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RESUMEN

El sindrome nefrético (SN) es un padecimiento renal que se caracteriza por proteinuria, hipoproteinemia,
hiperlipidemia y edema, estos cambios metabdlicos son generalmente reversibles, pero con recaidas
¢ sindrome pucde ser inducido experimentalmente inycctando sucro atirrindn,
daunomici y aminonucleasido de puromicina (ANP). Pese o que es reconocida Ly presencia
de trastornos reproductivos (impotencia, amenorrea, hipogonadismo) en pacientes con sindrome nefrotico,
no existen estudios al respecto en seres humanos y los reportes en modelos animales son controversiales.
En la rata macho Glass y cols. (1985) reportaron la presencia de hipogonadismo-hipogonadotrépico y por
su parte Elias y cols. (1992) publicaron resultados que indican que existe hipoandrogenismo pero con

altos niveles de hormona luteinizante.

Basados en los antecedentes mencionados ¢l presente estudio tuvo como objetivo estudiar las alteraciones
tal hipdfisis-génada se presentan en la rata con sindrome nefrético.

que sobre el eje hip

El SN fue inducido administrando una dosis subcutanea Gnica de ANP a ratas adultas de ambos sexos
(n=238), los grupos controles recibieron solucion salina. La funcién enddcerina se valord en base a las
concentraciones hormonales, el cicloestral, el peso de los tejidos androgeno dependientes y la capacidad
reproductiva. El estudio se realizé de la siguiente manera: a) en fase nefritica (dia 10), b)
secuencialmente (dia 3.7 y 10), y c) fase de remision (dia 30). En las fases establecidas se tomaron
muestras de suerode cada grupo de animales para la cuantiticacion de proteinas y colesterol por métodos
colorimétricos. asf como para la cuantificacion por radioinmunoanilisis de hormona luteinizante (LH).
hormona toliculoestimulante (FSH). prolactina (Prl), progesterona (P,), estradiol (E,). testosterona total
(Tt) y libre (T1). y androstendiona (A). Se colectd 1a orina de 24 h de cada rata para la cuantificacion de
proteinas y testosterona, Se registraron los pesos de los animales asi como de los tejidos andrdogeno
dependientes (prostata ventral y vesicula seminal) en las ratas macho. En la rata hembra el ciclo estral
fue monitoreado durante todo el estudio mediante exudados vaginales y el tejido ovérico colectado para
su estudio histoldgico. Lacapacidad reproductiva se evalud realizando montas de los animales nefrdticos
de ambos sexos con ratas tértiles en las fases aguda y de remision, n

Los resultados obtenidos en la fase nefrdtica del sindrome. muestran que las concentraciones de E; . P,
y LH disminuyen significativamente respecto de los grupos controles en la rata hembra: por su parte T,
A, E,, LH y FSH disminuyen significativamente respecto de sus controles en la rata macho. El ciclo
ovirico normal de 4 dias se perdié completamente, estacionandose en la fase de diestro. 1o cual junto con
la disminucion de E,, correlaciona perfectamente con la atresia folicular que se observo en el estudio
histolégico de los ovarios nefréticos. La falta de andrdgeno en las rata macho se reflejo claramente en
la disminucion del peso de los tejidos androgeno dependientes como prostata y vesicula seminal, La
evaluacion de la etapa de remision mostrd que la disfuncion hormonal en ambos sexos. asi como los
trastornos en el ciclo estral, son completamente reversibles en la fase de remision. El estudio realizado
para analizar la capacidad reproductiva en la rata con sindrome nefrdotico. mostrd incapacidad de
fertilizacion en la rata hembra durante la fase aguda, en base a la ausencia de ovulacion. Interesantemente
en la rata macho hubo fertilizacion aunque disminuida a 37 porciento. La capacidad reproductiva en
ambos sexos se restaura a los niveles normales en la fase de remision.

Los resultados aportados por este estudio nos permiten concluir gue existe una distuncion en el eje
hipotdlamo-hipdéfisis-gonada en la rata con sindrome nefritico, 1a disfuncion enddocerina encontrada se
manifiesta en la rata macho por hipogonadismo-hipogonadotropico, disminucion del peso de los tejidos
andrégeno dependientes y disminucion transitoria de la capacidad reproductiva en la tfase aguda del
sindrome: en la rata hembra la disfuncion endSerina conduce a hipogonadismo-hipogonadotropico, pérdida
del ciclo estral, presencia de atresia folicular y a una pérdida total. aunque transitoria, de la capacidad
reproductiva en la fase aguda del padecimiento.



INTRODUCCION

La caracteristica distintiva del sistema endocrino es el control por retroalimentacion
de la produccién hormonal. La base de este control por retroalimentacion es la interaccion
del hipotidlamo y la glindula hipofisiaria con la tiroides, adrenales, y gonadas. Este fino
sistema de control homceostitico se rompe ante la mas minima falla en sus componentes, asr.
este eje se ve adversamente afectado en padecimientos como la diabetes mellitus, la cual se

ha asociado con reduccion en la sintesis de andrégenos y disminucion en el peso de los
organos scxuales accesorios (1). La insuficiencia renal crénica es otro padecimiento que
cursa con trastornos endocrinolégicos, la presencia de hipogonadismo en pacientes de ambos
sexos, asi como el retraso en la pubertad y anomalias en los ejes tirotropico, lactotrépico y

somatotropico, son ejemplos de alteraciones especificas de la funcién enddécrina que ocurren

en los diferentes estadios de la insuficiencia renal (2-5).

El sindrome nefrético (SN) es un padecimiento de alta frecuencia dentro de los
trastornos renales. Motivo por el cual ha sido ampliamente estudiado, sin embargo, a pesar
de que en los pacientes nefréticos es reconocida la presencia de anormalidades en la funcidn
reproductiva, que afecta principalmente al sexo masculino, no existen en la actualidad
estudios que analicen las posibles alteraciones endécrinas, asi como los posibles mecanismos
fisiopatolégicos involucrados en la disfuncién del eje reproductor. Por lo que el presente
trabajo de tesis incursioné en este tema para establecer las bases de las alteraciones

endécrinas reproductivas que se presentan en el SN en el modelo experimental de la rata.



ANTECEDENTES

I. Sindrome nefrético

El SN se caracteriza por proteinuria, albuminuria, hipoproteinemia, hipoalbuminemia,
hipercolesterolemia, hiperlipoproteinemia, hiperlipidemia, anormalidades en la coagulacién
y alteraciones en la concentracién de casi todas las proteinas plasmdticas (6). Estas
alteraciones son las consecuencias directas o indirectas de un aumento en la permeabilidad
glomerular de las proteinas del plasma hacia la orina. La alteracion de la pared capilar
glomerular que sufre una filtracién excesiva de las proteinas del plasma puede originarse
como consecuencia de una amplia variedad de procesos patoldgicos, incluyendo trastornos
inmunitarios, lesiones téxicas, alteraciones metabdlicas, defectos bioquimicos y trastornos
vasculares. Asf pues, el SN deberd ser visto como el punto final comiin de una variedad de

procesos patolégicos que daiian las propiedades de permeabilidad de la pared de los capilares

glomerulares (6).

1. Caracteristicas del sindrome nefrético

a. Proteinuria
La proteinuria abundante es la distincién del estado nefrético. Arbitrariamente, los

ritmos de excrecién excesiva de proteinas de 3.5 g por 1.73 m? por dia en el humano, se
considera que estdn en el limite nefrético, principalmente debido a que rara vez se observa
proteinuria de esta magnitud en las enfermedades tibulo intersticiales y vasculares del riiién

(6). A menudo, aunque no invariablemente, la proteinuria abundante sostenida se acompaiia

de hipoalbuminemia.



El miecanismo por ¢l cual se produce la proteinuria en el humano no cesti
complcetamente dilucidado. Sin embargo las evidencias indican que existe un daio en la

barrera de filtracién glomerular. Esta barrera estd constituida por la pared capilar glomerular,

la cual consta de tres componentes (Fig.1):

1) las células endoteliales (CEn), las cuales
estdn dispuestas a lo largo de la pane interna de
la membrana basal glomerular, por lo que estdn
en contacto con la sangre. Miden
aproximadamente 40 nm de grosor y una de sus
r> caracteristicas es que presentan agujeros o

SN

7E0% fenestras que no tienen diafragmas que los

4y cierren (7-8). La superficie celular polianiénica
sialoproteina llamada podocalixina (9).

2) la membrana basal glomerular (MBG) compuesta por tres capas: lamina rara
interna, limina densa y ldmina rara externa. En el humano el espesor total de la MBG es de
240-340 nm y cada capa ocupa aproximadamente una tercera parte del total. Los
componentes de la MBG han sido dificiles de identificar dado que en los procesos de
filtraciéon hay elementos que parecen haber sido atrapados por la matriz de la MBG y por
tanto son contaminantes (10-11). Dentro de los componentes que se reconocen como
constituyentes bdsicos de la MBG estdn: coldgena tipo IV (12), proteoglicanos hepardn sulfato

(HS-PG) (13), laminina (14), nidogen (15), fibronectina (16) y entactina(17).



3) Células epiteliales (CEp) o podocitos, estas células estdn parcialmente embebidos
en la éapa externa o ldmina rara externa a una profundidad de 40-50 nm. Los podocitos
constituyen la parte mds externa de la barrera de filtracién glomerular y estdin en contacto
directo con el espacio urinario. En los podocitos se realizan procesos de filtracion
denominados procesos podociticos, elios contienen manojos de clementos contrictiles como
microfilamentos y microtiibulos (18). Otro constituyente importante es la sialoproteina
podocalixina que es mds abundante en los podocitos que en las células endoteliales (19).
Entre las interdigitaciones de los podocitos estdn los agujeros epiteliales, tienen un ancho de
20-30 nm en su punto mds angosto, en donde presentan un diafragma delgado de 4-6 nm de
grosor conocido como diafragma de filtraciéon, cuya composicién quimica es desconocida a

la fecha (20).

De acuerdo con la composicion de l1a barrera de filtracién, los factores que determinan
el paso de las moléculas por la barrera de filtracion son: el tamano y la deformabilidad, ia

carga eléctrica, y la configuraciéon molecular, asi como la hemodindmica glomerular.

En la nefrosis inducida por aminonucleosido de puromicina (ANP), la depuracién
fraccional de macromoléculas aniénicas y sin carga se encuentra muy elevada, lo que sugiere
que la selectividad, tanto de tamaiio como de carga, esta alterada (21-22). La lesion renal
caracteristica del SN es la fusién de los procesos podociticos, la cual parece deberse a la
pérdida de la carga negativa de su superficie (23). Esto se apoya en el hecho de que la
administracién de policationes al rifién produce proteinuria y fusién de podocitos. No estd

claro si los HS-PG de la barrera de filtracion glomerular disminuyen en 1a nefrosis por ANP;

4



sin embargo, en los pacientes con SN congénito, los sitios aniénicos ricos en hepardn sulfato,

estan pricticamente ausentes (24-25).

Estudios en animales nefréticos inducidos con ANP indican la presencia de proteinuria
no selectiva en esta enfermedad. Todas las fracciones incrementan en la orina durante los 8-
10 dias posteriores a la administracién de la droga (26). Asimismo se ha reportado un

aumento en la transcripcion del gen de la albiimina en el higado de ratas nefréticas (27-28).

