestra hipotesis planteamos que las alteraciones urinarias se presentarian antes que
las alteraciones sexuales, y nuestros resultados nos ayudan a sustentarla. En primera instancia,
porque hemos observado los signos clasicos de la enfermedad como la poliuria, polidipsia,
polifagia (Blair, 2003; Salemi, Rafie, Goodarzi, & Ghaffari, 2016) y pérdida de peso (Scarano
et al., 2006) desde el cuarto dia posterior a la administracion de la STZ. De manera similar a lo
descrito en la revision de Daneshgari et al, (2006) encontramos un incremento inmediato en los
valores directamente dependientes del incremento de la osmolaridad plasmatica: volumen total

de orina e ingesta de agua.

La elevada ingesta de agua es un mecanismo de compensacion al incremento de los
solutos de la sangre (la glucosa). Este mecanismo que trata de compensar la hiperosmolaridad
sanguinea, da pie a un incremento del volumen circulante, lo que se traduce entonces en una
elevada diuresis. De manera que los animales inmediatamente después de la induccion de la
diabetes (al dia 4), ante un estado de hiperosmolaridad manifiestan volimenes de miccion
elevados (Melman et al., 2009). La magnitud del cambio del volumen de miccion varia de
manera directa a la ingesta de agua, que a su vez dependera de la concentracion de glucosa en
la sangre tal como lo indican los estudios longitudinales de Melman et al, (2009), donde al tratar
animales diabéticos con insulina, hay una reduccion de los niveles de glicemia y de forma

subsecuente, del volumen expelido de orina en 24 horas.

El incremento en el volumen de orina es congruente con los resultados de la duracion de
la miccion, parametro que se incrementa desde el dia 4 y que continta elevado hasta el dia 90
en las fases de oscuridad y de luz. Los valores normales de duracion de la miccion o expulsion
de orina, obtenidos mediante estudios conductuales (Judrez & Cruz, 2014) y cistometrograficos
(Cruz & Downie, 2005) son de 2.7-3.3 segundos en machos adultos, en cambio, en los animales
diabéticos estos valores se triplicaron al final del registro y sobre todo en la fase de luz, donde
se observaron micciones de hasta 25 segundos de duracion, lo que implica sobredistencion
vesical, que conlleva a un agradamiento de la vejiga urinaria y por lo tanto cambios en la diuresis

y a largo plazo cambios estructurales.
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En relacion a la frecuencia de miccion, este parametro nos podria indicar clinicamente
alteraciones vesicales relacionadas con la contraccion del musculo detrusor, asi como del
funcionamiento de la musculatura estriada periuretral (Holmes et al., 1991; Mallory, Steers, &
de Groat, 1989). El incremento del nimero de micciones desde el primer registro (dia 4) y un
descenso que tiende a estabilizarse alrededor del dia 15 hasta el tercer mes de registro, se puede
relacionar con el comienzo de la alteracion de la contractibilidad vesical que de manera
secundaria a la elevada diuresis ocasiona hipertrofia del detrusor (Lin & Scott, 2012; Xiao et
al., 2015), y la modificacion tisular que sufre la vejiga urinaria para lidiar con la elevacion de la
diuresis, principalmente en la capa muscular que incrementa a las 2 semanas, y de tejido

conectivo que disminuye alrededor del mismo tiempo (G Liu & Daneshgari, 2006).

Por otra parte, es importante recordar, que ademas de los cambios relacionados con la
estructura vesical que sefialan a la hipertrofia del detrusor como la principal modificacion,
Nirmal et al, 2014, encuentran que existe adelgazamiento de la capa submucosa y reacciones
inflamatorias con infiltrados celulares e incluso apoptosis alrededor de las 4 y 12 semanas

posteriores a la induccion de la diabetes.

