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RESUMEN

La conducta sexual es de caracter innato y es caracteristica para cada especie. En las ratas hembra
se caracteriza por elementos motivacionales y copulatorios, ademas la recompensa es un factor
muy importante en la consumacion de la copula. Durante el periodo de receptividad sexual los
contactos sexuales se regulan mediante espaciamientos dados por acercamientos y retiradas del
macho, modulando asi la frecuencia de montas, intromisiones y eyaculaciones. Esta receptividad
sexual es altamente plastica a diversos elementos y factores. Entre ellos, se encuentra una
neurohormona denominada kisspeptina (Kp), que tiene importantes funciones a nivel reproductivo
modulando la pubertad, la gametogénesis, y la conducta sexual. En la presente tesis se evalu6 en
primer lugar si se lograba inducir un nivel medio de receptividad sexual al disminuir las dosis de
hormonas; benzoato de estradiol (E2) y progesterona (P4) administradas en la rata hembra.
Posteriormente, para evaluar el efecto de la Kp en la conducta sexual con las concentraciones que
se determinaron en el primer experimento (E2 2.5 ug y P4 500 ng) se realizé un segundo
experimento para administrar la Kp sola o con P4. Adicionalmente, se administré un antagonista
de Kp (P234) en experimentos de copula regulada con el fin de evaluar la conducta sexual tras el
bloqueo del receptor de Kp; el GPR54. Finalmente, en otra serie de experimentos, para evaluar si
la Kp participa en la recompensa sexual, se empleo la prueba de condicionamiento de preferencia
de lugar (CPL), donde se administraron dos dosis (7 y 14 nmol, 9 y 18 pg respectivamente) con
el fin de encontrar cual induce un estado reforzante, asi como la administraciéon de P234 en pruebas
de CPL con cépula regulada. Nuestros resultados indican que la Kp increment6 la intensidad de
lordosis comparado con el tratamiento control de P4 y E2, y que este efecto fue bloqueado por el
P234 obteniendo una intensidad de lordosis mayor al grupo de E2. Ademas, se encontrd que ambas
dosis administradas de Kp incrementaron el tiempo que los sujetos pasan en el compartimento
reforzado, y que el P234 bloquea el estado afectivo positivo inducido por la cépula regulada. Con
estos datos concluimos que la Kp juega un papel muy importante en la receptividad sexual y en

los estados afectivos positivos asociados a la conducta sexual en la rata hembra.



ABSTRACT

Sexual behavior is innate and characteristic for each species. In female rats it is characterized by
motivational and copulatory elements, in addition the reward is a very important factor in the
consummation of copulation. During the period of sexual receptivity, sexual contacts are regulated
by spacing given by approaches and withdrawals of the male, thus modulating the frequency of
mounts, intromissions and ejaculations (pacing). This sexual receptivity is highly plastic to various
elements and factors. Among them is a neurohormone called kisspeptin (Kp), which has important
functions at reproductive level, modulating puberty, gametogenesis, and sexual behavior. In this
thesis, it was firstly evaluated whether it was possible to induce a medium level of sexual
receptivity by reducing the doses of hormones; estradiol benzoate (E2) and progesterone (P4)
administered to the female rat. Subsequently, to evaluate the effect of Kp on sexual behavior with
the concentrations determined in the first experiment (E2 2.5 ug and P4 500 pg), a second
experiment was carried out to administer Kp alone or with P4. Additionally, a Kp antagonist
(P234) was administered in pacing experiments in order to assess sexual behavior after the
blockade of Kp receptor (GPR54). Finally, in another series of experiments, to evaluate whether
Kp participates in sexual reward, the place preference conditioning test (CPL) was used, where
two doses were administered (7 and 14 nmol, 9 and 18 pg, respectively) in order to find which one
induces a reinforcing state, as well as the administration of P234 in CPL tests with pacing. Our
results indicate that Kp increased the intensity of lordosis compared to the control treatment of P4
and E2, and that this effect was blocked by P234, obtaining a greater intensity of lordosis than the
E2 group. Furthermore, it was found that both administered doses of Kp increased the time that
subjects spent in the reinforced compartment, and that P234 blocked the positive affective state
induced by pacing. With these data we conclude that Kp plays a very important role in sexual

receptivity and positive affective states associated with sexual behavior in female rats.
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1 MARCO TEORICO

1.1 Conducta sexual

Entre los organismos con reproduccion sexual, la conducta sexual es de vital importancia ya que
favorece la transmision de caracteres entre generaciones garantizando asi la sobrevivencia de las
especies. Sin embargo, la conducta sexual per se no es indispensable para la sobrevivencia del
propio organismo, como si lo es por ejemplo la alimentacion o la hidratacién. Se ha propuesto
que la conducta sexual es meramente motivacional y que su unico propdsito es la ejecucion de la

misma, que ademas resulta ser intrinsecamente muy reforzante (Agmo, 1999).

En los roedores, la conducta sexual tiene una primera fase precopulatoria (motivacional o
apetitiva) en la que se presentan acercamientos e intercambio de estimulos tanto visuales como
olfativos y feromonales donde la investigacion ano-genital es un componente importante. La
segunda fase copulatoria (consumatoria) se caracteriza por el despliegue del reflejo de lordosis por
parte de la hembra, facilitando la penetracion por parte del macho (Acosta-Martinez & Etgen,

2002; Ishii & Touhara, 2019).

En las ratas macho, la fase consumatoria consiste en el despliegue de: Montas (el macho se posa
en la parte posterior de la hembra realizando repetidos movimientos pélvicos, después de los cuales
se retira lentamente), intromisiones (el macho monta a la hembra y realiza una penetracion vaginal
desmontando en forma vigorosa) y eyaculacion (el macho permanece sobre la hembra un tiempo
mayor al de la intromision y realiza movimientos espasmodicos de los miembros anteriores)

(Beach, 1976) como se aprecia en la figura 1.
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Figura 1. A) Fases de la conducta sexual en ratas (Ishii & Touhara, 2019).
B) Eventos copulatorios. Modificado de (Slob & van der Werff Ten Bosch, 1998)

En la rata hembra son tres los componentes de la conducta sexual que se pueden identificar: La
atractividad en la fase motivacional, y la proceptividad y receptividad en la fase consumatoria, las

cuales se describiran a continuacion.

1.1.1 Atractividad

Es la capacidad de la hembra para atraer a distancia a un macho para copular. Esta consiste en
sefales quimicas feromonales y estimulos visuales que el macho recibe e interpreta como potentes
estimulos sexuales pues se ha descrito que la sola exposicion a olores volatiles de hembras en
estro, son suficientes para provocar erecciones sin contacto (NCE) en machos con o sin previa
experiencial sexual, incluso sin contacto visual (Sachs, 1997). En ratas la atractividad depende
significativamente de la fase del ciclo estral en que se encuentra la hembra, pues ésta es mucho
mas intensa cuando los niveles de estrogenos se encuentran mas elevados lo que a su vez coincide
con el periodo de ovulacion durante el estro (Hardy, DeBold 1971). Esta simultaneidad de eventos
bioldgicos no es al azar, pues se ha descrito como un mecanismo de la naturaleza para aumentar
la probabilidad de apareamiento y por consiguiente de descendencia para perpetuar las especies

(Beach, 1976).
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1.1.2  Proceptividad

Son conductas apetitivas que muestra la hembra en respuesta a la presencia de un macho las cuales
también incrementan la probabilidad de copular. Estas conductas incluyen movimientos en zig-
zag, movimientos de acercamiento y alejamiento, pequefios brincoteos, movimientos rapidos de
las orejas (Vreeburg & Ooms, 1985), y la emision de sonidos ultrasonicos que resultan ser
estimulos altamente apetitivos para el macho (Hlinak & Madlafousek, 1977). Dentro de la
proceptividad pueden distinguirse comportamientos de solicitud, acercamiento y retirada en
repetidas ocasiones para incentivar al macho a iniciar la copula indicando que la hembra esta
receptiva (Erskine, 1989). Estas conductas proceptivas son dependientes de las hormonas
esteroideas gonadales, como la progesterona siendo mdas efectiva que los estrogenos en la
facilitacion de conductas proceptivas. Se ha descrito que en ratas ovacterizadas (OVX) la
administracion unicamente de progesterona no es suficiente para inducir la proceptividad sino que
son necesarias las dos hormonas en conjunto para el despliegue completo y funcional de dichas

conductas (Tennent, Smith, & Davidson, 1980).

1.1.3 Receptividad

Es la respuesta conductual de la hembra tras la estimulacion fisica del macho y se caracteriza por
el reflejo de lordosis; éste consiste en la dorsiflexion, elevacion del tren superior y cabeza, asi
como un mejor acceso hacia la apertura vaginal moviendo la cola a un lado para facilitar la
intromision del pene del macho (Beach, 1942; Whalen, 1974). Dicho reflejo se encuentra
normalmente inhibido por proyecciones del hipotdlamo ventromedial (VMH) hacia la médula
espinal. Sin embargo, bajo la accidon de las hormonas gonadales (E2 y P4) sobre el hipotalamo, se

levanta dicha inhibicion y se presenta la lordosis (Micevych, 2017).