Las consideraciones anteriores muestran que la proteinuria es el resultado de miiltiples

factores tales como: abersraciones funcionales, defectos estructurales, o anormalidades

bioquimicas en la barrera de filtracién glomerular.

b. Hipoproteinemia
En el SN, sélo una fraccién de las proteinas filtradas aparece en orina, el resto se

reabsorven y metabolizan en el ttibulo proximal. Esto produce pérdida de proteina del espacio
intravascular mucho mayor que la esperada por Ia magnitud de la proteinuria. El resultado
es un incremento importante en el catabolismo de las proteinas que la sintesis hepdtica no
alcanza a compensar, lo que trae como consecuencia la hipoproteinemia. En ocasiones la
hipoalbuminémia abundante puede coincidir con excesiva reduccién del volumen plasmadtico,

hipotensién postural, con sincope y choque, y a veces con insuficiencia renal aguda (6, 25).

c. Hiperlipidemia
Parece que la disminucién de la presién oncética del plasma estimula la sintesis

hepdtica de las lipoproteinas, y por tanto, la hiperlipidemia es un acompaiiante frecuente del
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estado nefrético (29). En el SN estdn elevadas pricticamente todas las fracciones de lipidos

y lipoproteinas séricas, incluyendo ¢l colestcrol y todas sus fracciones (total. libre,

esteriticado), asi como los tosfolipidos, en tanto que los triglicéridos no siecmpre se clevan
(30). Los dcidos grasos libres son normales, aunque la fraccion unida a albdmina estd
reducida. Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las dc densidad intermedia (IDL)
y las de baja densidad (LDL) se encuentran aumentadas, mientras que las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) no siempre aumentan e incluso pueden disminuir (31). La composicicn
molecular de las lipoproteinas estd alterada ya que su proporcion de colesterol y triglicéridos
es mayor que lo normal. Ademds existen alteraciones en la composicién y cantidad de las
apoproteinas. Estos trastornos se normalizan con rapidez al remitir el SN (6, 24). Otro factor

que contribuye a la hipercolesterolemia del SN es el aumento en la sintesis de colesterol

inducido por la elevacion del dcido mevalénico, que a su verz se debe a disminucion de su

catabolismo renal (32).

d. Edema

De acuerdo con la hipdtesis cldsica, la hipoalbuminemia es el paso inicial en la
formacion del edema y en la retencion de sodio (24). La hipoalbuminemia produce
disminucion de la presién coloidosmética de la sangre, lo que favorece el movimiento de
agua y solutos al espacio intersticial causando hipovolemia. Esto activa a los sensores de
volumen y a los barorreceptores, los cuales por medio de una variedad de mecanismos
neurohormonales y hemodinimicos, envian senales al rifién que se traduce en retencion de

sodio y agua (33). De acuerdo con esta hipétesis los pacientes con SN deberian tener las

siguientes caracteristicas: 1) volumen sanguineo bajo durante la formacién del edema, 2)

diuresis y natriuresis en respuesta a maniobras que aumentan el volumen sanguineo, y 3)
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evidencia funcional de hipovolemia. Sin embargo esto no se ha demostrado en la mayor parte

de los casos (24).
2. Alteraciones de la funcién tiroidea

En ¢l SN son imporantes las pérdidas por Ia orina de otras proteinas del plasia
ademds de la albiimina. Se ha reportado reduccién cn suero de la globulina de union de
tiroxina (TBG) (34), asi como de la proteina de unidén a corticosteroides (CBG) (35). En
pacientes con SN estas alteraciones pueden producir alteraciones en las pruebas de la funcion
tiroidea que incluyen una T; baja y un aumento de la captacion de la resina T, (34). En
modelos experimentales se ha demostrado que los bajos niveles en suero de T, y altos de
T,, estin relacionados con una aceleracién en la depuracién de T, asi como un incremento

en la depuracién de T; y un aumento en la conversién periférica de T, a T, (36).
3. Alteraciones del calcio y de vitamina D

En el SN se presenta hipocalcemia, hipocalciuria y absorcién‘ intestinal de calcio
defectuosa, lo cual se ha asociado a una disminucion en los nivcics sanguincos dc vitamina
Dy y sus metabolitos (37). En pacicntes nefréticos se ha reportado un bloqueo de la respucsta
calcémica a la hormona paratiroidea (PTH), es decir que se bloquea la resorcion del calcio
de los huesos hacia la sangre, observindose elevados niveles de PTH en pacientes con SN,

lo que provoca hiperparatiroidismo secundario.



4. Anormalidades en la coagulacion

La mayoria de los pacientes nefrdticos presentan un estado hipercoagulante en el SN.
Las anormalidades de la coagulacion mads caracteristicas del estado nefrético son: aumento

de los factores V, VIII y del fibrindgeno; disminucion dec antitrombina IIT; trombocitosis y

aumento en la agregacion plaquetaria (6, 38).

S. Alteraciones en las proteinas acarreadoras de metales

El aumento en la excrecién urinaria de transferrina puede causar en muchos casos

anemia microcitica hipocrémica resistente a hierro (39). Debido a las pérdidas urinarias de

nina, pucden producirse ader

a los metales, albiiming y cerulopl

s de uni

las proten

deficicncias de zinc y cobre (40).
6. Alteraciones endécrinas reproductivas

Este tipo de alteraciones han sido pobremente estudiadas en ¢l SN, hasta donde hemos
podido investigar, sélo existen dos reportes que cvalian la funcion endécerina reproductiva
en modelos experimentales. Estas investigaciones rcalizadas en ratas macho a las que se les
induce el SN con ANP son controversiales, asi Glass y cols. (41) reportan concentraciones
disminuidas de testosterona (T) y hormona luteinizante (ILH), con respucstas normales o nivel
testicular ¢ hipofisiario por estimulo de hCG y LHRH respectivamente, Elias y cols. (42)

informan acerca de la presencia de hipogonadismo con altos niveles de LH circulantes.



7. Causas del sindrome nefrdtico

El SN puede desarrollarse por diversas causas, en base a lo cual sc clasifican de la

siguiente manera:

a. Enfer dades gl ulares primarias
Enfermedad de cambios minimos, glomerulonefritis proliferativa del mesangio,
glomerulo-esclerosis focal y segmentaria, glomerulopatia membranosa y glomerulonefritis

membranoproliferativa.

b. Secundario a otras enfermedades

Infecciones, medicamentos, neoplasia, multisistémicas (diabetes mellitus, lupus

eritematoso) y heredofamiliar (6).

Las enfermedades glomerulares primarias son conocidas como SN idiop:itico, cuyo
diagnéstico se hace por exclusién entre las causas conocidas del SN. Ademds, las formas
idiopdticas del SN se clasifican de acuerdo con las caracteristicas morfolégicas que se
encuentran en la biopsia renal. Se requiere hacer una biopsia renal al menos en los adultos
para asegurar el diagnéstico de SN idiopidtico y para la formulacion de un plan racional de
tratamiento. Los nifios no siempre necesitan someterse a biopsia renal, pucsto que a menudo

un estudio clinico cuidadoso puede UHevar al diagnéstico seguro (6).



8. Enfermedad de cambios minimos

La enferinedad de los cambios minimos es la forma madis frecuente de SN idiopdtico
que se encuentra en los nifios, 70-80 %. En el adulto es frecuente y representa el 15-20 %
de casos en pacientes mayores de 16 afios, presentindose con mayor porcentaje en los
hombres que en las mujeres. En esta forma del SN idiopdtico el microscopio de luz no
muestra alteraciones de los capilares glomerulares (de aqui la designacién de "cambios
minimos"), sin embargo con el microscopio electrénico es notable un borramiento difuso de
los procesos podales del epitelio. El microscopio de inmunofluorescencia revela depésitos

irregulares e inespecificos de inmunoglobulinas o de componentes del complemento, que

tambi€n pueden estar ausentes.

Tipicamente, los pacicntes se presentan con SN declarado, presion arterial normal,
velocidad de filtracién glomerular normal o reducida ligeramente y un sedimento urinario
benigno. Inexplicablemente casi siempre se presentan remisiones y recaidas espontineas con
proteinuria abundante. El tratamiento es empirico y sintomdtico, si sc toma en cuenta que se
desconocen la etiologia y la palogénesi;. Hay muchas pruebas de que los corticosteroides
aumentan notablemente la tendencia vnat‘mv-al de csta enfermedad a tener  remisiones

espontdneas, pero aun asi el tratamiento diario 0 en dias alternos con csteroides por vin ol

parece ser igualmente efectivo (6).
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9. Induccién experimental del sindrome nefrético

El SN puede ser inducido experimentalmente inyectando suero antirriiién,

daunomicina, adriamicina y ANP (43-45).

a. Aminonucledsido de puromicina

El aminonucleésido de puromicina [6-dimetilamino-9-(3’-amino-3’-desoxi-B-D-
ribofuranosil)purina] es un derivado de la puromicina (Fig.2). Este ultimo se obtiene del
hongo actinomiceto Streptomyces alboniger; se presenta de forma cristalina y transparente
en el suelo donde vive el hongo. La puromicina es un inhibidor de la sintesis de proteinas
debido a que su estiuctura es muy semejante al aminoacil ARN de transferencia (ARNt), 1o
que impide la unién del fragmento aminoacil-ARNt al sitio A del ribosoma (46) y evita la
transferencia de aminodcidos del ARNt a la protefna, es decir quc el crecimiento de la cadena
peptidica se interrumpe en el ribosoma (47) lo que permite la formacién de pequeiios

péptidos a partir de los aminodcidos unidos originalmente al ARNt (48).

Fi 2.
1gura Hae CH
N

N7 N

PUROMICINA ANP

MZN-?-N



El ANP fue sintetizado en 1954 por Baker (49) a partir del residuo p-met(;xitirosil
unido al grapo amino del azicar de la puromicina (50). La estructura de la puromicina esti
constituida de dos partes: un anillo de purina con un grupo dimetilamino en la posicién 6,
y un aminoaziicar desoxirribosidico en posicién 3’ (51). Se ha observado que ninguna de Jas
partes estructurales constituyentes del ANP por si sola es el agente ncfrotéxico, y ni ain
administrando las dos partes por separado puede inducirse nefrotoxicidad, por lo que solo el
ANP integro tiene esta capacidad (51). El ANP presenta una actividad de tripanicida de tres
a cuatro veces mayor que el de la puromicina e inhibe el crecimiento tumoral mamario en
ratoncs mejor que la puromicina. También se ha administrado en pacientes con cdncer y
parece mis téxico que la puromicina, las dosis diarias de 3-4 mg/Kg por 15 dias causan

severa proteinuria y descamacion de las superficies ventrales de manos y pies (52).

Muchos autores se refieren indistintamente a la puromicina y al ANP, esto ha creado
cierta confusién, ya que, aunque el mecanismo de accién atin no estd definido para el ANP,
se sabe que inhibe la sintesis de ARN pero no la sintesis de proteinas (47, 53-54) como se
ha descrito para la puromicina (53). El ANP, a diferencia de la puromicina. no presenta
efecto en la incorporacion de aminodcidos dentro de la proteina total celular (47) o sobre la
actividad dc los sistemas sintetizadores de proteinas libres (53). El mecanismo por el quc ¢l
ANP interfiere con la sintesis de ARN no se conoce, pero s¢ ha sugerido que el ANP
interfiere en la ruta del metabolismo de las purinas, bloqueando las vias enzimiticas
necesarias para la sintesis de dcidos nucl€icos y nucleoproteinas (55). También se desconoce
el mecanismo por el cual el ANP causa dailio renal, pero existen estudios que indican que el

daino celular es mediado por la presencia de radicales libres del oxigeno y sus especies
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reactivas tales como peréxido de hidrégeno (H,0,), iones superéxido(0y’) e hidroxilo (OH),

que son productos del metabolismo del ANP (56).

Se ha encontrado que el ANP es especie especifico ya que presenta alta nefrotoxicidad
en la rata (57), en el hombre (58)., y en el mono en pequenas dosis produce SN (59)
observidndose que en estos la enfermedad es menos severa que cn las ratas. En el perro se
observa mediana nefrotoxicidad ya que se prescntan lesiones renales microscépicas
semejantes a las descritas en ratas, asi como proteinuria ¢ hipoalbuminemia, pero no

prescntan edema, ni hipercolesterolemia (60). En el cobayo no se produce nefrotoxicidad

pero si toxicidad (61).

El ANP es un compuesto muy utilizado para el estudio del SN dado que en especies
animales como la rata, su administracién en dosis que varian alvededor de 1S mg/1O00g de
peso, induce el padecimiento con las caracteristicas del SN denominado de cambios minimos
del humano, principalmente entre los dias 7-10 (62). De la dosis administrada de ANP, en
la rata ¢l 80 % se excreta en 24 horas (63), otros autores indican que el 90 % se¢ excreta en

orina en 8 horas y de este entre el 90-60 % se eliminan en la primera hora (64).
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. Eje hipotilamo-hipéfisis-génada

El hipotdlamo constituye el punto de unién entre el cerebro y la glindula hipofisiaria.
La secrecién de hormonas adenohipofisiarias es controlada positiva y negativamente por
factores hipotaldmicos. Las hormonas hipofisiarias, liberadas a la circulacién periférica,
regulan el crecimiento celular, la diferenciacién, asi como actividades funcionales en los
6rganos blanco (Fig.3). El mantenimiento del medio ambiente interno requiere miiltiples
seiiales que convergen sobre el sistema neuronal del hipotdlamo, el cual segiin el caso provee

a través de las hormonas hipofisiarias una respuesta enddécrina-metabdlica especifica (65).

Figura 3.
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La intima asociacién anatémica y funcional de la glindula hipofisiaria con cl
hipotdlamo se Heva a cabo entre la eminencia media hipotaldmica y la adenohipdfisis. por
medio de un sistema microvascular portal, el cual provee un delimitado paso de substancias
provenientes del cerebro, tales como el factor liberador de gonadotropinas (GnRh), que es
el responsable del control de la glindula hipofisiaria anterior. Aunque muiltiples hormonas
liberadas por el hipotdlamo han sido aisladas y sus estructuras determinadas, no se sabe si
todos los factores relevantes han sido ya encontrados y qué moduladores controlan su
secrecion. Estudios recientes demuestran que la arquitectura de la unidad hipotalimica-
hipofisiaria es mucho mas compleja de 1o que se pensaba y quc 1a red vascular existente entre
el cerebro y la hipdfisis estd dispuesta de tal mancra que la glindula hipofisiaria puede

también controlar la secrecién hipotaldmica (65).