Nuestros resultados de conducta de miccidon nos arrojaron informacion que se puede
correlacionar con los parametros antes descritos ya que a partir del dia 4 posterior a la induccion
de la DM se observaron alteraciones en las conductas de miccidn, tales como: micciones con
pausas y en sitios inusuales. Las alteraciones mas frecuentes fueron las primeras. En contraparte,
las micciones en sitios inusuales se presentaron de forma inconstante, lo que sugiere que el
circuito nervioso aferente no ha sido afectado, ya que el animal sigue percibiendo el llenado

vesical.

Para que estos resultados sean trasladados a una temporalidad comparable con la de los
seres humanos consideramos a un dia de los animales equivalente a 34.8 de los humanos
(Sengupta, 2014), de manera que los primeros hallazgos de disfuncion urinaria ligados a
mecanismos de compensacion se presentarian en los primeros 4 a 5 meses del inicio de la
hiperglicemia (en los animales experimentales la concentracion media de glucosa 482.86 +11.1
EE) y aquellos relacionados con alteraciones propiamente vesicales alrededor de los 4 afios 4
meses.
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Los dias con mayor presencia de alteraciones de la conducta de miccion fueron a los 30
y 45 posteriores a la induccion de la diabetes, hecho que se correlaciona de forma importante
con las alteraciones de la estructura muscular vesical reportadas (Xiao et al., 2015),
mencionadas como reversibles. Esto también es congruente con las alteraciones clinicas

propuestas como criterios diagnosticos de disfuncion urinaria en diabéticos (Ellenberg, 1980a).

Con respecto a las alteraciones de la conducta sexual, estas consistieron en la
desaparicion paulatina de los parametros copulatorios, iniciando con las intromisiones, la
ausencia de eyaculacion hasta llegar a la ausencia completa de conducta de copula. 12.5% de
los animales diabéticos comenzaron a tener dificultad para llegar a eyacular al dia 8, pero
mantuvo la presencia de montas e intromisiones. 25% de los animales que lograron eyacular en
la primera serie, no lo lograron en una segunda serie. Este comportamiento se repitié en el dia
16. A partir del dia 31 solo entre el 25 - 37% de los animales desplegd conducta sexual. Este
valor bajo de animales que lograron copular se mantuvo hasta el dia 91. Del total de animales
DM, solo un animal recuperd la actividad sexual hasta el dia 91, en donde desplegd sin
problemas la conducta de copula con latencias de monta, intromision y eyaculacion normales y
en ambas series eyaculatorias. Debido a que la conducta sexual depende de centros de regulacion
espinales y supraespinales (Meuleman, 2011) hay muchas posibles estructuras y sistemas que al
afectarse pudieran explicar los resultados que hallamos en nuestros experimentos, sobre todo el
hecho de que un animal haya perdido y recuperado posteriormente la conducta sexual. Este tipo
de hechos no ha sido reportado por estudios de conducta sexual como los de Pontes et al, 2011,
donde sdlo indica que un 33% de machos diabético fue sexualmente activo, pero solo 22% logré
alcanzar la eyaculacion. En nuestra hipotesis planteamos la posibilidad de que la neuropatia
autonomica y somatica pudieran reflejarse con alteraciones en los parametros electrofisiologicos
de los musculos EEU y BE en un periodo de tiempo corto (un mes) (Melman et al., 2009) a
relativamente largo (3 meses, que traspalado a el tiempo de nosotros representaria alrededor de
9 anos (Sengupta, 2014)). Este conocimiento podria explicar en parte las alteraciones de la
conducta sexual en los machos DM que se hicieron manifiestas alrededor de las 3 semanas
posterior a la induccion de la diabetes. Tomando lo anterior en consideracion, existe la

posibilidad de una disminucién en el tamafo de los genitales (Hassan et al., 1993), asi como el
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efecto que pudiera tener esto en la produccion de hormonas relacionadas con la motivacion
sexual como la testosterona, la oxitocina y/o la melanocortina (Dean & Lue, 2005). Es probable
que la disminucion brusca de la conducta sexual sea debida a una combinacion de estos factores
y de alteraciones en los centros de control supraespinales que son considerados como

reguladores de la conducta sexual (Meuleman, 2011).