La activacion del reflejo de lordosis comienza a partir de la sefializacion del E2 ovéarico sobre
neuronas del nucleo arcuato (ARC) del hipotdlamo que expresan receptores de estradiol tipo alfa
(ERa) activando la liberacion del neuropéptido Y (NPY) (Long, Serey, & Sinchak, 2014). EL NPY

activa neuronas que secretan -endorfina que proyectan al area preoptica medial (APOm).
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El APOm recibe sefales del bulbo olfatorio accesorio (AOB) y del sistema limbico. En una rata
no receptiva estas B-endorfinas se encuentran inhibiendo transitoriamente al sistema a través de
los receptores a opioides u (MOR), impidiendo que se lleve a cabo el reflejo de lordosis (Sinchak
& Micevych, 2001). Por el contrario, en una rata receptiva un incremento en los niveles de P4
ovéarica durante la fase de proestro abole esta inhibicién opioide desencadenando la cascada
hipotalamica que activa la lordosis (ver figura 2). Por otra parte, la activacion del APOm levanta
la inhibicion GABAérgica sobre el area vental tegmental (VTA), que al proyectar neuronas
dopaminérgicas sobre el nucleo accumbens (NAcc) regula la motivacion sexual y activa el sistema
de recompensa siendo el disparador del efecto altamente reforzante de la copula (Micevych,

Mermelstein, & Sinchak, 2017).

Mot;
VaC/' a5
)

NO RECEPTIVA RECEPTIVA

Ry
£

Figura 2. Activacién neuroenddcrina del reflejo de lordosis a partir de la sefializacion de estradiol.

Neuronas NPY, Neuronas -endorfinas, Neuronas MOR, Neuronasdel VMH, Neuronas
GABA¢érgicas,  Neuronas dopaminérgicas, Neuronas inactivas. 3V: 3er Ventriculo, QO:
Quiasma Optico, EM: Eminencia Media. Modificado de (Micevych, 2017; Micevych et al., 2017).

Adicionalmente, la estimulacion tactil del macho en los flancos, el perineo y los cuadriles de la
hembra durante la monta, se transmiten a través de nervios sensoriales a nivel de las vértebras

lumbares y sacras (L1, L2, L5, L6 y S1) en la médula espinal donde se integran con informacion
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descendente. Esto conlleva a la transmision de un impulso nervioso a los musculos efectores a
través de motoneuronas espinosas, culminando con la contraccion del musculo erector de la
columna vertebral en sus fibras del musculus longissimus y transverso-espinal produciendo asi la
curvatura caracteristica de la columna vertebral y la activacion completa (ver figura 3) del reflejo

(Pfaus, 2015).

Figura 3. Activacion sistémica integral del reflejo de lordosis. Modificado de (Pfaus, 2015).

Luego, durante la intromision, las sensaciones profundas y tactiles del area genital y del clitoris
acentuan el reflejo de lordosis favoreciendo la eyaculacion y con ello las probabilidades de
fertilizacion (Gonzalez-Flores et al., 2007; Kow et al., 2007). La intensidad de la lordosis es
dependiente de los niveles de E2 y P4 como lo demostraron Hardy y colaboradores en 1971, que
administrando dosis incluso de 0.5 pg de E2 y 500 pg de P4 lograban coeficientes de lordosis de
mas del 60% (Hardy & DeBold, 1971; Tennent et al., 1980). Asi mismo se ha descrito que las vias
neuronales de activacion de la receptividad y la motivacion sexual, se encuentran intrinsecamente
ligadas (Yoest, Cummings, & Becker, 2019) y son necesarios niveles fisiologicos de E2 y P4 para

una activacion completa de los sistemas motivacionales de la copula (Agmo, 1999).

Aunque generalmente se tiene el concepto de que el E2 solo prepara a las hembras para que sean

capaces de copular, esta reportado que tanto los receptores a estrogeno tipo alfa (Era) como los
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tipo beta (Erf) se acoplan funcionalmente al receptor metabotropico a glutamato (mGluR) en
multiples regiones del cerebro, incluido el NAcc, provocando cambios en la neurotransmision
mediante cambios en la estructura dendritica, lo cual estimula la motivacién sexual (Micevych,
2017; Micevych et al., 2017). Por lo que ahora se sabe que el E2 aparte de preparar a la hembra
para la copula también sincroniza la ovulacién con la motivacion (Tonn Eisinger, Larson,

Boulware, Thomas, & Mermelstein, 2018).

Para estudiar de manera seminatural en el laboratorio estos eventos neuroenddcrinos asi como su
modulacidn por agentes exdgenos, se ha desarrollado el modelo experimental de la cpula regulada

(pacing), que se describe a continuacion.

1.2 Copula regulada

Se ha demostrado que la interaccion sexual en la rata hembra tiene tanto componentes apetitivos
como aversivos. En las pruebas de apareamiento convencional en el laboratorio, el macho tiene
libre acceso a la hembra, y ésta no puede controlar la interaccion del coito resultando asi en
estimulos aversivos e incluso dolorosos para la hembra debido a la alta frecuencia de las
intromisiones. Se ha demostrado que los acercamientos y retiradas constantes con el macho, en la
copula regulada, son importantes para un apareamiento exitoso, es decir que se requiere de un
menor nimero de montas e intromisiones para que el macho eyacule (Camacho, Sandoval, &
Paredes, 2004; Paredes, 2009; Paredes & Vazquez, 1999). Por otra parte se ha descrito que incluso
en hembras con menor sensibilidad cérvico-vaginal (por aplicacion local de lidocaina) se conserva
el patron de copula regulada (cuantificado como latencias y porcentaje de salidas) (Meerts,
Boisvert, Spjut, & Clark, 2010). Para el estudio de la copula regulada por la hembra en el
laboratorio, (Erskine, 1989) realizo los trabajos pioneros en el campo. Ide6 un aparato que
consistia en una caja de madera (posteriormente acrilico) con aserrin en la base, que contaba con
dos camaras con una division intermedia en la cual habia una abertura de tamafio limitado por
donde solo podia atravesar la hembra hacia la cdmara donde esta el macho, (como se muestra en
la figura 4) debido a que los machos son notoriamente mas grandes. Asi, la hembra es la que tiene
la posibilidad de regular la frecuencia de la copula (Paredes & Alonso, 1997). Los aspectos que

componen la conducta en la copula regulada por la hembra involucran acercamientos y
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alejamientos del macho cuantificado en el laboratorio por las entradas y salidas que realiza al
compartimento del macho, asi como las latencias de regreso con el macho tras cada evento
copulatorio. Estas conductas aseguran los niveles 6ptimos de P4 y prolactina necesarios para la
prefiez (Peirce & Nuttall, 1961). Asi mismo se ha demostrado que las hembras que regulan la

copula requieren menos intromisiones para quedar prefiadas (Coopersmith & Erskine, 1994).

Figura 4. Fotografia de la caja de copula regulada (Pacing)
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1.2.1 Estados afectivos positivos generados por la copula

Ademas de la copula, algunas conductas evolutivamente preservadas como las que involucran el
hambre, la sed, las relaciones sociales y vinculos familiares en algunos mamiferos superiores, son
conductas que deben repetirse para la sobrevivencia de las especies. El mecanismo natural que
garantiza que estas conductas se repitan consiste en volverlas altamente reforzantes, involucrando
el sistema de recompensa y las vias dopaminérgicas.

El condicionamiento de preferencia de lugar (CPL) permite evaluar en roedores si un estimulo
aplicado es lo suficientemente reforzante o recompensante para inducir un estado afectivo positivo
(EAP), lo que generarda un cambio en la preferencia de lugar inicial. Utilizando este
condicionamiento nuestro grupo ha demostrado que cuando los sujetos regulan los contactos
copulatorios se induce un cambio de preferencia de lugar (Arzate, Portillo, Rodriguez, Corona, &
Paredes, 2011; Martinez & Paredes, 2001; Paredes, 2009); Paredes and Vazquez (1999), tanto en
machos (Camacho et al., 2004) como en hembras (Paredes & Alonso, 1997).

1.2.1.1 Vias dopaminérgicas

La dopamina (DA) es sintetizada a partir del aminoacido fenilalanina y estd involucrada en muchas
funciones como son el control motor fino, memoria, aprendizaje, motivacion y recompensa. Se
han descrito 5 receptores de DA acoplados a proteinas G (D1 a D5), siendo D1 y D5 activadores
y D2, D3 y D4 inhibidores de AMP ciclico (Missale, Nash, Robinson, Jaber, & Caron, 1998).
Existen dos grandes centros de neuronas dopaminérgicas a nivel del mesencéfalo; la sustancia
negra involucrada con el control y regulacion de movimientos finos y el area ventral tegmental
(VTA, por sus siglas en ingles), involucrado con la atencioén y la motivacion (Brom et al. 2014).

El VTA estd compuesto por nucleos que mandan sus proyecciones hacia el NAcc en el
prosencéfalo en lo que se conoce como la via mesolimbica. El NAcc manda proyecciones
dopaminérgicas hacia la corteza prefrontal (PFC), en la via mesocortical como se aprecia en la
figura 5. Este sistema presenta una actividad basal que es modulada por estimulos reforzantes, los
cuales incrementan las tasas de disparo neuronales en esas regiones, proporcionando un valor

motivacional al estimulo (Radahmadi, Ramshini, Hosseini, Karimi, & Alaei, 2014).
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Figura 5. Simplificacion de la via mesocortical dopaminérgica (azul) y GABAérgica (verde),
involucradas en motivacion y recompensa sexual en el cerebro de la rata. Modificado de (Brunton,
2000).

En experimentos con ratas que pueden auto-estimularse eléctricamente el NAcc a través del
condicionamiento operante apretando una palanca, estad descrito que pueden llegar a dejar de
comer, beber e interaccionar socialmente con sus congéneres hasta el punto de morir de inaniciéon
y en aislamiento (Olds & Milner, 1955) demostrando asi la importante participacion del NAcc en

la motivacion y el placer (Doucette, Khokhar, & Green, 2015).