1. Hormonas hipotalimicas

El hipotilamo juega un papel impornante en la regulacién hormonal de la funcion
hormonal reproductiva. En la conexién hipotdlamo-hipdfisis, la direccion del flujo sanguineo
se da principalmente en dircccion a la hipéfisis, 1a interrupcion de ésta conexion conduce i
una disminucién de los niveles de gonadotropinas asi como a una eventual atrofia gonadal
y la consecuente falla en la secrecion de esteroides (66). Existe también un flujo retrégrado
en el sistema vascular portal, el cual constituye el asa corta del sistema de control por

retroalimentacion entre el hipotdlamo y la hip6fisis (67).

El drea predptica y la region media basal del hipotdlamo contienen importantes centros

para el control de la secrecién de gonadotropinas. Neuronas peptidérgicas en esta regién
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secretan la hormona liberadora de gonadotropinas llamada GnRH o LHRH. Neuronas de
otras regiones del cerebro presentan terminales en esta drea ¢ influencian la sintesis y
liberacion de LHRH via mecanismos catecolaminérgicos, dopaminérgicos, y otros mas
relacionados con endorfinas (68-69). El péptido LHRH constituye el vinculo humoral entrc
el componente neural y el endéerino de la funcion reproductiva. LHRH es un decapéptido
cuya estructura fue dilucidada en 1971 por ¢l grupo del Dr. Schally (70). Estudios recientes
basados en la secuencia gendmica de LHRH muestran que esta molécula ¢s producto del
procesamiento de una molécula precursora de 92 aminodcidos (pre-pro-LHRH) (71). LHRH
estd ampliamente distribuido en el sistema nervioso central asi como en otros tejidos. Sin
embargo su papel en sitios distintos de la hipofisis alin se desconoce. La vida media de
LHRH es muy corta (2-4 min), y su depuracién metabdlica promedio es de 800 L/d/m? de

superficie corporal (72).

2. Mecanismo de accién de LHRH

El primer paso en la accién de LHRH es mediado via ¢l reconocimicento especifico
de receptores localizados exclusivamente en la membrana de los gonadotropos hipofisiarios.
El receptor de LHRH es una glicoproteina de 60 kilodaltons. El acoplamiento de LHRH a
su receptor induce dimerizacién y agrupamiento de receptores que posteriormente se
internalizan. En los lisosomas ocurre una importante degradacién del compiejo hormona
receptor y un rdapido proceso de reciclaje de receptores hacia la superficie celular (73). La
unién hormona-receptor induce una serie complgja de respuestas celulares que dan lugar a
la secrecién y biosintesis de las subunidades alfa y beta de LH y FSH, 1a dimcerizacion de

ambas subunidades y la activacion de los procesos de glicosilacion. Mediadas todas cstas
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acciones por mecanismos dependientes de calcio ¢ independientes de AMPc (74). La
scc.:rccién de LHRH a la hipofisis es episodica, resultando esta liberacion pulsdtil en una
secrecion igualmente pulssidtil de las gonadotropinas hipofisiarias y una respuesta episodica
en las células blanco de LH y FSH (75). La cantidad de LH y FSH que es liberada en

respuesta a LHRH depende de la edad y del estatus hormonal (65).

3. Hormonas hipofisiarias

Las hormonas hipofisiarias que controlan las génadas son la hormona luteinizante
(LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH). Ambas hormonas son sccretadas por las
mismas células basdfilas en la hipéfisis por estimulo de LHRH. LH y FSH al igual que la
hormona estimulante de la tiroides (TSH) y la gonadotropina coriénica (hCG), son
glicoproteinas compuestas de dos cadenas polipeptidicas designadas como subunidades alfa
y beta. La subunidad alfa de cada una de las cuatro hormonas es idéntica, parece ser asi que
un tinico gen codifica para la expresion de esta subunidad, el cual se sabe consta de 92
aminodcidos y dos cadenas laterales de carbohidratos (76). La cadena beta de cada
glicoproteina es la que finalmente determina las caracteristicas inmunolégicas y funcionales
de cada hormona (77). La subunidad beta de LH y FSH cstd compucesta de 115 aminoiicidos,
una cadena lateral de carbohidratos en la LH y dos en la FSH. La subunidad beta de la LH
y la hCG son similares, excepto que el extremo carboxilo de la hCG contiene 30 aminoddcidos
adicionales y mds residuos de carbohidratos (77). El peso molecular de LH es
aproximadamente de 28,000 y FSH de 33,000, aunque este peso no es exacto por la gran
variabilidad de los carbohidratos que constituyen estas moléculas. Los residuos de

monosacdridos presentes en ambas gonadotropinas son manosa, galactosa, N-
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acetilgalactosamina y dcido sidlico. Las diferencias dadas por cl tipo y mimero de
carbohidratos en las gonadotropinas son responsables de la variacién en los puntos
isocléctricos y en la vida media de las isoformas de estas moléculas. La remocion enzimditica
del dcido sidlico conduce a una disminucién de la actividad biolégica de la FSH, por reducir
su vida media plasmiditica (78-80). La vida media de la LH se¢ describe con un
comportamiento exponencial cn dos fases, una inicial de 40 minutos y la scgunda de 120
minutos. La hCG por estar mds glicosilada, presenta una vida media ain mayor (81). La tasa
de depuracién metabdlica de la LH es de 25 ml/min (82). Sélo una pequeiia fraccion de la
LH sccretada aparece en la orina (83). La FSH tiene una vida media con un comportamiento
doble exponencial como la LH, y sus vidas medias son de 3.9 y 70 h en cada fase (84). La

tasa de depuracién de FSH es de 14 ml/min (85).

4. Mecanismo de accién de las gonadotropinas

Las funciones biolégicas de LH y FSH son estimular la maduracién y funcién del
testiculo y el ovario, asi como regular la gametogénesis y la esteroidogénesis en las génadas.
Estas funciones son ejercidas a través de uniones especificas con receptores localizados en
la membrana plasmadtica de las células gonadales. La unién hormona-receptor estimula la
adenilato ciclasa unida a la membrana, que cataliza la formacion de AMPc. La liberacion de
AMPc al interior citoplismico es seguida de la unién de éste a la proteina cinasa, la cual se
disocia de su subunidad reguladora y en consecuencia activa la subunidad catalitica. La
activacién de la protein cinasa actia mediante pasos intermedios que resultan finalmente en
la estimulacion de las enzimas responsables de la ruptura de la cadena lateral del colesterol

que da lugar a la formacién de pregnenolona (P5). La ruptura del colesterol que constituye
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el paso limitante en la esteroidogénesis, conduce de csta manera a un aumento en la sintesis

de esteroides sexuales (86).

a. Funcioén testicular de las gonadotropinas

El testiculo contienc dos unidades funcionales: una red tubular que consta de células
germinales y cé€lulas de Sertoli, para la produccién y transporte de esperma al ducto excretor,
y un sistema intersticial constituido por las cé€lulas de Leydig, las cuales contienen toda la

maquinaria cnzimdtica para la produccién de andrégenos (75).

En las células de Leydig, 1a funcién de la LH es la activacion de la esteroidogénesis.
En general es aceptado que la LH promueve la sintesis de esteroides en las c€lulas de
Leydig, en base a cambio minimo en la producciéon de AMPc, el cual incrementa la actividad
de la proteina cinasa, fosforilacién de componentes regulatorios celulares y sintesis de
proteinas que modulan la ruta esteroidogénica (65). Al parecer existen receptores €n exceso
para LH en la células de Leydig, dado que la mayor respuesta fisiolégica se produce cuando
solo una fraccion de estos sitios han sido ocupados (87). La regulacion dce la biosintesis de
testosterona (T) por LH ocurre en los estadios iniciales de su biosintesis, principalmente en

la conversion de colesterol a P; en la mitocondria.

La FSH en el testiculo actiia principalmente en la maduracién de los tubos seminiferos
y la espermatogénesis (65). La presencia de la FSH es necesaria para la iniciacion de la
espermatogénesis, pero el mantenimiento de esta requiere de la presencia de altas
concentraciones intratesticulares de andrégenos. En las c€lulas de Sertoli, la FSH se une a

su receptor especifico y da inicio a una serie de eventos bioquimicos similares a los
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producidos por LH (88). En las células de Sertoli se activa la proteina cinasa dependiente de
AMPc (89) y se estimula la transcripcion y la sintesis protéica, la cual incluye la sintesis de
proteinas unidoras de andrégenos (90), asi como la activacién del complejo de aromatasas
que convierte T en estradiol (E,) (91). La FSH juega ademds un papcl indirecto en la
esteroidogénesis, dado que induce 1a maduracién de la células de Leydig durante el desarrolio

e incrementa el mimero de receptores para LH en estas cé€lulas (92).

b. Funcidn ovdrica de las gonadotropinas

El ovario es una estructura multicompartamental con diferentes y variables
propiedades biolégicas, que puede ser dividido en dos compartimientos bdsicos: corteza y
médula. La corteza contiene estructuras foliculares en diferentes estados de desarrollo
circundadas por el estroma y las células intersticiales. La médula estd constituida
principalmente por vasos sanguineos, nervios y fibras musculares (75). Durante el ciclo
ovulatorio, un coordinado mecanismo multihormonal da por resultado el desarrollo y

liberacién de un gameto femenino.

En el ovario, la accién de LH y FSH se ileva a cabo en dos tipos de células
foliculares: las células de la granulosa y las de la teca. En ambos tipos celulares LH y FSH
activan la esteroidogénesis a través de sus receptores y en concccuencia, via AMPc y
proteina cinasa (93). Los receptores para FSH han sido encontrados unicamente en las células
de 1a granulosa (94). Los receptores para LH se expresan en las células de 1a granulosa sélo
en algunos estadios de maduracién (95) y estin presentes de manera constitutiva en las

células de la teca ovdrica (96).
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S. Esteroidogénesis gonadal

En los mamiferos existen tres érganos endécrinos especializados en la produccion de
esteroides: la gldndula suprarrenal, el ovario y el testiculo. En estadios especificos como el
embarazo, la placenta se presenta como la mayor fuente de hormonas esteroides (65). Las
rutas bioquimicas y sus complejos enzimdticos son muy similares en todos los tejidos
esteroidogénicos. Los esteroides son derivados del colesterol, el cual es producto de la
hidrélisis de los ésteres de colesterol almacenados en forma de lipidos en el organismo; estas
reservas se foriman por sintesis de novo del colesterol o por transferencia de éste a las células

a partir del torrente sanguineo (97). La figura 4 muestra los principales pasos en la

biosintesis de esteroides.

Figura 4.
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En las células dc Leydig del testiculo, ¢l primer paso en la biosintesis de andrégenos
¢s la ruptura de la cadena lateral del colesterol, cste paso 1o realiza la enzima que rompe Ia
cadena lateral conocida como P450scc, la cual es en realidad un complejo enzimiitico
asociado a la membrana mitocondrial y que cataliza tres reacciones separadas: 20a-
hidroxilacién, 22-hidroxilacion y la escicién en C20 y C22 del colesterol, estas reacciones
son consideradas el paso limitante en la esteroidogénesis (98). La P; resultante de la reaccion
anterior es convertida a progesterona (P,) por una reaccién catalizada por un complcjo
enzimiditico microsomal designado como 38-hidroxiesteroide deshidrogenasa/ a 4- a Sisomerasa
(3B8-HSD), cste complejo produce la deshidrogenacién e isomerizacién de esteroides C21 y
C19, conectando asi las vias denominadas como ruta-a 4 y ruta-45 (99). Los substratos para
esta enzima son ademds dec la Ps, la | 7a-hydroxipregnenolona y la dehidroepiandrosterona
(DHEA). La 17«x-hidroxilacion de 1a Ps o 1a Py que da por resultado la ruptura de las uniones
en C17-C20, es catalizada por un complejo enzimdtico constituido por Ia 17a-hidroxilasa
citocromo P450 y la 17-20 esteroide desmolasa (P450c17) (98). Esta constituye la reaccion
clave en la biosintesis de andrégenos. El paso final en la biosintesis de andréogenos en ¢l
testiculo, es la reaccién reversible entre la androstendiona (A) y la T por medio de la enzima
178-hidroxiesteroide deshidrogenasa testicular 6 enzima tipo 3 (178-HSD) (100). El derivado
activo de la T, la Sa-dihidrotestosterona (So-DHT), es formado a partir de T via la So-

reduccion que se realiza en muchos 6rganos blanco de los andrégenos como la préstata y

cerebro (101-102).

En el ovario, la ruta metabélica para la formacién de estrégenos a partir de colesterol
via la formacion de esteroides C21 y Cl19, es pricticamente la misma que en ¢l testicuto

(Fig.4). Los estrégenos son producidos por los foliculos ovdricos por un mecanismo que
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interrclaciona las células de la granulosa con las de la teca. La granulosa es dependiente para
la formuacion de cstrégenos, de la disponibilidad del precursor principal, la androstendiona
y en menor grado de la testosterona, suministrados por la teca (65). El paso final en la
biosintesis de E, en el ovario lo realizan la 178-HSD y la aromatasa. La mayor actividad de
178-HSD ovirica estd dada por la isoforma de la enzima denominada como 178-HSD tipo
1, la cual ha sido asociada principalmente a la fraccion citosélica de la granulosa en donde
tiene una alta especificidad por estrégenos (103-104). La aromatasa es un complejo
enzimitico que consta de dos partes: citocromo P450 aromatasa y NADPH citocromo P450
reductasa, asi el complejo que denominaremos como P450arom, cataliza la aromatizaciéon del

anillo A de los andrégenos para la formacién de un anillo A fendlico caracteristico de los

estrégenos (98).