Un hallazgo importante (relacionado con la conducta copulatoria) que ha sido reportado
por Hassan et al, 1993, fue la pérdida de masa y volumen en por lo menos dos glandulas
accesorias del aparato genitourinario: vesicula seminal y prostata ventral. En este sentido, las
medidas de longitud y espesor de los testiculos no variaron (21.7 mm de longitud y 11.5 mm de
anchura en el grupo DM vs 20.23 mm y 10.9 mm del grupo Veh), pero atin tenemos un nlimero
reducido de animales por lo que existe atn la posibilidad de que la hipotrofia pueda tener un
papel importante como efecto causal de la desaparicion de la conducta de copula en los animales
diabéticos en relacion al tiempo de evolucion de la enfermedad, esto debido a la posible
reduccion de las hormonas gonadales que generalmente se afectan ante casos de hipogonadismo
como este (El-Hossary, Hassanein, El-Ghareeb, & Issa, 2016; Scarano et al., 2006; Steger,
1990). Los efectos catabolicos causados por la DM pueden explicar la disminucion del tamafio

den las visceras antes mencionadas, asi como la pérdida de peso de algunos animales.

Los resultados de los estudios electromiograficos nos mostraron que de facto hay
alteraciones en la fisiologia del EEU y el BE. El periodo de tiempo en el cual se hizo evidente
la reduccidn de la amplitud y la frecuencia de la actividad refleja a la mecanoestimulacion fue
a mediano plazo (entre 30 y 45 dias), resultados que concuerdan con lo reportado por Melman
et al en 2009 sobre la disminucion de la velocidad de conduccion nerviosa en machos diabéticos,

que categoriza como neuropatia diabética.

Especificamente haciendo la distincion entre ambos musculos, el EEU parece ser el mas
afectado, debido a que la disminucion de la actividad refleja y (muy importante) de postdescarga
se evidencid desde los 30 a 45 dias, resultados son controversiales con los encontrados durante
la EMG observada durante la miccion que indican incremento de la actividad en “bursting” a
los 45 dias (Grape, Dedering, & Jonasson, 2009). En el caso del BE, los efectos mas notorios,
sobre todo en la amplitud durante la estimulacion de la uretra se observo hasta los 90 dias.
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Ademéds, debe considerarse que la propia naturaleza del BE para contraerse de manera refleja
en forma de switch on-off, hace menos evidente la lesion que se observa temprano en el EEU.
La frecuencia en ambos casos acompand de manera paralela las afectaciones en el grupo de

animales DM iniciando en el mediano plazo en el EEU y en el largo plazo en el BE.

La relevancia de los resultados anteriores se pone de manifiesto cuando relacionamos el
gran efecto catabolico que trae consigo la diabetes mellitus (Guyton & Hall, 2009), mismo que
ocasiona una pérdida de masa magra a nivel sistémico y que fue observado durante el desarrollo
de los experimentos electromiograficos y por la disminucidn del peso corporal que se registro a
lo largo de todo el periodo de registro. De tal manera que se esperaba que los principales grupos
musculares disminuyan en grosor, tal como se expresa en la disminucion de la sintesis proteica
en animales diabéticos y que se restaura con la aplicacion de insulina (Pepato et al., 1996), y

con ello una disminucion en la amplitud y frecuencia de la actividad muscular.

63



11. Conclusiones y perspectivas

Las alteraciones urinarias secundarias a la diabetes mellitus aparecen a corto plazo

(desde el dia 4 de hiperglicemia) y preceden a las alteraciones sexuales.

Las alteraciones sexuales secundarias a la DM aparecen a mediano plazo (alrededor del

dia 30), evidenciadas principalmente por la abolicion de la conducta sexual.