Este sistema de recompensa de manera fisioldgica presenta siempre una actividad tonica
espontanea que puede ser modulada hacia el alta o la baja y es a través de neuronas inhibitorias
del acido gamma amino butirico (GABA, por sus siglas en inglés) que las neuronas
dopaminérgicas del VTA se encuentran inhibidas hasta la activacion por algin reforzador. Se ha
identificado que la administracion de agonistas dopaminérgicos en roedores hembra incrementa
los niveles de lordosis y que en machos la administracion de antagonistas de ésta via se traduce en
una inhibicion de la excitacion y motivacion sexual (Fernandez-Fewell & Meredith, 1998). En
cambio, la administracion de agonistas dopaminérgicos a los receptores D2 en el area predptica
medial (mPOA) y el nucleo arcuato (ARC) produjo un incremento en la lordosis (Foreman & Hall,
1987) y se ha descrito un aumento en los niveles de DA en el NAcc y el estriado de ratas hembra

durante la copula regulada (Mermelstein & Becker, 1995). Adicionalmente se reconoce que la
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transmision de DA hacia el NAcc estd asociada con los aspectos anticipatorios y consumatorios
de la conducta sexual, siendo importante en la motivacion sexual (Pfaus, 1995). Estos cambios en
los niveles de DA ocurren principalmente por un aumento en la excitacion sexual, pero no
propiamente como parte del despliegue de la conducta consumatoria (Tenk, Wilson, Zhang,
Pitchers, & Coolen, 2009) lo que sugiere que otros mecanismos como ¢l sistema opioide (Pfaus,

1992) estan involucrados en la regulacion de la conducta sexual.

1.2.1.2 Sistema opioide

Aparte del bien conocido efecto de analgesia, el sistema opioide también juega un papel muy
importante en las vias de recompensa (Paredes, 2014). Se ha descrito que las células GABAérgicas
del VTA expresan receptores a opioides p (MOR). La unién de opioides a sus receptores en esta
region abole la inhibicién de GABA y por lo tanto favorecen la liberacion de dopamina en el NAcc
(Acosta-Martinez & Etgen, 2002) como se aprecia en la figura 6. La activacion de MOR tiene un
efecto positivo sobre la induccion de lordosis durante la copula, lo que permite suponer que los

opioides estan involucrados en la activacion del sistema de recompensa asociado a la conducta

sexual (Pfaus, 1992).

La activacion de receptores a opioides tras la administracion exdgena de morfina induce un estado
reforzante evidente y cuantificable por medio del CPL (Paredes & Alonso, 1997). En ratas macho
y hembra se ha demostrado que la posibilidad de regular la coépula induce un estado afectivo
positivo (EAP) de la misma intensidad que las inyecciones de morfina (Paredes & Alonso, 1997;
Teodorov, Camarini, Bernardi, & Felicio, 2014). Ademas, el CPL inducido por la cépula regulada
se bloquea por la administracion de naloxona (antagonista de los receptores a opioides) en el
mPOA, VMH y amigdala medial (MeA) en la rata hembra (Garcia-Horsman, Agmo, & Paredes,
2008). El papel de los opioides en la copula se ha descrito por dos mecanismos siné€rgicos; por un
lado, los efectos reforzantes propiamente de los opioides enddgenos (Agmo, 1999) y por otro, la
disminucién de las consecuencias aversivas por los efectos analgésicos de estos (Paredes &

Martinez, 2001).
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Figura 6. Participacion del sistema opiode en el mecanismo de recompensa. El efecto inhibitorio
que tienen los opioides en el VTA sobre las neuronas GABA¢érgicas incrementa la actividad en el
palido ventral (VP) lo que se corelaciona con un estado de refuerzo positivo. Modificado de
(Brunton, 2006)

1.3 Kisspeptina

1.3.1 Origen

Identificado hace casi dos décadas como un agente supresor de metastasis en una linea celular de
melanoma, se ha descubierto que el gen KISS1 también tiene un papel fundamental en la
reproduccion. KISS1 codifica para la familia de neuropéptidos kisspeptinas como puede apreciarse
en la figura 7, las cuales se sintetizan como pre-pro-kisspeptina, un péptido precursor de 145
aminoacidos (aa) que, por protedlisis y amidacion, da lugar a la proteina biolégicamente activa de
54 aa (Kotani et al., 2001). Ademas del péptido de 54 aa, se han aislado péptidos de 14, 13 y 10
aa, los cuales tienen la misma actividad biologica. El receptor a kisspeptinas (GPR54 o KISSIR)

estd acoplado a proteinas G y esta compuesto de 7 dominios transmembranales (Muir et al., 2001).
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Figura 7. Kisspeptina. A) Escision de la proteina Kisspeptina. B) Estructura de GPR54. C)
GPR54 en la membrana plasmatica. Modificado de (Trevisan et al., 2018).

1.3.2 Funcién

Este neuropeptido actiia en la cima del eje hipotdlamo-hipofisis-génadas, por encima de la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH). Se ha descrito la funcion de Kp/GPR54 en la
fisiologia reproductiva cuando se describieron casos de hipogonadismo hipogonadotrépico
idiopatico (poco o nulo desarrollo de los genitales debido a bajos niveles en hormonas
gonadotrdpicas) (Seminara et al., 2003) ya sea por interrupcion en la unidon con su ligando
endogeno (Smith, 2005) o como consecuencia de mutaciones en el gen de GPR54 (Cattanach,
Iddon, Charlton, Chiappa, & Fink, 1977; Herbison, de Tassigny, Doran, & Colledge, 2010). El
importante papel de la kisspeptina sobre las neuronas GnRH se debe, en gran parte, a que el GPR54
se encuentra expresado en cerca del 95% de estas (Kauffman, et al. 2007). La activacion de GPR54
por la kisspeptina constituye el estimulo mas potente para la liberacion de la GnRH, la cual es
necesaria para que se inicie el proceso de la pubertad (Pineda, 2010) y la gametogénesis

(Skorupskaite, George, & Anderson, 2014; Ulas Aytiirk et al., 2017). Por otra parte, recientemente

21



se ha recopilado informacion de otros neurotransmisores, péptidos u hormonas que regulan las
diversas funciones de la kisspeptina, como son la proopiomelanocortina (POMC), el NPY, la
proteina relacionada con agouti (AgRP), la noradrenalina, el GABA, entre otros (Saedi,

Khoradmehr, Mohammad Reza, & Tamadon, 2018).

1.3.3 Localizacién

En roedores, se han descrito dos principales poblaciones de neuronas kisspeptinérgicas
hipotalamicas que reciben retroalimentacion tanto positiva (area ventral periventricular; AVPV)
como negativa (ARC) a través de la activacion de los ERa, como se observa en la figura 8, y que
posteriormente desencadenan su efecto sobre las neuronas que secretan a la GnRH (Comninos et
al., 2016; Dhillo et al., 2005; Semaan, Tolson, & Kauffman, 2013). Las neuronas kisspeptinérgicas
localizadas en el ARC coexpresan neurokinina B (NKB) y Dinorfina (conocidas como neuronas
KNDy). En estudios electrofisiologicos, se han observado tasas de disparo de manera tdnica,
irregular o en rafaga que fluctian durante el ciclo estral (Alreja, 2013). Se caracterizan por estar
ampliamente interconectadas, lo cual favorece su funcionalidad unitaria y por expresar ERa

(Herbison et al., 2010).

Ademas, se ha demostrado que esta poblacion de neuronas kisspeptinérgicas es la generadora de
pulsos de la GnRH y regula el patron pulsatil de la LH tanto en ratas (Li et al., 2009) como en
ovejas (Goodman et al., 2013) y cabras (Okamura et al., 2010). También se ha descrito la expresion
de receptores a E2 y P4 en areas con poblaciones de neuronas de kisspeptina como el POA (area

preodptica), y la MeA (Lauber, Romano, & Pfaff, 1991; Martini, Pradotto, & Panzica, 2011).
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Figura 8. Retrocontrol del estradiol sobre las neuronas kisspeptinérgicas en roedores. El estradiol
puede regular negativa (ARC) o positivamente (AVPV) la accioén de la kisspeptina que es el
principal estimulo de la secrecion de GnRH. Modificado de (Skorupskaite et al., 2014).
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En el humano existe un dimorfismo sexual en la colocalizaciéon de mensajeros en estas neuronas.
En el hombre las neuronas que expresan kisspeptina en el nicleo infundibular (equivalente al ARC
de otras especies) coexpresan NKB, pero escasa dinorfina, mientras en las mujeres, las mismas
neuronas expresan kisspeptina, dinorfina y NKB, que se almacenan de forma independiente en

vesiculas diferenciadas en el interior de las células KNDy (Helena, 2015).

Fuera del hipotalamo, la kisspeptina se expresa también en regiones limbicas tales como la MeA,
el hipocampo y el tdlamo, tanto en roedores (Yeo, 2016) como en humanos (Muir et al., 2001).
También se han descrito fluctuaciones en los niveles séricos de expresion de mRNA de kisspeptina

a lo largo del ciclo ovarico como se puede apreciar en la figura 9.
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Figura 9. Fluctuaciones en los niveles séricos de kisspeptina a lo largo del ciclo ovarico en a) rata
(Laoharatchatathanin et al. 2015) y en b) humano. Adaptado de (Trevisan et al., 2018).