6. Mecanismos regulatorios

Dentro del eje hipotdlamo-hipéfisis-génada operan una variedad de sistemas de control
que regulan inicialmente la secrecion de 1. H y FSH a partir de los gonadotropos hipofisiarios.
Estos sistemas incluyen la liberacién pulsaiti! de LHRH de la eminencia media y las seiales

bioquimicas estimulatorias e inhibitorias provenientes de las génadas y que actiian sobre la

hipd6fisis y el hipotdlamo.

En los mamiferos macho el eje hipotdlamo-hipéfisis-testiculo opera de manera
negativa, dado que los niveles normales de esteroides gonadales inhiben la secrecién de LH
y FSH (Fig.5). Tanto T como E2 inhiben la secrecién de LH. La T puede ser metabolizada
a E2 en el cerebro y la hipdéfisis, pero las dos hormonas acthian de manera independiente

(75). La DHT, que como se mencioné anteriormente es un derivado de la T, es un
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andrégeno no aromatizable que también ejerce un efecto negativo sobre la secrecién de LH.
La T parece tener accién negativa sobre la secrecién de LH no sélo a nivel hipotaldmico,
sino que también a nivel de la glindula hipofisiaria, dado que en pacientes deficientes de
LHRH, la administracién exégena de T resulta en una disminucién de la concentracién de
LH (10S). El control regulatorio de FSH es mediado principalmente por esteroides gonadales
a nivel hipotal§mico e hipofisiario, sin embargo, existen factores de estructura no esteroidal
como inhibina, folistatina y activina, que son péptidos de origen gonadal que participan en
el control de la secrecién de FSH (106). En modelos animales ha sido demostrada la
importante participacién de inhibina, ya que ni T, ni E2 son capaces de inhibir
completamente la liberacién de FSH (107). Se sabe también que la concentracién en suero
de FSH aumenta en relacién directa con la pérdida de elementos germinales en el testiculo
(108).

Figura S. Eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Testfculo
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El control de la funcion ovidrica resuita de un mecanismo complejo de sistemas de
retroalimentacién denominado ¢je hipotilamo-hipéfisis-ovario (Fig.6), los cuales involucran
hormonas gonadotrépicas hipofisiarias, esteroides y proteinas secretadas por los ovarios (109-
110). La fluctuacién caracterfstica en suero de las hormonas se asocia en los mamiferos
hembra al ciclo ovulatorio. Al inicio del ciclo FSH estimula la produccién de estrégenos por
la granulosa, mientras I.LH induce la produccién de andrégenos en las c€lulas de la teca de
los pequeiios foliculos antrales (111-112). Los esteroides producidos asf por el ovario pasan
al torrente circulatorio e inhiben la liberacién de gonadotropinas a nivel hipofisiario. La FSH
estimula ademds la sintesis de inhibina, activina y folistatina en las células de la granulosa
(113-115). Se ha demostrado que la inhibina y la folistatina pueden inhibir la sintesis y

secrecion de FSH en las células hipofisiarias. Por el contrario, la activina estimula la

los estimulos hormonales mencionados algunos foliculos se

La

secrecién de FSH. Con

diferencian al estado preowvulatorio y producen grandes cantidades de estrégenos.
concentracion de E, alcanza su nivel maximo en esta fase, llegando al uinbral que estimula
la liberacién de un pulso de LH de la hipdfisis, constituyendo este el iinico efecto de
retroalimentacién positivo de E,. La ovulacién es disparada cuando el foliculo preovulatorio
es expuesto al pulso de LH. Posteriormente las células foliculares de la teca y la granulosa
sufren profundos cambios morfolégicos y bioquimicos (116), en un proceso denominado
luteinizacion que culmina con la formacién del cuerpo luteo. En este periodo la granulosa
adquieren la maquinaria biosintética para la produccién de grandes cantidades de P,. Si no
hay fertilizacién el cuerpo luteo es reemplaza;io por tejido fibroso. En este momento otros

foliculos primarios inician su crecimiento y maduracién, iniciando un nuevo ciclo.
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Figura 6. Eje Hipatdlamo-1lipéfisis-Ovario
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7. Ciclo estral

Mouchos de los conocimientos que hoy en dia tenemos acerca del ciclo ovdrico de los
mamiferos de ovulacion espontinea, se basan en estudios realizados en el ciclo estral de la
rata. El periodo de tiempo en que las hembras aceptan a los machos para copular se conoce
como perfodo de celo o estro. El ciclo estral comprende el periodo de tiempo entre un
periodo de estro y el siguiente, en la rata la duracién del ciclo es de 4 6 § dias (117). Los
primeros 2 6 3 dias corresponden a los periodos conocidos como diestro 1 (D1) y diestro 2

(D2) respectivamente, este periodo preovulatorio se caracteriza por bajos niveles de
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gonadotropinas , crecimiento folicular y aumento progresivo en la secrecion de estrogenos;
el siguiente periodo se conoce como proestro (P), en esta etapa los foliculos han alcanzado
la etapa preovulatoria y el E2 llega a su mdximo, disparando la liberacién de LHRH y la

liberacion hipofisiaria de un pulso de LH, el cual da por resultado liberacién del 6vulo

durante el periodo siguiente denominado estro (E) (117).

Las diferentes etapas del ciclo estral pueden ser monitoreadas por medio del estudio
de los cambios del epitelio vaginal. En el frotis vaginal pueden ser observados uno 6 mais
tipos celulares, y serd el tipo celular predominante el que indique la etapa del ciclo estral en
la que se encuentre la rata. Los tipos celulares que pueden ser observados em un frotis
vaginal de rata son: células epiteliales nucleadas, leucocitos polimorfonucleares y células
epiteliale.s superficiales o escamas. En la rata intacta se pueden observar las siguientes
caracteristicas: durante el DI, se observan leucocitos y células nucleadas, en el D2 en el
frotis vaginal muestra abundancia de leucocitos, en el estadio de P se presenta predominancia

de células nucleadas y finalmente en el E la citologia vaginal muestra abundancia de escamas

a17).
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JUSTIFICACION

El balanceado y eficiente funcionamiento del sistema enddcrino es esencial para la
realizacién normal de los procesos reproductivos. Alteraciones a cualquier nivel dentro de
los mecanismos enddcrinos regulatorios traen como consecuencia serios trastormos que
afectan no sélo la capacidad de reproduccion, sino que también la conducta de las personas.
Por tal motivo es de suma importancia recabar la mdxima informacion posible acerca de los
cambios enddécrinos que se presentan en aquellos padecimientos en que se ve alterada la
funcioén del eje hipotilamo-hipéfisis-génada, como en el caso del sindrome nefrético, en el
cual a pesar de que es ya conocida la existencia de anormalidades que afectan el eje tiroideo,

¥ que la experiencia médica indica que se altera la funcién reproductiva, estas alteraciones

no han sido documentadas. El estudio de los cambios endScrinos en este tipo de
enfermedades permitird avanzar en el conocimiento de los complejos mecanismos de control

homeostitico y establecer un mejor manejo terapéutico del paciente.
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OBJETIVO

Estudiar las alteraciones que sobre el eje hipotdlamo-hipofisis-

génada se presentan en el sindrome nefrético de la rata.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer el perfil enddécrino reproductivo de la rata con SN en fase

aguda.

Estudiar en la fase aguda del SN, los efectos de los cambios

endécrinos sobre la capacidad reproductiva, los sitios disponibles del
receptor de andl"égenos (RA) y el peso de los tejidos andrégeno

dependientes en la rata macho, asi como sobre el ciclo estral en la rata

hembra.

Estudiar de manera secuencial durante la instalacién del SN, los

cambios en el perfil end6erino reproductivo, en el peso de los tejidos

andrégeno dependientes y en el ciclo estral.

Establecer el perfil endécrino reproductivo de la rata con SN en su

fase de remision.
Evaluar en la fase de remision, la capacidad reproductiva, el peso de

los tejidos andrégeno dependientes y el ciclo estral.
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MATERIALES Y METODOS
Reactivos: ]
El aminonucleosido de puromicina (ANP), se adquirié de Sigma Che‘mical Co. (St.
Louis, MO). El yodo radioactivo (‘*I, ae=80- lOO /LCI/[.Lg) Y [l 7ce-metil-
H]dimetilnortestosterona (DMNT, ae=89 C1/mmol) se compraron a Amersham

International (Londres, UK). La 7a,l7a-d|met11 l7B l’udrox1-4-cstren-3 ona (DMINT

radioinerte) se adquirié’ de Stera]o:ds Inc (NY) Los demas reactivos fueron grado

reactivo.

Animales:
Se emplearon ratas macho y hembra - Wlsta.r. adultas de 200-300 g de peso,.

mantenidas en ciclos de 14 h lu7 y 10 h oscundad con'agua'y comlda gd hblxum El

SN se les indujo myectando una tnica’ dosxs vxa SC de ANP 15 mg/ lOO de peso »

fertilidad probada.

Diseiio Experimental:

El estudio se diseii6 para explorar las a]teracxones 'ndécnnas reproductlvas en Ias

enfermedad P

fases aguda y de remisién dg 1
de la literatura (26) qlie indican que,el, $
establece entre los dlas 7-10-

posteriores a la admlmstracxén de A.N'P por lo que co s:demmos'al dla 10 como fase -
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aguda del padecimiento y el dia 30 como fase de remision.

El protocolo experimental se dividio en 6 ctapas, en cada una de las cuales se valoro
el estado nefrdtico en base a las caracteristicas de proteinuria, hipoproteinemia e

hipercolesterolemia.

Etapa 1. Rata macho, fase aguda (dia 10).
Para alcanzar parte de los objetivos 1 y 2, en esta etapa el estudio tuvo como fin
establecer el perfil endécrino reproductivo en la rata macho en base a las
cuantificaciones en suero de las siguientes hormonas: LH, FSH, PRL, Tt, Tl, E,, P,,
y A, asi como la determinacién de los sitios disponibles del RA y los pesos de los

tejidos andrégeno dependientes como préstata ventral y vesicula seminal.

ho ncial (dias 3, 7, 10).
Para alcanzar parte del objetivo 3, en esta etapa se evaluaron los cambios endéerinos
en la rata macho, en el periodo de tiempo en que se instala el sindrome agudo. Se
cuantificé para ello un perfil hormonal que comprendié de LH, FSH, Tt, Tl y E, en
suero, asi como de T en orina (To). También se registré el peso de los tejidos

andrégeno dependientes y el peso corporal de los animales.

h f: ud ia 1
Para complementar los objetivos 1 y 2 del estudio, en esta etapa el estudio tuvo como
fin establecer el perfil endécrino reproductivo en la rata hembra en base a las

cuantificaciones en suero de las siguientes hormonas: LH, FSH, PRL, E,, y P,. En
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csta ctapa se evalud también ¢l estado del ovario mediante un estudio histologico del

mismo.

ias 1 Z.1
Para completar el objetivo 3 del estudio, en esta etapa se evaluaron los cambios
enddcrinos en la rata hembra, en el periodo de tiempo en que se instala el sindrome
agudo. Se cuantificé para ello un perfil hormonal que comprendié de LH, FSH, P,

y E, en suero, y se monitoreé diariamente el ciclo estral.

S m f; e remisié i

Para alcanzar el objetivo 4 del estudio, se cuantificaron en la fase de remisién las
concentraciones de LH y Tt en la rata macho, y de LH y E, en la rata hembra,
teniendo como pardmetro control grupos para evaluacién hormonal en el dia 10.

También se realizé en esta etapa, el registro de los pesos de los tejidos andrégeno

dependientes y el monitoreo del ciclo estral.

Para alqanzar el objetivo 5 del estudio, en esta etapa se procedié a realizar montas
entre los animales nefréticos de ambos sexos en fase aguda y de remisién, con
hembras y machos respectivamente, por pen‘odos‘ de 4 dias consecutivos. En fase
aguda la monta se realizé entre el dia 7-10, y en la fase de remisién entre el dia 30-
33. En caso de fertilizacién positiva, el embarazo se dejé progresar para recabar

informacién sobre las camadas, principalmente mimero de crias, sexo y peso al

destete.
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Monitoreo del ciclo estral:

Los ciclos ovdricos fueron monitoreados basados en el examen diario por frotis
vaginales de cada rata, considerando que el ciclo estral de la rata ocurre cada 4 dias

en patrones que comprenden 4 etapas diestro 1 (D1), diestro 2 (D2), proestro (P), y

estro (B) (117).

Toma de muestras:

En los dfas referidos en las etapas a realizar se sacrificaron ratas por decapitacion y
se tomaron muestras de suero, las cuales se mantuvieron a -20 °C hasta su
procesamiento. Se colectaron muestras de orina de 24 h, en esos mismos dias. En los
casos necesarios se procedié a tomar muestras de tejidos, en la rata macho: préstata

ventral y vesfcula seminal, también se registré el peso corporal de cada uno de los

animales.