Las alteraciones en la actividad electromiografica de la musculatura estriada periuretral
aparecen a mediano plazo, siendo mas afectada la respuesta del musculo esfinter externo de la

uretra que la del bulboesponjoso.

Las perspectivas para este trabajo de investigacion se dirigen hacia determinar
especificamente el tipo de dafio que genera la diabetes en los tejidos del aparato urogenital, por
ejemplo, si hay disminucion en el nimero de fibras musculares y/o de las unidades motoras que
pudieran estar participando en la alteracion de la actividad electromiografica, asi mismo, realizar
estudios que nos permitan discernir si la alteracion es propiamente nerviosa, y si existe alguna
diferencia en el grado de afectacion de los diferentes nervios que controlan a los érganos y

musculos periuretrales.
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13. Anexo

13.1 Prevalencia de la Diabetes mellitus

Segun el Consenso Latinoamericano del 2010, los gastos que las familias de América
Latina derivan para el tratamiento de la DM va desde el 40% al 60% de su ingreso total, mismo
que asciende a un costo de 55 mil millones de dolares anuales, incluyendo los costos de la
enfermedad asi como las consecuencias de enfermedades relacionadas (Guzman et al., 2010).
Las estadisticas en México reportan a la DM como una de las principales causas de
morbimortalidad a nivel nacional, y dentro de la lista de los 10 paises con mayor prevalencia a
nivel mundial (Figura 32) (International Diabetes Federation, 2017; Secretaria de Salud, 2013).
En el 2015 se reportaron mas de 11 millones de casos de diabetes (Federacion Mexicana de
Diabetes A.C., 2016), de tal manera que, tomando en cuenta que el costo del tratamiento
individual asciende a 911.3 doélares (International Diabetes Federation, 2017), se estima que el
costo anual que implica la poblacion diabética es de mas de 10 mil millones de dolares. Segiin
los estudios de Velasco-Contreras, (2016), el costo de atencion anual de pacientes diabéticos
tipo 2 atendidos en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) durante el periodo 2002 -
2004 asciende a mas de 450 millones de dolares, de los cuales el promedio por paciente
correspondio a 3,193.75 dolares, donde los gastos de mayor proporcion son por los dias/cama
en hospitalizacion y en unidades de cuidados intensivos. Este hecho implica altos costos para

los servicios de salud publica y para la economia familiar.
13.2 Clasificacion

La DM se ha clasificado seglin los mecanismos fisiopatologicos en tres categorias bien
diferenciadas: Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1), Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) y Diabetes
Mellitus Gestacional (DMG). Sin embargo, existen otras clasificaciones que ademas categorizan
a un grupo de DM ocasionadas por causas especificas como: Diabetes por Sindromes
Monogénicos (DMSM): diabetes neonatal y diabetes juvenil de inicio en la madurez (MODY
por sus siglas en inglés: maturity-onset diabetes of the young), enfermedades del pancreas

exocrino (como fibrosis quistica), y Diabetes inducida por drogas o agentes quimicos (como los



tratamientos del VIH/SIDA o farmacos usados después de trasplante de o6rganos) (American

Diabetes Association, 2018).
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Figura 32. Los paises con mayor prevalencia de diabetes en pacientes adultos de 20 a 79 afios. Tomado de

Diabetes Atlas.

13.2.1Prediabetes

En 1997 y en 2003 un comité experto en diagnodstico y clasificacion de diabetes,
reconocid un grupo de individuos cuyos niveles de glucosa no se ajustaban a los criterios de
diabetes, sin embargo, eran demasiado altos para ser considerados como normales.
“Prediabetes” es un término utilizado para individuos con alteracion de la glucosa en ayunas
(IFG, por sus siglas en inglés de Impaired Fasting Glucose), cuando los valores de glucosa en
sangre en ayuno son entre 100-125mg/dL y/o alteracion en la tolerancia de glucosa (IGT, por
sus siglas en inglés de Impaired Glucose Tolerance), cuando los valores de glucosa en sangre