Se ha estudiado el efecto de la kisspeptina en regiones extra-hipotaldmicas como en la MeA, que
es el primer relevo de sefales olfativas y un importante integrador y orquestador de las
inervaciones de vasopresina y dopamina de otras areas (Pineda, Plaisier, Millar, & Ludwig, 2017).
La amigdala es un area fuertemente relacionada con funciones sociales y reproductivas, entre otras
(regulador de ciclo estral y liberacion de la GnRH) (Semaan et al., 2013). De manera interesante,
la administracion de la kisspeptina en la MeA incrementa la secrecion de la LH en ratas hembra
(Comninos et al., 2016). También se han reportado niveles altos de expresion de la kisspeptina y
de su receptor en diferentes regiones conocidas por su participacion en el procesamiento de la
recompensa y motivacion de conductas reforzantes tales como el VTA, NAcc, la MeA y la
sustancia gris periacueductal (Brailoiu & Dun, 2005; Clarkson & Herbison, 2006; Kotani et al.,
2001; Muir et al., 2001).
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1.3.4 Antagonista de kisspeptina.

Para entender mejor el efecto de la kisspeptina, es muy util la administracion de sustancias
antagonistas, con el fin de evaluar qué alteraciones ocurren tras la inhibicion total o parcial del
receptor, impidiéndose un efecto de la kisspeptina. Se ha reportado la prescencia de receptores a
kisspeptina en tejidos periféricos como son placenta, higado, pancreas, rifion, testiculos, ovarios,
musculo cardiaco y adiposo (Wolfe & Hussain, 2018) asi como en areas cerebrales, donde para
bloquearlos se requiere que el antagonista logre atravesar la barrera hematoencefalica (BHE),

(Albers-Wolthers et al., 2017).

El peptido P234 tiene un gran efecto antagonista, sin embargo por si solo tiene bajo indice de
pentracion de la BHE, por lo que se le adiciond una secuencia de péptido “penetratin” con la cual
logra atravesar la BHE. Se ha reportado como uno de sus efectos, el decremento en la amplitud y
frecuencia de pulsos de la LH en ovejas ovariectomizadas (Roseweir, 2009) y en ratas macho
(Gresham et al., 2016). Ademas, en ratas hembras se observé que en el grupo administrado con el
antagonista se presentd una menor apertura vaginal contra el grupo control a través del tiempo, asi
como menor peso del utero y de los ovarios (Pineda, 2010) retrasando significativamente el

comienzo de la pubertad y la madurez sexual (Roseweir & Millar, 2013) como se muestra en la

figura 10.
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Figura 10. Efectos de la administracion del antagonista P234 en a) Retraso de la apertura
vaginal (Pineda, 2010). b) Disminucién de los niveles de la LH tras tres infusiones de 1 nmol
(flechas) en ratas macho castradas. Adaptado de (Roseweir, 2009).
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1.3.5 Kisspeptina y conducta sexual

1.3.5.1 Papel de kisspeptina en el procesamiento de seriales olfativas

En roedores hembra, la preferencia de pareja y conducta sexual dependen de la deteccion y el
procesamiento de sefales olfatorias, asi como de un adecuado ambiente hormonal que ocurre
durante la etapa de estro (fase de ovulacion), los cuales estan sincronizados para garantizar una
reproduccion exitosa (Kang, Baum, & Cherry, 2009). Las sefiales quimicas (feromonas) de alto
peso molecular secretadas por el macho son detectadas en el 6rgano vomeronasal (OVN) que tiene
proyecciones hacia las células mitrales del bulbo olfatorio accesorio (BOA), las cuales proyectan
hacia la amigdala medial (MeA), estas a su vez proyectan tanto al nucleo del lecho de la estria
terminal (BNST) como a regiones hipotalamicas (VMH y mPOA) cruciales para el despliegue de
la conducta sexual (Kevetter & Winans, 1981). En un estudio realizado en ratas y ratones, Pineda
et al. (2017) demostré6 con marcadores anterogrados y retrogrados que las neuronas kp de la
amigdala posterodorsal (MePD) proyectan hacia el BOA pero que también existen cuerpos
celulares de neuronas kp en el BOA que proyectan hacia la MePD. Por lo anterior, los autores han
postulado que las neuronas kisspeptinérgicas de la MePD juegan un papel crucial en la integracion
de estas sefales olfativas (Pineda et al., 2017). Ademas otro grupo describi6 la importancia de las
neuronas kisspeptinérgicas en la MeA. En ratones macho tras la exposicion a orina de las hembras;
estas neuronas median las respuestas del eje reproductivo a través de GABA y glutamato
(Aggarwal et al., 2019).

Por otra parte, se ha reportado a través de técnicas de farmacogenética como los receptores
modificados activados Unicamente por ligandos sintéticos (DREADDs) en la que se permite
activar o inactivar poblaciones neuronales selectivamente, que la MeA, estructura ampliamente
relacionada con la kisspeptina, regula tanto la expresion del reflejo de lordosis como la preferencia

de las hembras por las feromonas de machos sexualmente activos (McCarthy et al., 2017).

Finalmente, se ha observado que las neuronas kisspeptinérgicas de la MeA estan en estrecho
contacto con procesos de neuronas productoras de tirosin hidroxilasas (TH), las cuales sugieren
una posible regulacion de la DA sobre éstas. Asi mismo, las neuronas kisspeptinérgicas estan en

contacto con procesos de neuronas que expresan vasopresina, un nonapéptido que junto con la
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oxitocina median las conductas sociales y de formacioén de vinculos (Pineda et al.,2016). La

interaccion de neuronas de kisspeptina con otras areas se puede apreciar en la figura 11.

Neuronade TH

Neuronade
Vasopresina

(via GABAgGR)
\\\\ E2
(via ERQ)

Figura 11. Aferencias a las neuronas kisspeptinérgicas de la MeA. Este nicleo de neuronas de
kisspeptina recibe proyecciones de diferentes areas que regulan su funcion. Tomado de (Stephens,
2017).

1.3.5.2 Papel de la kisspeptina en la conducta sexual

La administracion directa de la kisspeptina en areas cerebrales con una importante funcion en la
conducta sexual ha revelado efectos muy interesantes. En el raton hembra se ha demostrado que
la kisspeptina administrada en el AVPV incrementa el coeficiente de lordosis (porcentaje de
eventos en que se presenta) mediante mecanismos que involucran la sintesis del 6xido nitrico a
nivel endotelial, activando la sintasa del 6xido nitrico (eNOS); este efecto no se observa en ratones
Kiss 7~ debido a que no expresan el gen Kiss 1 (Hellier et al., 2018). Ademas, en la rata macho, la
administracion de kisspeptina en la MeA increment6 significativamente el numero de erecciones
debido a la activacion del receptor GPR54, efecto que se bloquea y disminuye casi a niveles control
con la administracion del P234 (Gresham et al., 2016). Estos estudios puntuales demuestran que
la kisspeptina actia también a nivel central para modular la conducta sexual de manera muy

directa.

27



1.3.5.3 Kisspeptina como mediador de conductas reforzantes

Existen diversos estudios donde ya se ha evaluado el papel de la kisspeptina en la conducta sexual
humana. En un estudio utilizando la resonancia magnética funcional (fRMI) en el que se les
presentd a hombres sanos diferentes tipos de estimulos visuales en el resonador (neutros,
negativos, con contenido afectivo, y sexual) y se les administré kisspeptina por via intravenosa, se
reportd tanto un incremento en la conectividad de areas relacionadas con el procesamiento del
contenido sexual (amigdala, cingulo, hipocampo) como un decremento general en la conectividad
de areas que regulan la aversion sexual (Comninos et al., 2017). También se ha descrito en un
estudio en humanos, que la kisspeptina aument6 la actividad cerebral en diversas areas del sistema
limbico tras la exposicion a estimulos visuales y olfativos contra los controles, mejorando la
percepcion de la atractividad (muy importante en el aspecto motivacional del sexo) aumentando
asi las probabilidades de que se lleve a cabo un acercamiento sexual (Yang, Comninos, & Dhillo,

2018).

Se ha propuesto que el papel que juega la kisspeptina como agente reforzante puede deberse a que
se han encontrado receptores a opioides tipo kappa (k) en neuronas KNDy, las cuales regulan los
estados apetitivos mediados por opioides enddogenos (Weems et al., 2016), pero ain no se
comprenden todos los factores que estdn involucrados. Por otra parte se ha comprobado que la
inyeccion de morfina o f-endorfinas disminuyen significativamente los niveles circulantes de la
hormona luteinizante y de esteroides gonadales, mediante la unién a receptores tipo p indicando
el efecto de estos sobre el eje reproductivo (Mahmoudi, Khazali, & Janahmadi, 2014). Sin
embargo, hace falta mas investigacion para entender la participacion de la kisspeptina, asi como

su interaccion con otras sustancias en dichos sistemas de recompensa.
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2 JUSTIFICACION

La kisspeptina estd involucrada en diferentes aspectos de la reproduccion mediante la liberacion
de la GnRH, que es crucial para el inicio de la pubertad y el mantenimiento de la vida fértil.
Ademas, la presencia de su receptor en regiones que participan en el procesamiento de la
recompensa y la motivacion de conductas motivadas (NAcc, MeA, VTA) sugiere que el
neuropéptido puede desempefiar un papel funcional en la mediacion de las conductas apetitivas,
incluyendo la conducta sexual. En el presente trabajo evaluamos si la kisspeptina participa en la
receptividad sexual de la rata hembra asi como en los estados afectivos positivos asociados a la

conducta sexual.

3 HIPOTESIS

La kisspeptina participa en la motivacion sexual. Por una parte a través de la induccion de los
estados afectivos positivos (cuantificado como un incremento en el tiempo de permanencia en el
compartimento reforzado); y por otra, en la receptividad sexual de la rata hembra en la copula

regulada.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
e Determinar si la kisspeptina participa en la activacion de los estados afectivos positivos
durante la copula regulada y explorar su efecto sobre la conducta sexual en la rata
hembra.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el efecto de la kisspeptina sobre la conducta sexual de la hembra cuando ésta

regula la copula.
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e Evaluar el tiempo de permanencia en el compartimento reforzado mediante el paradigma
del CPL con kisspeptina a diferentes dosis.

e Evaluar el efecto que produce el bloqueo de la kisspeptina tras la administracion de
diferentes dosis del antagonista (P234-penetratin) sobre la conducta sexual de la hembra
cuando ésta regula la copula.

e Evaluar si al antagonizar a la kisspeptina se bloquea el estado efectivo positivo evaluado

por el CPL inducido por la copula regulada.