Cuantificaciones:
Las mediciones bioquimicas realizadas fueron las siguientes: en suero, colesterol,

albiimina y proteinas totales por método colorimétrico (26, 28), y en orina proteinas

totales por método colorimétrico (26).

Las hormonas protéicas cuantificadas fueron: LH, FSH y PRL. La medicion se
realizé por radioinmunoanilisis (RIA) con separacién por segundo anticuerpo con
reactivos donados por Los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos (NIH,
NIADDK, Bethesda, MD), utilizando como estdndares las preparaciones

internacionales L. H-RP-3, FSH-RP-2 y PRL-RP-2. Los coeficientes de variacién intra-
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e inter-andlisis fueron de 5. 1% y 6.5% para LH, 4% y 7.9% para FSHy de 3% y
8.2% para PRL..

Los esteroides P,, E;, A, Tt y Tl en suero y Tt en orina, se cuantificaron por RIAs
en fase sélida comprados a Diagnostic Product Corporation (Los Angeles, CA). Las
variaciones intra- e inter-andlisis fueron de 2.0% y 5.4% para P, 6.1% y 7.4% para

E;, 4.1% y 6.0% para A, 4.4% y82% paraTt, yde 3.4% y 5.9% para TL.

Los sitios disponibles del RA fueron determinados por ensayo de unién en los tejidos

andrégeno dependientes: préstata ventral y vesicula seminal, asf como en tejidos
sensibles a los andrégenos como: riiién, gléndula de Harder, hipdfisis e hipotdlamo.

El ensayo de unién se realizé empleando extractos citosélicos de Jos tejidos y como

trazador a la HDMNT y un exceso de 200 veces del esteroide radioinerte.

Examen Histoldgico

Los ovarios de las ratas nefrGticas y las controles fueron fijados en solucién de

Kamovsky’s (118), posteriormente fijados con OsQO, al 1% en buffer Zetterkvist (119), y

finalmente embebidos en Epon. El tejido se seccioné en cortes de 1 um y se tifi6 con azul

de toluidina al 1 %.

Anilisis Estadfstico

Se empled la prueba de "t" de Student no pareada para comparar los datos quc

presentaran una distribucién normal, en caso contrario se empleé la "U" de Mann-Whitney,

considerando como significativa una p< 0.05.
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RESULTADOS

Los resultados se presentan siguiendo el orden de las etapas realizadas en cl estudio:

Etapa 1. Rata macho, fase aguda . La tabla 1 muestra los resultados de las
determinaciones bioquimicas realizadas el dia 10 del SN. Se observa una disminucion
significativa en la concentracion de proteinas y un aumento del colesterol en suero; las

proteinas en orina aumentan significativamente respecto del control.

Tabla 1.

.. _.Datos Bioquimicos
en la rata macho nefrética

Dia 10
Suero Orina
(AlbUmina .. Prot.T  Colesterol | 1] Prot.T
g/dl g/dl mg/dl mg/vol
X 3.6 8.6 73 5.7
1z 0.26 1.04 17 2.19
n 10 10 10 9
= * B -
1X 1.60 8.77 330 494
| os 0.23 0.43 69 205
n 11 10 10 e
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El perfil end6crino reproductivo de la rata macho con SN en fase aguda se presenta

en la tabla 2, los resultados muestran una baja significativa de ambas gonadotropinas LH y

FSH, asi como de T tanto libre como total, las concentraciones de A, también disminuyeron

y particularmente el E; bajé a niveles menores a la sensibilidad de] RIA. No se observaron

cambios significativos en las concentraciones de PRL y P, respecto del grupo control. El

peso corporal de las ratas nefréticas disminuyS durante el periodo de estudio a pesar de la

presencia de liquido de ascitis en estos animales Ilegé en algunos casos a superar los 60 ml.

Tabla 2.

36

Dia 10 o
e g e e R TN
rGP Peso LH PRL FSH Tt Tl E2 P4 A n
g ng/ml ng/ml ng/mli ng/ml prg/mi pg/mi ng/mi ng/mi S
C 303 2,63 2,64 3,55 2,49 15,9 20,23 3.75 1,46 /10
= a2 *0.94 +0.84 *1.15 *1.21 *7.7 +6.3 =33 *o.82({ "
N 245 | * 1,00 2,95 |* 0,40 |{* 0,07 |* 0,44 [*N.D. 1,75 {*:0,37. {10
L *a7 +o0.93 *0.97 +0.39 +0.09 +0.48 +1.67 *o.19| -
X=DS N.D.= no detectable * p < 0.05




El efecto de los cambios enddécrinos sobre ¢l RA en la fase aguda del sindromce
inducido en la rata macho sc presenta en la figura 7. Se pucde observar un aumento en ¢l
nimero de sitios disponibles para andrégenos en préstata, vesicula seminal, glindula dce

Harder e hipdfisis. El rinén y el hipotdlamo no presentaron cambio alguno.

*HDMNT fmol-unidas /mg de proteina

Figura 7. 80
- RNcontwrot il Netroricas
80
40
20
O Frostata Riddn  Hipotdlameo Hipdtisie

X2DE *p < 0.05 n=8
El efecto de los cambios enddcrinos sobre el peso de los tejidos andrégeno

dependientes y andrégeno sensibles se muestran en la figura 8. Se ven afectados tinicamente

los pesos de los tejidos andrégeno dependientes y el epididimo, provenientes de animales

nefréticos.

Figura 8. gramos
2 B |
Control - Nefréticas

H.G. Rifbn G.Prepucial Testiculo Epididimo

Prostata v.S.

X:DE * P <005 n=®
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Epata 2. Rata macho, secuencial. El estudio realizado en los dias 3, 7 y 10 posteriores

a la administracién del ANP a ratas macho, apornté los siguientes resultados: la tabla 3
contiene los datos bioquimicos de manera secuencial, en ella se observa como la instalacién
del sindrome se di entre los dias 7 al 10 como lo reporta la literatura, con las caracteristicas
de disminucién en las concentraciones de proteinas totales y albiimina, y un aumento en la
concentracién en suero de colesterol. En orina es también claro el aumento de proteinas
totales entre el dia 7 y 10.

Tabla 3.

nes Bioquimicas en suero y orina de
ho control (C) y nefrsticas (N). -

Proteinas Colesterol Albamina Proteinas
Dias Totales on Orina
g/di mg/d| g/dl mg/24h
3 C 7.3x0.2 56.3+ 3 3.2+ 0.1 153+ 2
N 5.9x20.4 80.4= 7 3.4= 0.2 277 4
7 C 7.7x0.2 x 766= 4 | 34x01 | 249> 4
N | * a.4x0.1 357.0= 21 1.4x 0.06 570.0= 44
10 © | » 8304 « 822x 7 * 31x0.08 298+ 7
N 5.0x20.1 324.0216 1.2= 0.03 410.0= 56
X=ES * P< 0.05
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El perfil endocrino estudiado secucencialmente se presenta en la figura 9, como pucde
verse existe una disminucion significativa a partir del dia 7 en las concentraciones dc todas
las hormonas evaluadas.

Figura 9.
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Los cambios registrados durante el estudio secuencial en los pesos de los tejidos
andrégeno dependientes se presentan en las figuras 10 y 11. Tanto el peso de Ia préstata

como el de la vesicula seminal se ven significativamente disminuidos précticamente durante

todo el estudio.

Figura 10.
[ Préstata Ventral |
c
0.8 grames N -
0.3
0,28
0.2
0,18
0,1t
0,08
(I
3 7 10 Dias
X288 * p<008 n=7
Figura 11. ‘
| vesicula Seminal |
c
gramos ~N -
0,8
0,8
0,4
0,2
o

b L4 10 Dias
X2ES ® p<c008 n=?



El registro secuencial de peso corporal en los dias 3, 7 y 10, se muestra en la figura
12. No se observan cambios imporantes en el peso corporal de los animales nefréticos,
excepto en ¢l dfa 3, sin embargo debemos hacer notar que estos animales presentaban

abundancia de liquido de ascitis (volumen promedio recuperado de 35 ml).

Figra 12.
| Peso Corporal ] c
gramos

300

200

100

LN
10 Dias

3
X:ES % p<0.0S n=7

Los resultados de la evaluacion secuencial de la T en sus fracciones total y libre en
suero, asf como su presencia en orina, se presenta en la figura 13. Los resultados muestran
una disminucion paralela de Tt y de T1, las cuales estdn significativamente disminuidas en
los dias 7 y 10. La concentracién de testosterona en orina no presenté cambios significativos

a lo largo del estudio auque mostré una tendencia a la baja en el dia 10.
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Eiapa 3. Rata hembra, fase aguda, El perfil end6crino reproductivo evaluado en el
dia 10 posterior a la administracion del ANP se muestra en la tabla 4. Los resultados indican
una disminucién significativa de LH y P,, asf como una extraordinaria disminucién de E, a
niveles indetectables al realizar las comparaciones con los datos de nuestros controles, sin
embargo cuando se comparan los valores de las ratas nefrSticas con los reportados como
nommales en la fase de D en las que se estacionan las ratas, solamente el E, resulta estar

fuera de estos limites, llegando a niveles indetectables.

Tabla 4.
Dia 10
p
aru Peso Fases LH FSH PRL P4 E2 n |
po g Ciclo ng/mil ng/mt ng/mli ng/ml pg/mi
C 249+17 PEDD 4.8+ 1 5.0%x1.7 26.5x20 16.8+3 28.6x7 17
* * *
N 24119 DDDD 0.4+0.1 3.6x1.2 17.0x 6 6.4x1 N.D. 15
) )
| © Yalores hormales 0.2-1 2.2-6 10-30 3.28 20-45 )
%l- nefroticas C= controles D= diestro P= Proestro E= Estro
=

N.O.= no detectable

* p<0.05

La figura 14 muestra los resultados del estudio histolégico del ovario, €l panel 1
presenta un corte de ovario control, en el se observan foliculos en diferentes estadios de
desarrollo (af= folfculos antrales y aa= foliculos atrésicos), en ¢l panel 2 se muestra un
corte de ovario de rata en estado nefrético, en el se observan exclusivamente foliculos

atrésicos.
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Figura 14.




Etapa 4. Rata hembra, sccuencial. Los resultados de la evaluacion bioquimica en los

dias 1, 3, 7 y 10 posteriores a la administracién del ANP se presentan en la tabla 5. Los
datos indican que las concentraciones de proteinas totales disminuyen significativamente entre
los dins 7 y 10, en cste mismo periodo las concentraciones de colesterol aumentaron ¢n
suero. Las cuantificaciones de proteinas en orina indican un aumento significativo a partir

del dia 3, que llega a ser de hasta 9,000 % entre los dias 7 y 10.

Tabla §.

‘Determinaciones. Bioquimicas en sueroy
' fréticas (N).
Proteinas Proteinas
Dia Totales Colesterol en orina N
g/dl mg/di mg/24h

1 c 9.5+0.2 69.5+ 18 59+ 1 3
N 9.2+0.1 84.5* 3 4.7 1 8
3 (o} 9.4+0.4 77.0x 2 - 72+ 2 3
N 7.520.2 83.0+ 6 22.0+ 3 s
; © 10.4+0.2 103.0= 4 . 4704 3
N | * 5.7=0.1 * 364.0= 51 392.0< 33 s
10 © 9.3+0.4 . 625% 2 . 63% 2 3
N |* 6.7%02 309.0= 33 576.0= 49 s

X+=EsS * P< 005
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El perfil endécrino reproductivo estimado secuencialmente en la mta hcmbr:; se
mucstra en la figura 15. Las concentraciones de LH disminuycron significativamente en los
dias 7 y 10, mientras la FSH no presenté cambio respecto de los grupos control a lo largo
del estudio. Los valores de P, disminuyeron moderadamente en los primeros dias hasta
presentar una diferencia significativa en el dia 10 del estudio. El E, bajé significativamente

desde el dia 3 llegando a niveles indetectables en los dias 7 y 10.

Figura 15.
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La figura 16 muestra el patréon diario del ciclo estral del estudio secucencial de 10 dias.
Se obscrva claramente la pérdida del ciclo a partir de los primeros cuatro dias posteriores a

la administracion del ANP. Los animales se estacionan en la fase de D y no presentan E en

L tase aguda.

Figura 16.
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Etapa 5. Rata macho y hembra, fase de remisién. La figura 17 muestra los resultados

de las cuantificaciones bioquimicas tanto de animales controles como de nefréticos en las

fases aguda y de remision. Estos resultados muestran la existencia de reversibilidad en el dra

: Dia 10 Dia 30

30 de las alteraciones en los valores de protei y col ol en suero, asi como de¢ proteinas
cn orina.
Figura 17. _
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En esta etapa del estudio se rcalizaron mediciones en fase de remisién de animales
ncefréticos teniendo como control animales nefréticos en fase aguda. La figura 18 muestra los
resoltados obtenidos, se puede observar una clara reversion en los valores de LH y T en Ia

rata sacho, asi como de LH y E, en la rata heibra hacia el dia 30 dcl estudio.