después de 2 horas de ayuno son de 140-199mg/dL, que indican un elevado riesgo de desarrollar



diabetes en el futuro (American Diabetes Association, 2018; Velasco-Contreras, 2016). Sin
embargo, es necesario aclarar que tanto la I[FG como la IGT no deben verse como entidades
clinicas morbosas per se, mas aun, representan un riesgo para desarrollo de enfermedades
cardiovasculares por la asociacion que tienen con obesidad abdominal o visceral, dislipidemia
con hipertrigliceridemia y/o bajos niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL) e

hipertension arterial (American Diabetes Association, 2018).

13.2.2Diabetes tipo 1

Esta forma de diabetes que antes era llamada “diabetes insulino-dependiente” o “diabetes
juvenil”, representa entre 5-10% de todos los casos de diabetes y es debida a una destruccion de
células beta de los islotes pancredticos mediada inmunologicamente. Los marcadores
autoinmunes incluyen anticuerpos anti-células de los islotes, anticuerpos anti-insulina, anti-
GAD (glutamato descarboxilasa, GADG65), anti-tirosinfosfatasas 1A-2 y lA-28, y anti-
transportador de zinc 8 (ZnT8). La diabetes tipo 1 se define por la presencia de uno o mas

marcadores autoinmunes de los arriba mencionados (American Diabetes Association, 2018).

La proporcion de destruccion de células [ es bastante variable, siendo rapido
principalmente en nifios y lento en adultos (American Diabetes Association, 2018). Los nifios y
adolescentes pueden presentar como primera manifestacion clinica de la enfermedad,
cetoacidosis, sin embargo, otros sujetos tienen discreta elevacion de la glucemia en ayuno que
puede cambiar rapidamente a una severa hiperglucemia acompanada o no de cetoacidosis con
infeccidn u otras patologias asociadas. Los adultos pueden conservar una funcion de células f3
lo suficiente como para prevenir cuadros de cetoacidosis durante algunos afos; algunos
individuos eventualmente se volveran dependientes de insulina para sobrevivir, con el riesgo de
presentar cetoacidosis. En estados avanzados de la enfermedad, hay una pequefia o ninguna
secrecion de insulina, que se manifiesta por bajos o indetectables niveles de péptido C en plasma

(American Diabetes Association, 2018).

La DMI comunmente afecta a nifios y adolescentes, pero la enfermedad puede

presentarse a cualquier edad, incluso en el extremo opuesto, tal como la octava o novena década



de la vida. Si bien el desarrollo de la DM tiene multiples predisposiciones genéticas también
se relaciona con factores epigenéticos que hasta el momento se encuentran poco esclarecidos,
ejemplo de lo anterior es la mayor propensiéon que los pacientes con DM1 tienen a otras
entidades autoinmunes como enfermedad de Graves-Basedow, tiroiditis de Hashimoto,
enfermedad de Adison, vitiligo, enfermedad celiaca, hepatitis autoinmune, anemia perniciosa y

miastenia gravis (American Diabetes Association, 2018).

13.2.3 Diabetes idiopatica

Algunas formas de DM1 no tienen etiologias conocidas de tal manera que estos pacientes
presentan concentraciones bajas de insulina en sangre y estan propensos a la cetoacidosis, pero
no hay evidencia de autoinmunidad. Solo una minoria de pacientes con DM1 pueden ser
incluidos en esta categoria, la mayor proporcion corresponde a descendientes de poblacion
africana o asiatica. Esta forma de diabetes tiene un componente hereditario muy fuerte, ausencia
de componentes inmunologicos contra las células B y sin asociacion con antigenos leucocitarios

humanos (HLA) (American Diabetes Association, 2018).