5 MATERIALES Y METODOS

Para los experimentos realizados en este proyecto de investigacion se utilizaron:

5.1 Animales

Se utilizaron ratas macho y hembra adultos de la cepa Wistar alimentadas ad /ibitum y mantenidas
en un ciclo invertido de luz-obscuridad de 12 h. Las hembras, con un peso de entre 250 y 300
gramos, fueron ovariectomizadas bajo anestesia utilizando una cocktail de ketamina y xilacina al
70% y 30% respectivamente a razéon de 1 mL de la mezcla por cada kg de peso de la rata. (40
mg/kg de ketamina y 6 mg/kg de xilacina). Posterior a la cirugia y en los dias consecutivos se les
aplico una pomada de nitrofurazona (200 mg/100 g) en la herida. Se les permiti6 a las ratas un
periodo de dos semanas de recuperacion antes de proceder con las pruebas experimentales, durante

el cual se les manipulaba a diario para habituarlas al manejo.

Para las pruebas de conducta sexual se utilizaron como animales estimulo a ratas macho de entre
350 y 400 gramos. Los machos fueron entrenados con hembras sexualmente receptivas y se
seleccionaron a los que eyacularon al menos una vez en 30 minutos en cuatro sesiones de copula,

las hembras no tuvieron experiencia sexual previa a las pruebas conductuales.
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5.2 Farmacos y hormonas

Para inducir la receptividad sexual se administraron por via subcutadnea 5 pg de E2 y 500 pg de P4
(Sigma-Aldrich,USA) Las hormonas fueron disueltas en aceite de maiz (vehiculo) y se inyectaron

por via subcutdnea (0.2 mL/rata) 48 h antes a la copula en el caso del E2 y 4 h antes para la P4.

Para las pruebas conductuales asociadas a la copula regulada se utiliz6 kisspeptina-10 (Sigma-
Aldrich,USA) y el antagonista del receptor GPR54 de kisspeptina; P234 penetratin (Phoenix
pharmaceuticals, USA). Para su administracién se preparararon alicuotas en solucion salina
(vehiculo) y se inyectaron por via intraperitoneal (i.p.). La kisspetina se administrd en dosis de 7
nmol (Navarro, Castellano et al. 2005) 6 14 nmol (Comninos, Anastasovska et al. 2016) segun el
experimento, una hora previa a las pruebas, y el antagonista (15 nmol) se repartié en 3 dosis de 5

nmol c/u administrdndose una cada hora previo a las pruebas (Roseweir, 2009).

5.3 Condicionamiento de Preferencia de Lugar

Durante todo el proceso experimental, las ratas se manipularon a diario para habituarlas al manejo.
El CPL se realizO en una caja como la que se observa en la figura 12. Consta de tres
compartimentos con caracteristicas diferentes. Un compartimento lateral es blanco con textura en
el piso (se coloca una pieza de acrilico). El otro compartimento lateral es negro y liso, pero
impregnado con acido acético glacial al 2% en sus paredes, ambos compartimentos son de 27 x 37
x 32 cm. El compartimiento central es de menor tamafio (22 x 24 x 32 cm), de color gris sin textura
ni aroma e interconecta a los dos laterales. De este modo los tres compartimientos son diferentes
en cuanto a estimulos de color, textura y aroma. Las cajas estan interconectadas por puertas
deslizables (10 x 15 cm) que se levantan cuando comienzan los registros, mismos que se realizan

con luz roja.
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Figura 12. Caja de condicionamiento de preferencia de lugar. Imagen de autoria propia.

El condicionamiento consistié en ocho sesiones, primeramente, las ratas se sometieron a una pre-
prueba donde se evaluo su preferencia inicial. Para ello, se colocd al sujeto en el compartimento
central (gris) durante 1 minuto y posteriormente se levantaron las compuertas de ambos lados para
que la rata pueda acceder al compartimento blanco o negro. Se registrdé durante 10 minutos el
tiempo que paséd en cada compartimento (el registro para cada compartimento cuenta a partir de
que la rata atraviesa la linea divisoria con sus extremidades delanteras). En los siguientes dias, las
ratas se sometieron a tres sesiones de reforzamiento y no reforzamiento alternadas en dias
consecutivos. Para las sesiones de reforzamiento (R, compartimento no preferido) y no
reforzamiento (NR; compartimento preferido) se colocé a la rata en el compartimento indicado
por 30 minutos. El octavo dia se realiz6 una prueba similar a la preprueba, durante la cual se dejo

que la rata elija su compartimento preferido como se aprecia en la figura 13.
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Figura 13. Diagrama del condicionamiento de preferencia de lugar.
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5.4 Medicion del reflejo de lordosis.

Durante el despliegue de la conducta sexual la lordosis es un indicativo del grado de receptividad
de la hembra (Zipse, Brandling-Bennett, & Clark, 2000) se reporta el grado de ésta por el nivel de
dorsiflexion que presenta la hembra durante la copula, con los valores de 0 (nula), 1 (elevacion

leve) y 2 (dorsiflexion completa) como se observa en la Figura 14 (Hardy & DeBold, 1971).

1 PUNTO

=~ 2PUNTOS

Figura 14. Puntaje para la intensidad de lordosis. Modificado de (Hardy & DeBold, 1971).
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La intensidad de lordosis se cuantifica como el cociente de la sumatoria de puntos de lordosis

entre el nimero total de eventos de lordosis que presentd la hembra:

> Puntos de Lordosis

Intensidad Media de Lordosis =

Y Lordosis

En tanto que el coeficiente de lordosis se obtiene mediante el nimero total de eventos de lordosis
entre el numero total de eventos recibidos por la hembra (montas, intromisiones y eyaculaciones)

multiplicado por 100:

Y Lordosis

Coeficiente de Lordosis 3 Montas, Intromisiones y Eyaculaciones ot

5.5 Grupos y tratamientos

5.5.1 Experimento 1: Determinacion de las dosis de progesterona y E2

Las dosis subcutaneas utilizadas y estandarizadas en nuestro laboratorio son de 1 mg de P4 y 25
pg de E2 para inducir altos niveles de receptividad sexual (Paredes & Alonso, 1997). Dado que las
neuronas kisspeptinérgicas expresan receptores a E2 y P4, ¢éstas hormonas pueden modular la
expresion de kisspeptina (Mittelman-Smith, Wong, & Micevych, 2018). Al inducir altos niveles
de receptividad con nuestro tratamiento convencional, pudiéramos no observar una facilitacion de
conducta sexual por la kisspeptina. En consecuencia probamos dosis menores de estradiol y
progesterona para inducir una menor intensidad media de lordosis y observar los efectos de
kisspeptina. Por lo tanto, se realizé un experimento con ocho ratas hembra en sesiones de copula
libre con dosis reducidas (500 pg de P4 y de E2 2.5 y 5 pg) (Beach, 1942). Posteriormente se

evaluaron la intensidad media y el coeficiente de lordosis.
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5.5.2 Experimento 2: Efecto de la kisspeptina sobre la copula regulada en hembras

Se probo el efecto de la kisspeptina (14 nmol) en la copula regulada (30 min). Se realiz6 un cuadro
latino en el que a cada rata se le aplicaron tres tratamientos en diferentes sesiones. Los tratamientos
tras la administracion previa con E2 fueron P4, Kp, P4 + Kp, como se aprecia en la tabla 1. La
dosis de kisspeptina (14 nmol) (Comninos, Anastasovska et al. 2016) se administrd por via
intraperitoneal (i.p.) y todo el proceso del experimento se esquematiza en la figura 15, se evaluaron
la intensidad y el coeficiente de lordosis, el porcentaje de salidas, y el tiempo de latencia.
Adicionalmente se cuantifico el nimero de eventos copulatorios totales. Se utilizaron 9 ratas

ovariectomizadas y tratadas todas con E2, y cada 5 dias se les altern¢ el tratamiento de acuerdo al

disefio del cuadro latino.

Control E2 + Kp E2 +P4+Kp E2
48 E2(2.5ug) | E2(2.5ug) E2 (2.5 ng) E2 (2.5 ng)
4 P4 (500 ng) P4 (500 pg)
1 Kp (14 nmol) Kp (14 nmol)

Tabla 1. Grupos y tratamientos del Experimento 2.
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Figura 15. Administracion de farmacos durante el Experimento 2.