Figura 18.
l;fHem‘bra'il
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X+=ES *p<005 n=7
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Para detectar cambios en el ciclo estral en las dos fases del padecimiento se monitored
el ciclo durante 15 dias previos a la administracién del ANP y por los 30 dias restantes. En
la figura 19 se muestran los resultados del seguimiento del ciclo durante el estudio, s¢
obscerva en este patréon una pérdida pasajera de ciclicidad de alrededor de 20 dias, despuds

de lo cual los animales comienzan nuevamente a tener ciclos regulares de 4 dias.

Figura 19.
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Etapa_6, Rata macho y hembra, capacidad reproductiva en las fases aguda y de

remisién. La tabla 6 muestra los resultados de la evaluacién de la capacidad reproductiva

medida en base a la tasa de fertilidad (miimero de animales en la monta / nimero de

prenados) que se expresa también como porcentaje de fentilizacion de ratas nefroticas de
ambos sexos. Se puede observar en base a estos valores que durante la fase aguda del
sindrome, el porcentaje de fertilidad disminuyé a cero en la hembra y a 37 en el macho, y
que este porcentaje se reestablece a lo normal en Ja fasc de remisién. La tabla mucstra

ademds el nimero de productos promedio por camada, el porcemtaje de sexo y el pcso al

destete en las camadas, todos estos valores fueron similares en todas las camadas.

Tabla 6.

[ Capacidad Reproductiva en 1a rata Nefrética ]

- b
Tasa de [frertilidad | Productos| S®xo| o
Fertllidad - n FM 9
dia 10 Controles Y2 100: | ~11=2 ‘[s1]a9| e0=6

dis 30 Cantroles

dia 30




DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio establecen la existencia de alteraciones
endéScrinas en la rata con SN inducido por ANP. Estas alteraciones afectan claramente la

funcion del eje hipotdlamo-hipdSfisis-génada en las ratas de ambos sexos.

En la etapa inicial del estudio, previa caracterizaciéon del SN en la rata macho en base
a la presencia de proteinuria, hipoproteinemia e hipercolesterolemia, el perfil hormonal
evaluado indicé que en la fase aguda del SN la rata macho desarrolla hipogonadismo
hipogonadotrépico manifestado por disminucién significativa en las concentraciones
circulantes de las gonadotropinas I.H y FSH, asi como de esteroides sexuales tales como A,
Tt, Tl y E,. La pérdida de andrégenos se reflejé en una disminucion del peso de los tejidos
andrégeno dependientes, condicién que no afecté a tejidos como riiton, gliéndula prepucial,
glindula de Harder y testfculo. Es probable que el testiculo no se haya afectado por la
duracién tan corta en la instauracién de la fase aguda del sindrome. También se encontré un
auvmento de los sitios de unién disponibles del RA tanto en prdstata como en vesicula
seminal, e interesantemente encontramos un aumento del RA en la hipéfisis. Este aumento
de sitios de unién del RA en la hipdfisis pudiera apoyar la teoria expuesta por Glass y cols.
(41) que propone la existencia de hipersensibilidad hipotaldmica-hipofisiaria a los andrégenos
como causa del hipogonadismo en el SN de la rata, condicién que también ha sido sugerida
en padecimientos multisistémicos como la diabetes, como causante de la falla en el eje
hipotdlamo-hipdfisis-génada en este padecimiento (1). La concentracién de P, tuvo tendencia
a la baja en cl dia 10, esta disminucién pudiera indicarnos una alteracién generalizada sobre

toda la ruta metabélica de biosintesis de esteroides, que pudiera iniciarse con una falla en la
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activacién de la enzima P450,.. mediada por LH, que conduciria a una falta de disponibilidad

de sustratos para la sintesis de andrégenos.

Aunque el SN tiene similitudes con la insuficiencia renal crénica, observamos una
clara diferencia respecto del control sobre la secrecion de PRL, la cual en nuestro modelo

no presenté cambio alguno, mientras en la insuficiencia renal crénica es caracteristica la

hiperprolactinemia (120).

Para definir los cambios cronolégicos del patron hormonal, en la etapa 2 del estudio
se analizaron las concentraciones de gonadotropinas y de esteroides sexuales durante la
instalacion de ta fase agada del SN oen la vata macho. Las mediciones bioquimicas indican
que tal como se ha reportado en la literatura ¢l sindrome se presenta entre los dias 7 y 10
después de la administracién del ANP, no cncontramos altcracion significativa cn las
concentraciones de colesterot y proteinas en sucro y orina cn ¢l dia 3, aunque se denota una
tendencia hacia la proteinuria, hipercolesterolemia e hipoproteinemia. De igual forma el
perfil hormonal no mostré cambio significativo, sino una tendencia a la baja en las
concentraciones de LH, FSH, T y E, en ¢l dia 3, indicando que las alteraciones hormonales
se presentan en forma paralela a la instauraciéon de SN. Todas las hormonas medidas
disminuyeron significativamente en los dias 7 y 10. El peso de la préstata y la vesicula
analizados de manera secuencial muestran una disminucion progresiva a lo largo del estadio,
Ia cual en la vesicula se detecta significativamente desde ¢l dia 3, indicando que Ia
disponibilidad y actividad de los andrégenos se altera desde ctapas muy tempranas dol

padecimiento. Con objeto de analizar si la falla en la actividad androgénica en los tejidos
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andrégeno dependientes 6 la Supuesta hxpersensxl:nhdad hlpo!"SIana a:.T, se dcbm a un

aumento en la fraccidn libre de T y por consuguxente un aumemo e' su de racmin urmana

en el presente trabajo se reahzaron las medlcxon’ S C alesAmucstran que

no existe un incremento en la fraccion libre de T;:la do aumentada por

la perdida de la proteina transportadora de an(ih"ég) a“magnitud de la

proteinuria en el estado nefrético, sin embargo tah rinaria disminuyen en

la fase aguda. El peso corporal de los animales nefré es‘contundente puesto que la

presencia de liquido de ascitis impide la valora ldn»rea e este parimetro El con_;unto de

datos aportados en el modelo de la rata macho con SN,.npS permiten aseverar que existe un

daiio hipofisiario-gonadal que no excluye:la pahlcibacidn del hipotilamo, y que sugiere
alteraciones en la liberacién de gonadotropinas hipofisiarias, asi como en la ruptura de la
cadena lateral del colesterol 6 de la esteroidogénesis misma por falta de cofactores para las

enzimas tales como zinc, fierro, cobre y magnesio, que se sabe se pierden en la fase aguda

del SN (41).

EL estudio de las alteraciones enddécrinas en la rata hembra con SN mdlca que existe

dafio en la funcion hipofisiaria-ovdrica en estos animales durante la fase aguda del sindrome.

En el dia 10 posterior a la administracién del ANP, fue clara la ausencxa de

comparacién entre los grupos de ratas’ nefrém.as y los’ comroles, pero si‘se toma en cuenta
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el intervalo normal reportado para la fase D del ciclo, en la cual se estacionan las ratas
nefrdticas, solamente el E, se¢ encuentra fuera del intervalo normal. El estudio histolégico del
ovario mucstra atresia folicular masiva en las ratas tratadas con ANP. lo cual puede explicar
la ausencia de E, en la fase aguda, dado que esta bien establecido que las células foliculares
son la fuente principal de este esteroide (117). El estudio cronolégico de los cambios
enddécrinos en la rata hembra con SN mostré un comportamiento similar al de los machos
respecto a la instauracién del SN, con las caracteristicas de proteinuria, hipoproteinemia e
hiperlipidemia entre los dias 7 y 10. El perfil hormonal determinado de manera sccuencial
muestra discrepancia entre las gonadotropinas LH y FSH, mientras LH presenta una
disminucion significativa en los dias 7 y 10, FSH no tiene cambios, esto puede explicarse por
el distinto mecanismo regulatorio que opera para ambas hormonas (121). Sin embargo la
drdstica caida de las concentraciones de E, a partir del dia 3, aiin con niveles normales de
LH, sefiala una falla en la activacién de la esteroidogénesis mediada por LH via receptores
membranales de las células de la teca ovdrica. La posterior baja en los niveles de LH paralela
a la progresiva disminuciéon de E, nos indica una pérdida de la funcién hipotaldimica-
hipofisiaria en este sindrome, la cual puede deberse a un daio en el patrén de secrecion
pulsdtil de LH, asi como a la pérdida de los mecanismo de retroalimentacion positiva del gje
hipotilamo-hipéfisis-ovario. No obstante, no se puede descartar como factor responsable de
estas alteraciones, una posible falla en los mecanismos de liberacion de LHRH hipotaldmica.
La lenta disminucién de P, a lo largo del estudio puedec ser interpretada de acuerdo a la

literatura, como un producto residual liberado por cuerpos luteos de ciclos anteriores (117).
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El SN es un padecimicnto que como se mencioné anteriormente presenta. remisiones

muestran que las alteraciones asociadas con dafio en el eje hipotdlamo-hipo6fisi

la fase aguda del padecimicnto, espontineamente revierten ) déEpué
aplicacion del ANP. Las hormonas analizadas LH y T en la rata’ m:
en la rata hembra recuperaron sus niveles normales en )a faée’ de

ciclo estral en esta etapa muestra una carencia de c1clos ovulaton

porcentaje de fertilizacion disminuyé en un 63 porcuento dunntc, Ia fase aguda nnemms en

la rata hembra la capacidad reproductiva se perdié totalmente. Esta dlferencxa con segundad

tiene su fundamento en el diferente periodo de evolucién ncccsarlo para la’ formacnon de un -

gameto masculino y uno femenino. La maduracién folicular.en la rata hembra (,s un procc,\or
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que toma 4 dias para la liberacién del évulo, mientras el proceso espermatogénico dura 48 -
dias en la rata, por tal motivo en la evolucion del SN inducido por ANP, sec ve mds

la hembra. En paralelo con: la:

severamente afectada la capacidad reproductiva en
recupcracion de los valores hormonales durante la fase de remisién, la cép&'a‘cidad
reproductiva en ambos sexos fue recuperada a sus porcentajes normales, de ta!'fqrrﬁ::rx;ckluc
podemos postular que existen alteraciones sobre el eje hipotzilamo~hip6ﬁsis-g6n:ida en ‘eI'SN

y que ¢éstas se presentan de manera transitoria en ¢l SN inducido por primera vez.

Si bien los resultados aportados por el presente trabajo claramente indican que la rata
con SN desarrolla un desorden endécrino, no nos permiten establecer el mecanismo por el
cual se produce la alteracién en el eje hipotilamo-hipéfisis-génada, a pesar de haber realizado
mediciones secuenciales de los diferentes pardmetros endécrinos en el periodo previo a la
instauracion del sindrome. Sin embargo es posible sefialar que se trata de un dafo especifico,
dado que la administracién de una sola dosis de ANP conduce a la instalaciéon del SN agudo,
mientras miltiples 6 mayores dosis de ANP producen insuficiencia renal! crénica, el cual es
un padecnmlento renal que presenta caracteristicas enddcrinas distintas a las encontmdas en

el SN, principalmente hiperprolactinemia ¢ hipercstrogenismo (120-122).

El modelo del SN inducido por ANP en la rata, al igual que cualquier otré lﬁqdélo :

presenta limitaciones, no se puede descartar completamente la participzicki'én'

experimental,
directa del ANP en la disfuncién endécrina encontrada, sin embargo, el hecho de que s(e
compuesto se excrete en las primeras 8 horas posteriores a su administracién y que como se ‘

ha sefialado, altera los mecanismos de transcripcién, nos haria esperar una dlteracxon

enddcrina en el dia posterior a su aplicacién. Por otro lado, es claroc en nucstro leudm qm,
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todos los cambios enddcrinos evaluados se presentaron en paralelo con la aparicién de las
caracteristicas propias de la instalacién del SN en las ratas de ambos sexos; de igual forma.,
la remision de las alteraciones hormonales, ciclo estral, peso de los tejidos andrégeno
dependientes, asi como la capacidad reproductiva, remitieron a su estado normal en relacion
directa con la remisién del sindrome. Podemos asi confiar que la disfuncién enddcrina
encontrada no ¢s producto directo del compucsto administrado para la induccion del SN, sino

una alteraciéon que se presenta asociada al padecimiento mismo.



CONCLUSIONES

Los datos aportados por el presente protocolo nos permiten concluir que existe

disfuncién endé6crina en la rata con SN inducido por ANP. Esta disfuncién altera la

funcién del eje hipotilamo-hipdfisis-génada en ambos sexos.

a. En la rata macho la disfuncién end6crina se manifiesta por disminucién
significativa de las concentraciones circulantes de LLH, FSH y T, disminucién del

peso de los tejidos andrégeno dependientes, asi como por pérdida significativa de

la capacidad reproductiva.

b. En la rata hembra la disfuncién endScrina se manifiesta por disminucién
significativa de las concentraciones de LH y E,, pérdida del ciclo estral, atresia

folicular y en consecuencia falta total de capacidad reproductiva.