13.2.4 Diabetes tipo 2

La DM2 que anteriormente era referida como “diabetes no insulino-dependiente” o
“diabetes del adulto” representa la mayor proporcion de todos los casos de diabetes, con
aproximadamente 90 - 95% del total de casos (American Diabetes Association, 2018). Esta
enfermedad abarca a pacientes que presentan resistencia a la insulina y relativa o en otros casos
absoluta deficiencia de la misma. Al menos durante los inicios de la DM2, los pacientes pueden
no necesitar tratamiento de administracion de insulina exo6gena para poder sobrevivir (American

Diabetes Association, 2018).

Se han propuesto varias causas de la DM2, sin embargo, la etiologia especifica aun
permanece ignota, afiadiendo el hecho de que no hay un componente autoinmune que cause
destruccion o disminucion de la masa celular beta del pancreas. Asi la mayoria de pacientes

diabéticos tipo 2, tienen como caracteristica general la presencia de obesidad, particularmente

v



obesidad abdominal. Toémese en cuenta que la obesidad por si misma es causa de resistencia a

la insulina, asi como sindrome metabdlico (algunas veces llamado sindrome X) (Zimmet, 2003).

Ante un estado de resistencia a la insulina (causado por la obesidad p. ¢j.) los niveles de
glucosa en sangre se encuentran elevados en pacientes con DM2, y niveles aun mas elevados de
insulina en sangre serian esperados como medida compensatoria a la hiperglucemia. Por lo
tanto, la secrecion de insulina es defectuosa en los pacientes con DM2 de tal forma que resulta

insuficiente para compensar el problema inicial de resistencia a la insulina.

En comparacion con la DM1 (en la cual, la presencia de cetoacidosis es una
manifestacion clinica frecuente en los pacientes que se diagnostican como diabéticos), la
cetoacidosis en pacientes con DM2 raramente se presenta como manifestacion clinica inicial,
pero si lo hace, normalmente se acompafa por una entidad morbosa concomitante que
desencadene un proceso de estrés celular, como las infecciones (American Diabetes Association,
2018). De esta manera, la DM2 comunmente se mantiene en estado “silencioso” por muchos
aflos, debido a que la hiperglucemia tiene un desarrollo insidioso, que en etapas iniciales de la
enfermedad no se manifiesta de forma severa como para favorecer la presentacion de los signos
y sintomas clasicos de la diabetes (poliuria, polifagia, polidipsia y pérdida de peso) (Tabla 1).
Asi, los casos diagnosticados de DM2 representan solo una pequefia proporcion, y un gran
nimero de pacientes no diagnosticados con DM2 tienen estados de hiperglucemia cronicos que
incrementan el riesgo de desarrollar complicaciones sistémicas como lesiones micro y

macrovasculares (American Diabetes Association, 2018; Zimmet, 2003).

El riesgo de desarrollar DM2 se relaciona positivamente con la edad, y una sumatoria de
factores modificables como obesidad y estilos de vida sedentarios, de tal forma que el
incremento de la urbanizacion y de los trabajos sedentarios se ha asociado positivamente con el
incremento de la prevalencia de DM2 (Zimmet, 2003). Tal situacion ocurre con mayor
frecuencia en mujeres con predisposicion a DMG, sujetos con enfermedades sistémicas cronicas
como hipertension arterial o dislipidemia, y grupos étnico-raciales como Afroamericanos, Indios

Americanos, Hispanos, México-americanos y Asiatico-americanos) (Zimmet, 2003).



13.2.5 Diabetes Gestacional

Durante muchos afios la DMG se definid6 como un grado de intolerancia a los
carbohidratos que era observado por primera vez durante el embarazo, independientemente de
si la condicion pudiera haber sido anterior al embarazo o si persistia posterior al mismo. Tal
definicidn facilita una estrategia uniforme para la deteccion y clasificacion de la DMG, pero era

limitada e imprecisa (American Diabetes Association, 2018).