5.5.3 Experimento 3: Efecto del antagonista a kisspeptina sobre la copula regulada en hembras

Se evalu¢ la conducta sexual en sesiones de “pacing” de 30 min donde se realiz6 un cuadro latino
en el que cada rata pasd por cuatro tratamientos en sesiones diferentes. Los tratamientos tras la
administracion previa de E2 (hay un grupo de solo E2) fueron: P4 (Control), P234 (7.5nmol) + Kp
(14 nmol) y P234 (15nmol) + Kp (14 nmol) como se aprecia en la tabla 2. Se evaluaron dos dosis
del antagonista, una dosis baja (7.5 nmol) y otra dosis alta (15 nmol) (Pineda, 2010; Roseweir,
2009) que son las dosis reportadas con el mejor efecto sobre el modelo experimental. Estas dosis
del antagonista se difirieron en 3 administraciones espaciadas cada hora, tres horas antes de la
conducta sexual y en la ultima se coadministrd con la dosis de kisspeptina (14 nmol), dicho proceso
de dosificacion se esquematiza en la figura 16. Posteriormente se evaluaron la intensidad y el
coeficiente de lordosis, el porcentaje de salidas, y el tiempo de latencia (tiempo que tarda la hembra
en regresar al compartimento del macho). Se utilizaron ocho ratas ovariectomizadas, cada 5 dias

se les alterno el tratamiento de acuerdo al disefio del cuadro latino.
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P234 (7.5nmol)

P234 (15nmol)

Control
+ Kp (14 nmol) + Kp (14 nmol)
48 E2 E2 (2.5 pg) E2 (2.5 pg) E2
(2.5 pg) (2.5 pg)
4 P4 P4 (500 pg) P4 (500 pg)
(500 pg)
3 P234 P234
2 P234 P234
1 P234 + Kp P234 + Kp

Tabla 2. Grupos y tratamientos del experimento 3.

”\

S
>

%

Anestesia

ketamina 70% /
xilacina 30%

(1 mL /kg de
rata)

Figura 16. Administracion de farmacos durante el Experimento 3.
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5.5.4 Experimento 4: Condicionamiento de preferencia de lugar con kisspeptina

Las ratas hembra se sometieron al CPL tratadas con las dosis de E2 y P4 validadas en el
Experimento 1. El CPL se realiz6 de acuerdo con el apartado 5.3 y la figura 13. Se inyectd
kisspeptina i.p. a 7 0 14 nmol/rata o solucion salina 30 minutos antes de la prueba, se utilizaron 11

ratas por tratamiento.

5.5.5 Experimento S: Condicionamiento de preferencia de lugar con P234

Se realizd el CPL en hembras tratadas con las dosis de E2 y P4 validadas en el experimento 1. El
CPL se realiz6 de acuerdo con el apartado 5.3 y la figura 13, para los siguientes grupos: Copula
Regulada (CR -30 min-), Copula Regulada + P234 (CR + P234) y Control (Sin CR). Las
inyecciones de antagonista (15 nmol) se realizaron de manera diferida de acuerdo con la figura 16,

se utilizaron ocho ratas por grupo.

5.6 Analisis estadistico

Para evaluar si los datos se ajustaban a una distribuciéon normal, se realizaron las pruebas de
Kolmonorov-Smirnof'y Shapiro Wilk. Dado que los resultados del pacing no fueron normales, se
utilizo el equivalente a ANOV A no paramétrico (Kruskall Wallis) para ver si habia diferencia entre
grupos. Finalmente, si el valor P para Kruskall Wallis resulté menor o igual a (p<0.05) se realiz6

la prueba posthoc para encontrar diferencias entre pares de grupos.

Para los resultados de CPL se evalu6 la normalidad de los datos, siendo ésta positiva, se utilizo la
prueba de t de Student pareada para encontrar diferencias significativas entre pre-prueba y prueba
final de cada grupo, para los casos donde no paso la prueba de normalidad, se realizoé el equivalente
a la t de Student no paramétrica (Wilcoxon), considerandose significativa con un valor menor o

igual a (p<0.05)
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6 RESULTADOS

6.1 Experimento 1: Evaluacion de dosis inferiores de E2 y P4.

Las hembras que recibieron las dosis mas bajas de E2 (2.5 y 5 pg) y P4 (500 pg) presentaron una
intensidad media y un coeficiente de lordosis similares entre si (p>0.05) pero superiores a las
hembras del grupo control que no recibieron tratamiento hormonal (p=0.0001), como se aprecia

en la figura 17.

a) b)

Intensidad Media de Lordosis Coeficiente de Lordosis

b
b
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Figura 17. Evaluacion de dosis bajas de E2 y P4 en a) Intensidad media de lordosis y b)
Coeficiente de lordosis. El grupo control recibi6é dos inyecciones de vehiculo. Los otros 2 grupos
recibieron las dosis correspondientes de E2 més una dosis de P4 de 500 pug. Los datos se
representan como media + error estandar (n=8 en cada grupo). Las letras diferentes indican
diferencias significativas de al menos p<0.05.
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6.2 Experimento 2. Efecto de la kisspeptina sobre la copula regulada por las hembras

Se evalu6 el efecto que tiene la administracion de la kisspeptina sobre la copula regulada. Se
agruparon todos los eventos por grupo (montas, intromisiones y eyaculaciones). Para las pruebas
de latencia de regreso se realiz6 una prueba de Kruskall Wallis (p<0.0001), en el grupo que recibid
unicamente E2, se observd una menor latencia de regreso comparado con los grupos E2 + P4
(p=0.0002), E2 + Kp (p=0.0030) y E2 + P4 + Kp (p=0.0049). No hubo diferencia significativa
entre los grupos E2 + P4, E2 + Kp ni E2 + P4 + Kp en ambas variables como se aprecia en la
figura 18. Para las pruebas de porcentaje de salida, no hubo diferencia significativa en la prueba

de Kruskall Wallis (p=0.0572).

a) b)
Latencia de regreso Porcentaje de Salida
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Figura 18. Resultados para la evaluacion del efecto de kisspeptina sobre la conducta sexual en la
rata hembra en a) Latencia de regreso y b) Porcentaje de veces que la hembra sali6 del
compartimento del macho. La dosis de E2 fue de 2.5 pg, de P4 de 500 pg y de Kp de 14 nmol. Los
datos se representan como media + error estandar (n=9). Las letras indican diferencias
significativas de al menos (p<0.05).
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También se evaluo el coeficiente y la intensidad de lordosis. No se encontraron diferencias
significativas entre grupos en el coeficiente de lordosis. Para la intensidad de lordosis se realiz6
una prueba de Kruskall Wallis (p<0.0054), encontrando diferencias entre el grupo de ratas
administradas solo con E2 respecto a los grupos E2 + P4 (p=0.0163), E2 + Kp (p=0.0047) y E2 +
P4 + Kp (p=0.0093) como se aprecia en la figura 19.
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Figura 19. Resultados para la evaluacion del efecto de kisspeptina sobre la conducta sexual en la
rata hembra en a) Coeficiente de Lordosis. b) Puntuaje medio de intensidad de lordosis para el
total de eventos.La dosis de E2 fue de 2.5 pg, de P4 de 500 pug y de Kp de 14 nmol. Los datos se
representan como media + error estandar (n=9). Las letras indican diferencias significativas de al
menos (p<0.05).
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6.2.1 Experimento 2. Conducta sexual de los machos

El estado receptivo de la hembra influye directamente en el comportamiento del macho debido a
sefales olfativas que afectan la conducta sexual por lo que se evalu6 como se modifica su
comportamiento sexual en presencia de hembras que fueron tratadas con E2 y P4. Como se aprecia
en la figura 20 los machos que tuvieron contacto con hembras que solo fueron administradas con
E2 presentaron menos eventos que los demas grupos. Los valores por evento (monta, intromision
y eyaculacion) y grupo son: E2 (35, 19y 4), E2 + P4 (152, 196y 12), E2 +Kp ( 91,214y 19) y
finalmente E2 + P4 + Kp (143, 161,y 12).

Numero de Eventos

I Monta
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Bl Eyaculacion

# de Eventos
N
S

100
0_
»
QR R
<& &
x

&

Figura 20. Numero de eventos con la aplicacion de kisspeptina. La dosis de E2 fue de 2.5 pg, de
P4 de 500 pg y de Kp de 14 nmol (n=9). No se calcularon medias, dado que son datos totales.
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6.3 Experimento 3. Efecto del antagonista P234 sobre la copula regulada por hembras.

De la misma manera que en el experimento 2, se evaluo el efecto que tiene la administracion del
antagonista (P234) sobre la cpula regulada en ratas pretratadas con E2 y kisspeptina. Para analizar
la prueba de latencia de regreso, se realizo una prueba de Kruskall-Wallis (p=<0.0003). Aunque
no hubo diferencia significativa entre los grupos E2 + P4, E2 + Kp + P234 7.5 nmol ni E2 + Kp +
P234 15 nmol, si se encontraron diferencias entre los grupos E2 + P4 vs. E2 (p=0.0031), E2 + P4
vs. E2 + Kp + P234 nmol (7.5 nmol) (p=0.0016) y E2 + P4 vs. E2 + P4 + Kp + P234 (15 nmol)
(p=0.0119). Para el analisis del porcentaje de salida no se encontré diferencia significativa en

ningun grupo (p=0.4775), como se aprecia en la figura 21.
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Figura 21. Resultados para la evaluacion del bloqueo de kisspeptina (P234) sobre la conducta
sexual de la hembra en a) Latencia de regreso. b) Porcentaje de veces que la hembra salio del
compartimento del macho. Los grupos recibieron las dosis de E2 de 2.5 pg, de P4 de 500 pg, Kp
de 14 nmol y de antagonista P234 de 7.5 o 15 nmol. Los datos se representan como media + error
estandar (n=8). Las letras indican diferencias significativas (p<0.05).
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También se evaluaron el coeficiente y la intensidad de lordosis. En los resultados del coeficiente
de lordosis no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) resultando este similar entre los
grupos. Para la evaluacion de la intensidad de lordosis se realizo la prueba de Kruskall Wallis
(p<0.0001) donde se encontraron diferencias entre los grupos E2 vs. P234 7.5 nmol (p=0.0001)
E2 + P4 vs. P234 15 nmol (p=0.0005), y E2 + P4 vs. E2, E2 + P4 vs. P234 7.5 nmol y E2 vs. P234
15 nmol todos con (p=0.0001) resultando significativos. Por lo que las dos dosis de antagonista
bloquearon parcialmente el efecto de la Kp ya que las hembras que recibieron este tratamiento,
presentaron una intensidad media de lordosis mas alta que el grupo que solo recibié E2 pero
significativamente mas baja que el grupo control. No se encontraron diferencias significativas

entre ambos grupos de antagonista entre si como se puede apreciar en la figura 22.
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Figura 22. Resultados para la evaluacion del bloqueo de kisspeptina (P234) sobre la conducta
sexual de la hembra en a) Coeficiente de Lordosis. b) Puntuaje medio de intensidad de lordosis
para el total de eventos. Los grupos recibieron las dosis de E2 de 2.5 ug, de P4 de 500 pg, Kp de
14 nmol y de antagonista P234 de 7.5 o 15 nmol. Los datos se representan como media + error
estandar (n=8). Las letras indican diferencias significativas de al menos (p<0.05).
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6.3.1 Experimento 3. Conducta sexual de los machos