Las alteraciones enddcrinas en el SN se presentan transitoriamente durante la fase

aguda, presentando una clara recuperacién paralela a la remisién del padecimiento.

Las alteraciones en el eje hipotilamo-hipéfisis-génada encontradas en ratas de ambos
sexos, sugieren fuertemente una gama compleja de posibles alteraciones, de las que
podemos mencionar: falla en la liberacién de LHRH por el hipotilamo, daifio en los
mecanismos de liberacién hipofisiaria de gonadotropinas, falla en la activacion de 1a

ruptura de la cadena lateral del colesterol mediada por LH en las génadas, 6 dafio

generalizado que afecta a las enzimas esteroidogénicas.

ESTA TESIS NO DEFRE
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The reproductive hormonal profile was evaluated In female rats with experimental nephirotic
syndrome induced with a single subcutancous dose of puromycin aminonuclcoside (PAN). Scrum
concentrations of luteinizing hormone (LH), follicle-stimulating hormone (£°S11), progesteronc (17,),
testosterone and 17 3-estradiol (Ez) were determined sequentially in control #nd experimental groups
ondays 1. 3. 7 and 10 after PAN inistration. Prol in levels were also assessed on day 10. (n both
groups, vaginal smears were taken dally throughout the study to evaluate cyclic histological changes.
At the end of the experiment the histological appearance of the ovaries was evaluated by light
microscopy. Nephrotic rats had a rapid loss of the estrous cycle starting on day 4, which set them at
dlestrus. At the same time the hormonal evaluation indicated a gradual decrease in E>. LH and Py
concentratlons, starting from days 3. 7 and 10. respectively. No significant changes were noted in
FSH or testosterone values. Besldes, on day 10. prolactin concentrations remained unmoditied. Even
though most hormonal levels were found low on day 10. all values except E; (undetectable)
corresponded to the interval reported [or the diestrus phase. Likewise, histological examination of
ovarian tissue from nephrotic rats showed a considerable Increase In the number of atretic follicles.
These findi indl that fe le rats with nephrotic syndrome develop an important endocrine
dysfunction that probably involves steroidogenic tissues (ovary and/or adrenal gland), and suggest the

existence of a hypothalamic-hypophyseal impairment.

Marta Menjivar, Department of Reproductive Biol

Instituto D ! de la Nutricion Salvador Zubiran,

Vasco de Quliroga N.15, Tlalpan 14000. México. D.F.

Nephrotic syndrome induced by puromycin amino-
nucleoside (PAN) is an experimental model of the human
disease characterized by proteinuria, hypoproteinemia,
hyperlipidemia and edema (1., 2). The presence of non-
selective proteinuria reported for this disease indi-
cates that all protein fractions increase in urine within
8—10 days after drug administration (3). Likewise, the
albumin gene transcription is enhanced in the liver of
nephrotic rats (4. 5). Studies on hormonal disorders
in male nephrotic rats have been contradictory.
showing cvidence that indicates the existence of
hypogonadotropic hypogonadism (6) or the presence
of hypoandrogenism with a significant elevation of
serum luteinizing hormone (7). Disturbances of the
pituitary—-thyroid axis have also been reported (8).
Abnormalities at different levels of the hypothalamic—
pituitary—testicular axis are observed commonly in
both nephrotic animals and those with experimental
chronic renal failure (6, 9). In both renal diseases.

®Present address: Dept. !

Naci 1 Auté de Mé Mé

Fac. Qui;
D.F.

Univ: d

however, the female-related endocrine changes have
been poorly studied.

Despite the fact that hormonal disorders are also
known to occur in nephrotic paticnts, little has been
studied in males and, to our knowledge, there are no
report data concerning females (10). Accordingly, the
aim of this study was to evaluate the endocrine profile
of female rats with nephrotic syndrome, with particular
attention to ovarian failure.

Materials and methods “

Reagents

Puromycin aminonucleoside (PAN) was purchased from
Sigma Chemical Co. (St Louis. MO). All other chemicals
were reagent grade and available commercially.

Animals

Adult female Wistar rats weighing 200-250g were
maintained under 14-h light/10-h dark cycles. Water
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and food pellets were able ad libitum. Only rats
exhibiting three or more consistent 3-day estrous cycles
were included in this study.

Monitoring the estrous cycle

The ovarian cycle was monitored throughout the
study based on vaginal smear patterns. considering that
ovulation occurs around cvery 4 days with proestrus (17).
estrus (E). diestrus 1 (D1) and diestrus 2 (122) phases (11).

Experimental design

Nephrotic syndrome was induced by a single subcu-
taneous injection of a 2% PAN solution (15mg/100g
body wt) in 0.9% saline (3). The control group received
o sham injection of saline. Estrous cycles were
monitored throughout the study. Rats were kept in
metabolic cages for 24 h before the experiments.
Animals were killed by decapitation on days 1, 3, 7
and 10 after treatment. Serum and urine samples were
collected and stored at —20°C until assayed.

Histological examination

Ovaries from nephrotic and control rats were fixed
in Karnovsky's solution (12), postfixed with 1% OsO, in
Zetterkvist buffer (1 3) and embedded in Epon. Semi-thin
sections (1 pgm) were stuined with 1% toluidine bluc.

Analytical determinations

Total protein in serum and urine and cholesterol
were measured by colorimetric methods as described

previously (14).

Hormone assays

Serum luteinizing hormone (LH) and follicle-stimulating
hormone (FSH) were measured on days'1, 3, 7 and 10;
prolactin (PRL) was measured only on day 10 by a
specific radioimmunoassay  (RIA) ‘using the double

lons in serum and urine from control

Table 1. Bioch i deter
{C) und nephrotic (N) rats.”
Serum - Serum Urine
total protein chaolesterol total proteln
Day /M) (mg/l) (mg/24 h) N
i « 95 4+ 2 695 + 150 5.9+ 1 3
N 92t 845 1 30 4.7 11 8
3 [y 94 14 770 1 20 T2 2 3
N 7542 HI0 1L 60 22,01 3 8
7 (& 104 = 2 1030 + 40 4.7 4 (. 3
N 571 31640 % 510* 392.0 & 33* 8
10 C . 9344 625 =2 6.3+2 3
N 67 % 2* 3090 + 330 576.0 :k 49* 8

* Values represent meuns = smm. *p < (0.0S.

y~ovarian dj ton . 503

Nephrotic syndrome und

Fig. 1. Representative patterns of the 4—duy estrous cycle in rats before
and after puromycin ation (day ). Duata
were obtained from 15 animals per group.

antibody technique with recagents and protocols
supplied by the National Hormone and Pituitary
Program (Baltimore. MD). The intra- and inter-assay
coefficients of variation were 5.1% and 6.5% for LH, 4%
and 7.9% for FSH and 3% and 8.2% for PRL. The results
were expressed in ug/l of the international references
standards NIH LH-RP-3, FSH-RP-2 and PRL-RP-2.
Steroid hormones E;, P4 and testosterone were also
measured by RIA using kits purchased from Diagnostic
Products (los Angcles, CA). ‘The intra- and inter-assay
cocfficients of variation were 6.1% and 7.4% for E;, 2.0%
and 5.4% for P, and 4.4% and 8.2% for testosterone.

Statistical analysis

Results are expressed as means == sim. Unpaired
Student’s t-test as well as the Mann—~Whitney U test
were used  to assess  significance: p - 0.05  was
considered to be signiticant. R |

Results . . .
Administration of PAN;to lnt}.l emale. rats resulted
in a marked prou.inurlu. hypercholesterolemia and
hypoproteinemia (Tablc 1) ln addition. experimental
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Fig. 2. Serum hormone concentrations In nephrotic female rats,
Hormone Icv«_ls wcrc determined on different doys afler puromycin
atjon (15 mg/ 100 g body wt). Values show

the mean + sem of elght animals per group. N: nephrotic: C: contral.
*p < (.05 vs its respective control.

animals also presented an abnormal pancreatic growth,
changes in hepatic pigmentation and intraperitoneal
fluid retention up to 30ml! (data not shown). The
nephrotic rats showed a rapid loss of the estrous cycle
starting from day 4, which set all rats in the diestrus

EUR | ENDOCRINIOL 1495, 132 ’

diestrus. Atypical estrus  pictures were occastonally
seen. The results of sequential evaluation of the
reproductive hormones in ritts with nephrotic syn-
drome are summarized in Fig, it can be observed that.
certain hormones drop progressively alter PAN admin-
istration. ‘The LI concentration was significantly low
on days 7 and 10, wherceas PFSH had only @ moderate
diminution (NS). After day 3. I5; levels decreased and
became undetectable on day 7 while Py decreased
gradually until day 10 of the study, Testosteronce levels
were lower than the detection limit of 0.1 pg/l and
remained unmodified during the sequential evaluation
{data not shown). There wcere no differences in PRL
concentration evaluated on day 10. The main endo-
crine changes obtained from three different experiments
on day 10 after PAN administration are summarized
in Table 2. These data were compared to groups of
normally cycling rats and the interval reported for the
diestrus phase. On day 10 wec had similar results to
those in the sequential evaluation (Fig. 2). On the other
hand. the concentration of hormones in nephrotic rats
was not different from those values corresponding to
the interval reported for the diestrus phase, except for b
whose values were zero in all samples. The histological
examination of the ovaries from treated rats showed an
increcased number of atretic follicles, reaching their
maximum on day 10 (Fig. 3).

Discussion

The results of this study establish the existence of
alterations of the pituitary-ovarian function in adult
female rats bearing nephrotic syndrome. During the
acute phase (day 10) of the illness we noted the absence
of cyclic histological changes of the vaginal epithelium
in PAN-treated rats, thus reflecting the lack of ovu-
latory cycles. At this time, all animals presented
abnormalities in their hormonal patterns, which were
characterized by decreased LH values., low P4 and
undetectable levels of E;. Interestingly. the circulating
concentrations of FSH showed a little diminution.
whercasPRL and testosterone remained unmodified,
although within the normal range reported for the

phase (Fig. 1). A pattern of abundant leukocytes
was observed in the vaginal smears of nephrotic rats diestrus phase.
throughout the study. which agrees with a persistent Contrary to what occurs in male rats. where
Table 2. Endocrine protile in nephrouc female ruts on day 10 afier puromycin fe (IPAN) ad, utlon.*

Body wt Cycleh LH ¥Sh PRI, Py Ez
Group ®) phase (/1) (sr/t) (ew/l) (np/V) (ng/h) N
Control 24917 PEDD 4.8:%1 S5.0+% 1.7 26.5 1. 20 16.8 13 28.61 7 17
Nephrotic 241 +19 DDDD 0.4+ 0.1* 36312 1706 . ND* 15
Control Normal values of D° 0.2-1 2.2-6 10-30 20-45

* Results are means == sem: *p < 0.05 cumpnred vs control: ND: undetectable.

b D: diestrus: P: proestrus: E: e:trus.
€From Ref, 9.
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Nephrotic spndrorte and pituitary- ovarian dysfunctions

Flg. 3. This photomicrograph shiows part of an ovary from
5 of zona pellucid identitied as atretic follic

histological appearance of the testes is not affected in
nephrotic animals (6), we did lind profound altera-
tions in the ovarian architecture of female rats with
nephrotic syndrome. ‘I'he histological ovarian examina-
tion showed & remarkable rumulation of atretic
follicles and  the disappe: of Graalian follicles
(Fig. 3) ‘The presence ol o massive lollicalir atresis i
PAN-treated ri may explain the drop in
it has been well established that follicular ¢
main source of this compound (11).

It is well known that the administration of pharma-
cological doses of androgens might induce follicle
atresia (15); however, it seems unlikely that androgens
affect the ovarian celis because the circulating testos-
terone levels were found to be consistently low or
almost undetectable throughout the study. On the other
o, the prevalence of rathoer low concentrations of 1%,
in oepheotic vats was interpreted as cestdual products
reteased by old corpor lutea (1),

In this work it is clearly shown that PAN-nephrotic
rats have signilicantly low LI1 values and almost

Hs are the

vungreated
s, i be see

ot (el ) s from s nephrotic
e dright). 2 atretic follicles:

onday 105
2antral faflicles, Bar s

25%
compared to control values. wherecas FSH only showed
a moderate change. Such a discrepancy supports the

unaltered FSH levels. Serum LH decreases to

concept ol a different regulatory mechanism that
operates in the control of both of the gonadotropins
(1 6), as well as the existence of factors such as inhibin
and/or activin, which are known to affect the sceretion
ol FSH, but not that of Li, by the pituitary (17): however,
the lack ol a consistent increase of these hormones, even
in the absence of E;, strongly suggests a breakdown in
the feedback mechanism and therefore hypothalamic—
hypophyscal damage. Similar observations were made in
nephrotic male rats by Glass et al. (6).

‘The loss of the hypothalamic—pituitary function has
been reported also in patients with chronie renal failure
and in experimental uremic rats (9. 18). These reports,
however, have been focused to explore the endocrine
dysfunction ol males. Although aephrotic syndeome
appears to share certain hormonal alterations with this
illness, we observed clear differences in the control of
PRI, scoretion. While lemale nephrotic rats exhibit
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normal 1PR1, valu hyperprolactinemia is a common
feature of chronic renal failure (18, 19).