Con la creciente prevalencia de obesidad, el numero de casos de DM2 en mujeres en
edad reproductiva resultd en un incremento en el nimero de mujeres gestantes con DM2 no
diagnosticada, por lo que se hizo razonable el tamizaje de mujeres que tuvieran factores de
riesgo para desarrollar DM2, desde la primera consulta de control prenatal usando los criterios
estandar para su diagnostico. Asi, las mujeres con signos de diabetes desde y durante el primer
trimestre del embarazo se han clasificado como de diabéticas tipo 2. La DMG se diagnostica a
partir del segundo y tercer trimestre del embarazo, usando criterios estdndar y no considerando
a las mujeres afectadas de manera tajante como DM de cualquiera de los tipos arriba descritos

(American Diabetes Association, 2018).

13.2.6 Diabetes debida a Sindromes monogénicos (DMSM)

La diabetes causada por disfuncion de las células B debido a defectos monogénicos
representa solo un pequefio porcentaje del total de casos, menos del 5%. Es frecuentemente
caracterizada por el inicio del signo axial (hiperglucemia) en edades tempranas de la vida,

generalmente antes de los 25 afios, seglin sefiala la American Diabetes Association (2018).
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13.2.7 Diabetes neonatal

El diagnoéstico de diabetes durante los primeros 6 meses de vida extrauterina sin aparente
componente autoinmune ha sido conceptualizado como diabetes neonatal, de tal forma que este
tipo de diabetes puede tener un cardcter transitorio o permanente. El defecto genético mas
comun que provoca una expresion transitoria de hiperglucemia es un defecto en la sintesis de
ZAC (proteina de dedos de zinc asociada con apoptosis y detencion del ciclo celular) y HYMAI
(impresa en mola hidatidiforme), mientras que en la presentacion de diabetes neonatal
permanente, el defecto mas comun es en la codificacion de la subunidad Kir6.2 de los canales

Katp de las células B del pancreas (American Diabetes Association, 2018).

13.2.8 Diabetes del adulto de inicio en la juventud (MODY)

Este tipo de diabetes esta caracterizado por la alteracion de la secrecion de insulina con
minimo o sin efectos en la accion de la misma. Es un tipo de diabetes heredada por patrén de
dominancia autosomica. Las anormalidades descritas se ubican en seis loci de diferentes
cromosomas, por ejemplo, mutaciones del cromosoma 12 para un factor de transcripcion

hepatica referido como (HNF)-1a (American Diabetes Association, 2018).

13.2.9 Fibrosis quistica relacionada con diabetes

Es la méas comin entre los pacientes con patologia fibroquistica, ocurre en
aproximadamente 20% de los adolescentes y entre 40-50% de los adultos afectados con esta
categoria de enfermedades. Esta patologia se asocia con una deficiencia de insulina debida a la
destruccion parcial provocada por la fibrosis del pancreas(American Diabetes Association,

2018).
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13.3 Criterios diagndsticos

Tabla 1. Criterios para diagnostico de diabetes

HbGA1C >6.5%. El examen debe ser realizado en un laboratorio usando un método certificado y
estandarizado por el programa nacional de estandarizaciéon de hemoglobina glicosilada NGSP del
ensayo DCCT.*

0
GPA >126mg/dL (7.0mmol/L). Ayuno es definido como una dieta no calérica por al menos 8 horas
antes de la prueba.*

@)
GP 2-h >200mg/dL (11.1 mmol/L) durante una PTGO. El examen debe realizarse como describe la
WHO, Usando una carga de solucion glucosada equivalente a 75g de glucosa anhidra disuelta en
agua.*

0]
En paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémicas, una muestra de glucosa
plasmatica al azar >200mg/dL (11.1 mmol/L).

*En ausencia de hiperglucemia inequivoca, los resultados deben ser confirmados por repeticion de
la prueba.