De la misma manera que el experimento de conducta sexual con kisspeptina; se evalud el numero
de eventos de los machos cuando copularon con hembras que recibieron los tratamientos del
Experimento 4. No se encontraron diferencias significativas en el niimero de eventos de los

diferentes grupos como se aprecia en la figura 23.
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Figura 23. Numero de eventos con la aplicacion de kisspeptina y su antagonista (P234). Los
grupos recibieron las dosis de E2 de 2.5 pg, de P4 de 500 pg, Kp de 14 nmol y de antagonista P234
de 7.5 o 15 nmol (n=8). No se calcularon medias, dado que son datos totales.
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6.4 Experimento 4. Condicionamiento de preferencia de lugar con kisspeptina

No se encontr6 diferencia significativa en el tiempo pasado en el compartimento reforzado entre
la preprueba y prueba del grupo control (tio= 2.186, p=0.537). En cambio se encontrd un
incremento significativo en las hembras que fueron inyectadas con 7 nmol (t(10)=4.718, p=0.0008)
0 14 nmol (tao= 3.677, p=0.0043) de kisspeptina como se observa en la figura. 24, es decir, es

reforzante.
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Figura 24. Resultados del tiempo en el compartimento reforzado (TCR) en la pre-prueba
y prueba de los diferentes grupos de hembras que recibieron inyecciones i.p. de solucion
salina (control), kisspeptina 7 nmol o 14 nmol. Los datos se representan como media +
error estandar (n=11).
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6.5 Experimento 5. Condicionamiento de preferencia de lugar con P234

En la prueba de CPL no se encontré diferencia signicativa entre el tiempo pasado en el
compartimento reforzado para el grupo Control (t(7= 0.2543, p=0.9609), ni para el grupo de CR +
P234 (ta1y= 1.861, p=0.1099), sin embargo, para el grupo CR (ta11= 2.490, p=0.0342) se encontro

una diferencia significativa entre la preprueba y la prueba, como se aprecia en la figura 25.
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Figura 25. Resultados del tiempo en el compartimento reforzado (TCR) en la pre-prueba
y prueba de los diferentes grupos de hembras en sesiones de copula regulada (CR) de 30
min que recibieron inyecciones i.p. de P234 de 15 nmol o solucién salina Control). Los
grupos de CR, recibieron 25 pg de E2 y 500 pg de P4 para la induccion de la copula, segiin
lo descrito. Los datos se representan como media + error estdndar (n =12).
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7 DISCUSION

Durante el presente trabajo de investigacion se realizaron diferentes experimentos, los cuales
fueron: 1. Explorar la posibilidad de utilizar dosis menores de hormonas (E2 y P4) a las utilizadas
habitualmente en el campo para inducir la conducta sexual en las ratas hembra, 2. Determinar el
efecto que tiene la kisspeptina sobre la copula regulada, 3. Evaluar como se ve modificada la
conducta sexual con la administracion de P234 (a grupos previamente tratados con E2 y
kisspeptina), 4. Comprobar si la administracion sistémica de la kisspeptina es reforzante mediante
el paradigma del CPL, y finalmente, 5. Determinar si el P234 bloquea el estado afectivo positivo

inducido por la copula regulada.

En el presente trabajo comprobamos que las dosis de hormonas que administramos de E22.5y 5
ng junto a los 500 pg de P4, son suficientes para inducir un estado de proceptividad y receptividad
que permita observar una facilitacion de la conducta femenina, ya que estd ampliamente
documentado que las concentraciones plasmaticas de E2 y P4 de la rata hembra varian a lo largo
de su ciclo estral (Smith, 1975) y que éstas son fundamentales para el correcto despliegue de la
conducta sexual (Beach, 1942). En ratas hembra de la cepa Wistar, las concentraciones
plasmaticas de E2 y P4 son del orden de decenas de picogramos (x107!% g) hasta decenas de
nanogramos (x10 g) por mililitro, respectivamente (Faccio et al., 2013; Sodersten & Hansen,
1979). Es evidente que las concentraciones administradas de manera exdgena deben (y son)
mayores a las concentraciones detectadas de manera endogena, ya que debido a fenémenos
farmacocinéticos hay pérdidas significativas antes de alcanzar el estado estacionario de las

hormonas en el plasma.

Nuestros resultados van de acuerdo con algunos protocolos clasicos de investigacion para inducir
la conducta sexual en hembras ovariectomizadas, donde se ha reportado que la administracion
subcutanea de dosis de 500 a 1000 pg de P4 y de 1 hasta 25 pg de E2 inducen niveles adecuados
de coeficiente e intensidad de lordosis, lo cual favorece las conductas de receptividad y atractividad

(Beach, 1942; Paredes & Alonso, 1997; Whalen, 1974).
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Ademas se ha descrito que el E2 ovarico regula la actividad de las neuronas de GnRH (Shaw et
al., 2010) mediante un sistema de retroalimentacién hacia los nucleos hipotalamicos, e
indirectamente de las gonadotropinas como la hormona luteinizante (Karsch, 1987), siendo este
mecanismo mediado por la kisspeptina (Dhillo et al., 2005; Navarro et al., 2005). Por lo que es de
esperarse que el E2 administrado de manera exdgena impacte directamente sobre la accion de la
kisspeptina en dichos ntcleos (AVPV y ARC) ya que ésta es la principal activadora de las neuronas

de GnRH (Li et al., 2009).

Ademas, la administracion de P4 inhibe la retroalimentacion positiva que el E2 ejerce sobre el
AVPV, suprime el pico preovulatorio de la GnRH (He et al., 2017) y el patron pulsatil de la LH
(Le, Attardi, Berghorn, Blaustein, & Hoffman, 1997). Ya que las neuronas GnRH no tienen
receptores a E2 o a P4, es mediante las neuronas de kisspeptina que estas hormonas logran mediar
sus efectos hipotalamicos, pues éstas si presentan ambos tipos de receptores (Delhousay, Chuon,
Mittleman-Smith, Micevych, & Sinchak, 2019), inclusive muchos estudios de los efectos de la
kisspeptina se han descrito con base a su efecto sobre la GnRH. Es tan importante la expresion de
receptores a progesterona (PGR) en las células de kisspeptina, que incluso la ausencia de éstos

llega a suprimir completamente la funcion reproductiva (Gal et al., 2016; Roa et al., 2008).

Aunque un trabajo reciente en humanos demostré que no existe una relacion directa entre los
niveles plasmaticos de la kisspeptina y de las hormonas sexuales y que posiblemente ésta solo
sirva como disparador del ciclo menstrual (Katagiri, Kotani, Hirai, & Kagawa, 2015), en un
modelo in vitro ain mads reciente de células kisspeptinérgicas del RP3V se reportd que la
sefalizacion de P4 y de E2 incrementan los niveles de transcripcion y liberacion de la kisspeptina

(Mittelman-Smith et al., 2018).

Con el objetivo de alcanzar un nivel de receptividad medio para poder ver cambios en el sentido

positivo con la administracion de hormonas, se disminuyeron las dosis de estradiol y progesterona.

Y para determinar como debian de ser estas dosis fue importante el andlisis de estudios

farmacocinéticos para que de esta manera el efecto de la kisspeptina sobre la conducta sexual fuera

50



lo mas cercano a lo fisiologico, donde las concentraciones hormonales se deben unicamente a
liberacion endogena y no por la administracion exogena. Un estudio que nos aport6 idea de las
concentraciones alcanzadas por la administracion de hormonas de manera exdgena demostrd que
con concentraciones de E2 (de 0.4 a 8 png) y de P4 (20 a 220 mg) administrados a través de
implantes subcutdneos (Silastic) a ratas ovariectomizadas se observd un aumento significativo de
estas hormonas en los primeros dias, pero luego se present6 una liberacion lineal a los 7 a 24 dias
post implante, manteniéndose en promedio concentraciones séricas de E2 de 100 a 125 pg/mL, y
de 7.5 a 10 ng/mL de P4 (Mannino, South, Inturrisi, & Quinones-Jenab, 2005) siendo estas
concentraciones cercanas a las fisioldgicas (Nilsson et al., 2015). Aunque no se midieron los
niveles plasmaticos de E2 y P4 en este protocolo de investigacion, al disminuir las dosis se
garantiza un medio mas propicio para el estudio aislado del efecto de la kisspeptina y su

antagonista.

Por otra parte, los resultados obtenidos de las pruebas de copula regulada tras la administracion de
estradiol y kisspeptina indican que con la administracion de kisspeptina se inducen niveles
similares de receptividad sexual a los alcanzados con el tratamiento clasico (E2 + P4). Sin
embargo, en el grupo inyectado con estradiol, kisspeptina y progesterona, no se observaron niveles
de receptividad mayores al grupo control, indicando que no existe un efecto sinérgico con la

administraciéon de ambas hormonas.