HbGA1C: Hemoglobina Glicosilada A1C

NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program

DCCT: Diabetes Control and Complications Trial

GPA: Glucosa plasmatica en Ayuno

GP: Glucosa Plasmatica

PTGO: Prueba de Tolerancia A la Glucosa Oral.

Tomado, modificado y traducido de: American Diabetes Association (ADA). 2018.
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13.4 Estandarizacion de la dosis para la induccion de la DM

Se inyectd STZ a tres diferentes dosis, en total a 48 animales (Figura 33). A 4 ratas, a
una dosis de 50mg/Kg de peso. Al dia 4 y 7 posteriores a la inyeccidn, se obtuvieron glicemias
normales (<200mg/dL) en el 100% de animales. A otros cuatro animales, la dosis inyectada fue
70mg /Kg de peso. Al dia 4 se obtuvieron glucemias de 468 & 15.46 (desviacion estandar) mg/dL

en 50% de los animales experimentales, el resto de animales mostrdé normoglicemia.

Los animales que no mostraron hiperglicemia (n = 6), més dos animales de 10 meses de
edad provenientes de otro grupo, todos sexualmente expertos, fueron inyectados con STZ a
60mg/Kg de peso. Obteniendo el 25% con concentraciones de glucosa media de 529.5 + 4.95
mg/dL. Ambos animales de 10 meses de edad fallecieron antes de las 72 horas posteriores a la

induccion de la diabetes.

9 animales fueron inyectados con STZ a dosis de 60 mg/Kg de peso corporal (diluido a
razén de 60 mg de STZ por cada mililitro de buffer). Se obtuvo un 78% (siete individuos) con
glicemia media de 444.37 + 78.09 mg/dL, y el 22% restante con normoglicemia. 86% (seis
animales) de los animales diabéticos fallecieron entre el cuarto y quinto dia posterior a la
induccién de diabetes. Todos presentaron hematuria macroscépica y grados moderados a

severos de deshidratacion (pérdida de peso corporal > 10%).

5 animales fueron inyectados con STZ a dosis de 60 mg/Kg de peso. La STZ fue
preparada e inyectada en una ventana de tiempo de entre ~7 minutos. La preparacion y
administracion se realizé en ausencia de luz y con el vial de la solucion cubierto con papel
aluminio. El 100% de animales experimentales tuvo glicemia media de 469.2 + 82.61 mg/dL,

40% de ellos (dos animales) perecieron entre el sexto y octavo dia posterior al tratamiento.

Se realiz6 la induccion de un grupo mas (n=20) con la dosis de STZ de 60 mg/Kg de
peso diluidos en buffer de citratos (30 mg STZ por 1 mililitro de buffer). El 100% de los
animales present6 glicemias medias de 446.73 + 69.76 mg/dL. 2 animales fallecieron dentro de
los primeros 10 dias posteriores a la administracion de la STZ, otro mas falleci6 a los 45 dias. 6
animales fueron registrados para conducta de miccion y de copula hasta 93 dias posteriores a la

induccion de la diabetes (Figura 34).
IX
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Figura 33. De las tres dosis de STZ utilizadas para la induccion de la diabetes en los animales experimentales, la
dosis de 60 mg/Kg de peso corporal fue la més eficaz, con ella se logré que 78.38% de animales presentaran
hiperglicemias (>200 mg/dL). Solo los grupos de los extremos tuvieron el mismo numero de sujetos experimentales
(n=4). Los animales que no resultaron diabéticos con la primera dosis se reinyectaron con la dosis de 60 mg/Kg de
peso (n=6).
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Figura 34. La supervivencia de los animales en quienes se inyectd STZ a dosis de 70 mg/Kg de peso corporal fue
la menor de las tres (50%). En el caso de la dosis de 60 mg/Kg de peso, hubo variacion en la disolucion, pero a
pesar de ello sobrevivieron 25 animales de 37. La supervivencia fue considerada como los animales que no
murieron antes de los 30 dias del tratamiento.