Una posible explicacion a nuestros resultados es que la activacion de las neuronas de kisspeptina
requiere a su vez de la activacion de sus receptores a estrogenos, mismos que son activados durante

la fase de priming, ya que sin la actividad de E2, no hay receptividad sexual.

La amigdala es un importante relevo neuronal tras la captacion de senales olfativas como los olores
de un macho sexualmente activo que se consideran altamente apetecibles para las hembras dentro
de la etapa motivacional de la cpula (Mayila et al., 2020; Sanathara, Moreas, Mahavongtrakul, &
Sinchak, 2014), en la cual también se requiere el efecto de la progesterona para la activacion de
neuronas en el hipotdlamo ventromedial, que a su vez permite el despliegue completo del reflejo

de lordosis (Garcia-Judrez et al., 2020; Micevych, 2013). Adicionalmente en la MeA se ha descrito
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una importante poblacién de neuronas kisspeptinérgicas que también estan involucrada en el

procesamiento de informacion sexual (Adekunbi et al., 2018; Pineda et al., 2017; Stephens, 2017).

Se ha reportado que la kisspeptina incrementa el coeficiente de lordosis en ratones pretratados con
E2 (Hellier et al., 2018) lo que concuerda con nuestros resultados indicando que ain en ausencia
de P4 se logra inducir niveles altos de lordosis. Una explicacion a este efecto es que la kisspeptina
podria estar actuando a varios niveles para inducir receptividad sexual, aunque no la induce
directamente, si no que podria estar participando en la regulacion de la receptividad sexual. En
ratones, se ha demostrado que el efecto de la kisspeptina sobre la lordosis estd mediado por la
poblacion de neuronas en el RP3V en el AVPV, las cuales actiian sobre neuronas que liberan al
neurotransmisor 6xido nitrico, que es importante durante el despliegue del reflejo de lordosis
(Hellier et al., 2018). De hecho, se ha reportado que el 6xido nitrico actia a nivel de la sinapsis de
neuronas de kisspeptina con la GnRH regulando su interaccion (Constantin, Reynolds, Oh, Pizano,
& Wray, 2021). De manera adicional, la poblacion de neuronas de kisspeptina en la amigdala es
muy importante para el procesamiento de sefiales feromonales de los machos que potencialmente
pueden copular con las hembras (Pineda et al., 2017). Ademas, la activaciéon de neuronas
kisspeptinérgicas en el nucleo accumbens por el area ventral tegmental, también favorece la
motivacion sexual en ratas tratadas previamente con estradiol (Micevych et al., 2017) lo que

refuerza nuestros resultados.

De manera adicional, paralelamente en un trabajo en humanos, se demostré que la kisspeptina
incrementa la actividad en areas del sistema limbico involucradas en el procesamiento de
informacion sexual, lo cual es relevante porque dimensiona que el papel de la kisspeptina en la

reproduccion estd preservado también en humanos (Yang et al., 2020).

Para reforzar parte de nuestros resultados sobre el efecto reforzante de la kisspeptina, se ha
demostrado que cuando la conducta sexual es regulada tanto por hembras, como por machos, ésta

resulta ser reforzante, evaluado mediante el paradigma de CPL (Jenkins & Becker, 2003; Paredes
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& Alonso, 1997). Estos efectos podrian estar mediados por el sistema opioide donde se involucran
sus receptores (MORs), que al bloquearse con naloxona (un antagonista de todos los receptores a
opioides), inhibe el estado afectivo positivo (Camacho et al., 2004; Garcia-Horsman et al., 2008;
Paredes & Martinez, 2001). Ademas, el cambio en la preferencia de lugar obtenida con la copula
es similar a la sola administracion de morfina (Paredes, 2014; Paredes & Alonso, 1997; Paredes &

Vazquez, 1999).

En el caso de la kisspeptina, se ha encontrado tanto al mRNA del ligando como del receptor
extrahipotalamico (donde principalmente regula funciones neuroenddcrinas), en estructuras del
sistema limbico, como son la amigdala y el nucleo accumbens (Muir et al., 2001). Lo cual podria
indicar que la kisspeptina aparte de regular la funcidon reproductiva por la estimulacion de neuronas
de GnRH, también podria mediar los efectos apetitivos y motivacionales de la copula (Comninos

etal., 2016).

La kisspeptina es una proteina que pertenece a la familia de las amidas RF (extremo terminal de
arginina y fenilalanina), las cuales se encuentran altamente preservadas en mamiferos y algunos
otros vertebrados (Jhamandas & Goncharuk, 2013) aunque en algunas especies se cambia el tiltimo
residuo por tirosina (Y) (Tomikawa et al. 2009). Dicha pertenencia a esta gran familia de péptidos
podria conferirle la capacidad de activar a otros receptores de otros péptidos homdlogos debido a
la semejanza estructural con otros ligandos de la familia de péptidos RF. Recientemente, se ha
reportado que un derivado de la Kisspeptina-10, denominado Kissorfina, bloquea el efecto
reforzante de la morfina (determinado mediante el paradigma de CPL) en ratas macho. Este
derivado sintético pertenece al grupo de los péptidos NPFF, y puede unirse a sus receptores NPFF1
y NPFF2. Dicho efecto se ve bloqueado con la administracion del antagonista RF9, con el cual
también se ha demostrado que se bloquea el CPL inducido por la morfina (Gibula-Tarlowska,
Grochecki, Silberring, & Kotlinska, 2019). Por otra parte, el péptido relacionado a RF1, (RFRP-
1) induce un cambio evidente en el CPL cuando es administrado directamente en el nucleo central
de la amigdala, efecto que también es revertido por el antagonista del receptor NPFF1; el RF9

(Lénard et al., 2014).
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Son muy pocos los estudios donde se habla del efecto reforzante directo (o ligado a la copula) de
los péptidos de la familia RF, y parecieran tener efectos opuestos, aun actuando sobre el mismo
receptor NPFF. No hay estudios que demuestren que las kisspeptinas puedan unirse a los NPFF, o
que la activacion del GPR54 per se induzca un estado reforzante. En nuestros resultados
encontramos que tanto la dosis de 7 nmol como la de 14 nmol produjeron un estado afectivo
positivo comparado con el grupo control administrado s6lo con solucién salina. Lo que podria
explicarse a través de que la kisspeptina es un péptido RF, y se ha encontrado en la amigdala, la
cual adicionalmente de mediar respuestas aversivas o reforzantes, también esta involucrada en
procesos de aprendizaje y formacion de memoria; procesos que son fundamentales para observar
un cambio en el condicionamiento de preferencia de lugar (Hsu, Schroeder, & Packard, 2002).
Estos se deben a que las ratas deben de recordar que en determinado compartimento
experimentaron el EAP tras la administracion del estimulo reforzante, dicha asociacion ocurre
mediante las pistas visuales, olfativas, y tactiles ya descritas, pues hay trabajos en donde si se
bloquean los procesos de formacion y consolidacion de la memoria, no se expresa el CPL, incluso

el adquirido con morfina (Fan et al., 2013).

Con los resultados obtenidos en nuestro experimento del CPL con CR y el antagonista de
kisspeptina, proporcionamos evidencia clara sobre el bloqueo del EAP inducido por la CR al
administrar el P234. Una posible explicacion seria que al menos parcialmente el efecto reforzante
de la copula se encuentra mediado por la accion directa de kisspeptina. Esto va de acuerdo con el
papel fundamental que juega la kisspeptina y su receptor en las funciones reproductivas, que
abarcan desde las primeras etapas de desarrollo en la diferenciacion sexual (Kauffman, Park, et
al., 2007), hasta el inicio de la pubertad (Clarkson, 2013; Clarkson & Herbison, 2006) asi como la
regulacion hormonal a lo largo de la vida modulando a su vez la conducta sexual de una manera

muy importante (Kauffman, Clifton, & Steiner, 2007).
En conjunto, nuestros resultados arrojan firme evidencia del papel que tiene la kisspeptina en la

activacion de la receptividad sexual. Esto lo pudimos confirmar al bloquear selectivamente el

receptor (con el P234) sobre el cual la kisspeptina ejerce su principal efecto.
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En el presente trabajo nos encontramos con la limitacion del confinamiento por la pandemia de
COVID-19, y muchos experimentos tuvieron que aplazarse en el calendario, ademas de que
hubiera sido favorable aumentar el ntimero de ratas por experimento. Una de las perspectivas del
proyecto de investigacion es evaluar el efecto que tiene la kisspeptina en la conducta y recompensa
sexual cuando sea administrado en nucleos cerebrales especificos a través de inyecciones

estereotaxicas.
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8 CONCLUSIONES

Conclusiones particulares:

La Kp incremento la intensidad de la lordosis comparada con los grupos control y E2 pero
su administracion junto con P4 indujo niveles de receptividad similares al grupo Control

(E2 + P4).

El efecto de la Kp fue parcialmente revertido cuando se administré junto con el antagonista
(P234), obteniendo una intensidad de lordosis mayor al grupo E2 pero menor al grupo

control, lo que evidencia el papel facilitatorio de la kisspeptina en la receptividad sexual.

En la prueba de CPL ambas dosis administradas de Kisspeptina (7 y 14 nmol)
incrementaron el tiempo pasado en el compartimento reforzado sin ser este efecto de

manera dosis dependiente, lo cual sugiere que Kp induce per se un estado afectivo positivo.

La administracion de P234 redujo el tiempo en el compartimento reforzado con 30 min de

copula regulada.

Conclusioén final:

X/
o

En ratas hembras pretratadas con E2, la administracion de kisspeptina incrementa la
receptividad sexual y ademds induce un estado afectivo positivo siendo este efecto

bloqueado por su antagonista.
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