“T'o deline more clearly the chronological modifica-
tions of the hormonal patterns, we analyzed gonado-
tropin and sex sterold hormone concentrations at
different  stages of nephrotic syndrome. Hormonal
levels of nephrotic rats were measured on days 1, 3, 7
and 10 after drug administration. Based on E; values,
it would appear that ovarian failure was the first
manifestation of the endocrine dysfunction associated
with the syndrome, because on day 3, E;
trations were signiticantly reduced (Fi,
with those of untreated lemale animals. The progres
decline of circulating 1.1 concentrations together with
the drop of measurable quantitics of estradiol on day 7
were unexpected because it is well known that both
pituitary and plasma levels of LH rise after estrogen
withdrawal (11). These findings could be explained
by the loss of hypothalumic—pituitary function in this
syndrome, including positive estrogen feedback and
pulsatile patterns of LH release (18), as well as an
inappropriate gonadotropin response throughout their
specific ovarian receptors.

As mentioned above, the abnormalities of the
endocrine reproductive function of nephrotic female
rats resemble some aspects of those dysfunctions
deseribed for experimental uremia and could poten-
tially be explained through the ontogenic regression
hypothesis proposed by lHandelsman and Dong (9).
These authors state that the pivotal feature explaining
gonadal dysfunction is the aberrant neurocendocrine
regulation of GnRH secretion from which all changes
in pituitary—gonadal function follow.

Nephrotic  rats  presented  hypoproteinemia  and
proteinuria between days 7 and 10 alter PAN treat-
ment. During this stage of the discase, the plasma levels
of £, were undetectable and correluted with an increase
in both the number of atretic follicles (Fig. 3) and the
poercentage of diestrus (Fig. 1), The undetectable levels of
12 Tound in nephrotic r suppest o further impairment
in estrogen biosynthesis that would involve not only

gonads but also adrenal glands.

Finaully, besides the endocrine abnormalities  the
nephrotic rats also  oxhibited o marked pancreatic
prowth, changes in hepatic pigmentation and intra-
peritoneal liguid retention, sugpesting the existence of
other extri-renal metabolic alterations.

In conclusion, the overall data presented herein
indicate that female ralts with induced nephrotic
syndrome develop a  clear endocrine dysfunction
characterized by the loss of estrous cycle, the presence
of follicular atresia. low circulating values of LH and
undetectable levels of Bs.
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Abstract

The reproductive function of male and female rats with induced nephrotic syndrome was
evaluated. Measurements were carried out on nephrotic stage (day 10) and on remission stage
(day 30) after the drug administration (15 mg/ 100 g body wt. of puromycin
aminonucleoside). The reproductive function was evaluated based on, hormone levels, the
pattern of the estrous cycle and on fertility. Serum concentrations of luteinizing hormone and
oestradiol in females as well as luteinizing hormone and testosterone in males, were assayed
at both phases of the illness by specific radioimmunoassay; the estrous cycle was followed
throughout the study with vaginal smears, while fertility was estimated by the rate of
pregnancies (females) or pregnancy induction (males), and the litier size. The results showed
that serum concentrations ‘of luteinizing hormone and oestradiol in female as well as
luteinizing hormone and testosterone in male rats with nephrotic syndrome were significantly
lower in the nephrotic stage of the illness, returning to their normal values after 30 days. The
ovulatory cycle of nephrotic rats was disrupted on day 3 and not restored until day 23,
nevertheless the reproductive function, measured as a fertility index, was fully reinstalled at
the remission stage. Interestingly, the capacity of fertilization of the nephrotic males was no
entirely abolished during the acute phase, since 37 % of the animals were fertile. Moreover,
on day 30 the reproductive function in nephrotic males was totally recovered. The data from
this study shows the existence of reversible neuroendocrine disorders in rats bearing
nephrotic syndrome; such changes are manifested during the acute phase of the illness as a

temporary cessation of the reproductive processes.



Introduction
The rat nephrotic syndrome, induced with puromycin aminonucleoside (PAN), is an
experimental model, similar to the minimal change human disease (Fiegelson et al.., 1959).
This illness is characterized by profound metabolic changes such as proteinuria,
hypoproteinemia and hyperlipidemia (Bernard, 1982). Spontancous remissions and relapses
of heavy proteinuria occur frequently, treatment with glucocorticoids enhance the natura!
tendency for this disease to undergo spontaneous remission, although, it may also increase
relapse rate (Glassock and Brenner, 1994). It has been reported that in nephrotic rats, the
main biochemical changes return to normality 30 days after PAN-administration (Pedraza-
Chaverri et al., 1993). Likewise, other specific proteins such as ceruloplasmin, exhibit a

similar remission pattern (Mainero gt al., 1992).

Disorders in the female reproductive hormonal profile and abnormal ovulatory cycles have
been recently reported (Menjivar et gl., 199S), indicating that female nephrotic rats develop
an important endocrine dysfunction. Besides, it has been reported the existence of
abnormalities in the testicular-pituitary function of nephrotic males. These results, however,
remain controversial; since Giass ¢t al. (1985) detected the presence of hypogonadotropic-
hypogonadism, while Elias et al., (1992) reported hipoandrogenism with high levels of

luteinizing hormone (LH).

Accordingly, the present study was undertaken to examine to what extent the endocrine
changes in nephrotic syndrome could alter the reproductive capability. Studies were

performed in female and male rats during the acute and remission stages of the illness.



Materials and Methods

Reagents

Puromycin aminonucleoside (PAN) was purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,

MO). All other chemicals were reagent grade and available commercially.

Animals
Adult unmated female and male Wistar rats weighing 200-250 g were maintained under 14:10

h light:darkness cycles. Water and food pellets were available ad libitum. Only rats

exhibiting 3 or more consistent 4-day estrous cycles were included in this study.

onitori 1]
The ovarian cycle was monitored throughout the study based on vaginal smear patterns,

considering that ovulation occurs in a mean of every 4 days with proestrus (P), estrus (E),

diestrus 1 (D1) and diestrus 2 (D2) phases (Freeman, 1988).

Experim |

Nephrotic syndrome was induced by a single subcutaneous injection of a 2 % PAN solution
(15 mg/100 g body wt.) in 0.9 % saline (Pedraza-Chaverri et al., 1991). The control groups
received a sham-injection of saline. Rats were kept in metabolic cages for 24 h before the
experiments to collect urine samples. Animals were killed by decapitation on days 10 and 30
after treatment. Prostate was immediately removed and weighed. Serum samples, were then

collected and stored at -20°C until assayed.



ertility evaluation
Fertility capacity of nephrotic males was evaluated during the acute phase of the illness (days
7-10 after PAN administration), by keeping for 4 days each nephrotic and control rat with
two females, which had showed previously 2 consecutive estrous cycles. Subsequently, the
number of pregnant rats as well as the weight, sex and size litter were registered. On the
remission stage (days 27-30 after PAN-injection), both female and male nephrotic animals
were kept in individual cages for mating with one fertile male and with 2 normal females
respectively, for a 4-day period. If mating and fertilization occurred., the number of

pregnancies and litter characteristics were recorded as above.

In each case, serum samples from 10 animals were used for analytical determinations.

Hormone Assay

Serum luteinizing hormone (LLH) was measured by specific radioimmunoassay (RIA) using
the double antibody technique with reagents and protocol supplied by the National Hormone
and Pituitary Program (Baltimore, MD). The intra- and inter-assay coefficients of variations
were 5.1 and 6.5 respectively. The results were expressed in ng/ml of the international
references standard NIH LH-RP-3. Serum concentrations of oestradiol (E,) and testosterone
(T) were measured by RIA, using kits purchased from Diagnostic Products (Los Angeles,
CA). The intra- and inter-assay coefficients of variation were 6.1 and 7.4 and 4.4 and 8.2

for E; and T respectively.



Total protein in serum and urine and cholesterol in serum were measured by colorimetric

methods as described previously (Pedraza-Chaverri et al., 1993; Menjivar ¢t al.. 1995).

Unpaired Student’s t-test and Mann-Whitney U test were used to assess significance. p<

0.0S was considered to be significant. Results are expressed as mean + SEM.



RESULTS

The main biochemical changes that occur throughout the acute and remission phases of the

nephrotic syndrome are presented in fig. 1. In male and female rats, the urinary protein

excretion and cholesterol levels increased largely during the acute phase. later on they tend

to normalize within the remission stage. By contrast, serum total protein values decreased

significantly on day 10, becoming normal after 30 days.

The serum hormone concentrations in male and female nephrotic rats are shown in fig. 2.
Male rats had a significative reduction in LH and T concentrations during the acute phase
of the illness, as compared with the contro!l group. On day 30, there were no differences in

LH and T levels between nephrotic and untreated male rats. Similar patterns for LH and E,

were also found in female rats at both stages.

The register of tissular weigh, revealed that prostate was clearly decreased in nephrotic rats
in comparison with control rats during the acute phase (10.1+1 mg vs 23.3+2 mg, p<

0.05). Whereas no differences were found in the remission stage (314+6 mg vs 31+ 6 mg,

p< 0.05).

The endocrine status of nephrotic and control female rats was evaluated throughout the study
by monitoring the pattern of estrous cycle. Figure 3 shows that starting from day 3 all

nephrotic rats exhibited anovulatory cycles, between day 3-23 a pattern of abundant



leucocytes was observed in most of the vaginal smears of these animals, which agrees with
a persistent diestrous, unlike control goup, the number of estrous registered in nephrotic rats
drop drastically, after this period, the percentage of estrous increased progresivelly in such

a way that around day 30, all PAN-treated rats had already normal estrous cycles.

The reproductive capacity of the nephrotic rats was assesed on basis of the fertility rate.
Table 1 shows the percentages of fertility of males and females as well as the litter
characteristics of each group. Considering the absence of ovulatory cycles on the acute phase,
the reproductive capacity was not tested to female nephrotic rats on this stage. As can be
seen in table 1, male nephrotic rats had an unexpectable 37 percent of successful mating on
day 10. At the remission stage, nephrotic animals from both sexes achieve a normal tertility
rate. All characteristics recorded trom the litters of nephrotic rats were no different than

those from the control litters.



Discussion

The present results indicate that the reproductive function in adults nephrotic rats is clearly
altered in both sexes during the acute phase of the iliness. This study also indicates that the

pituitary-gonadal impairment in PAN-induced nephrotic syndrome is present in a reversible

fashion.

As regards to males rats, in agreement with Glass et al. (1984) findings, the induction of
nephrotic syndrome resulted in a marked hypoandrogenism during the acute period of the
illness, manifested by low T levels as well as an important diminution of the prostate weight.

The circulating gonadotrophin was also significantly low in this phase. However, an

unexpected finding was that in some animals (37 %), the fertilization capability and sexual
behavior was present in spite of their concentration of both androgens and gonadotrophin
were significantly reduced. In this regards, although it is well recognized that the male sexual
behavior pattern is primarily androgen dependent (Beer gt al., 1973), our data support a
recently report which show that other steroid hormones as 3 and 3B8-androstandiols exert
male sexual behavior effects in rodents (Morali e{ al.. 1994), and perhaps involve in our
model an biosynthetic pathway described by Yamada ei al (1974) which form androstandiols
from progesterone, not mediating by T. Finally the hypogonadotropic-hypogonadism
condition present during the acute phase of the illness was reverted at the same time that the
main biochemical alterations return to the normal values during the remission stage. The
reproductive capacity was also reinstalled after 30 days. Those results indicate that the
pituitary-gonadal alterations observed in the nephrotic syndrome are deeply related with the

renal damage and that at least the hormonal levels evaluated as well as the reproductive
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capacity are restored to the normality during the remission stage of the induced nephrotic
syndrome. Even so we can not exclude a posible permanent damage in the hypothalamic-

pituitary-gonadal axis not detected in our study.

Female nephrotic rats seem to lose the capacity of the ovarian follicles to synthesize E, .
which is a essential requirement for ovum maturation, at the same time that gonadotrophin
had an unexplained fall down. Thus, it is reasonable to assume that those animals lose the
normal ovulatory cycle as well as their reproductive capability during the acute phase of
nephrotic syndrome. These findings are in agreement with our previous study of acute
nephrotic stage (Menjivar ¢t al.. 1995). Interestingly, we found in the present study that
those important changes associated with the hypothalamus-pituitary-gonadal system,
spontaneously revert after 30 days. Female nephrotic rats started again their 4-day ovulatory
cycle, 23 days after PAN treatment and restored their normal LH and E, concentration. The
most drastic alteration upon the reproductive capacity in female rats during the acute phase
of the syndrome, is because of the short period of time necesary to the ovulatory process of
the rats. which takes only four days. Female animals unlike male rats do not have the
posibility to develop an adaptability response to hypogonadic-hypogonadotropic condition to
maintain the reproductive capacity. However is clear that in the acute phase the female

pituitary-gonadal alterations are also consistently related to the renal damage as well as

restored at the remission stage.

In conclusion, PAN-nephrotic rats from both sexes develop a transient hypogonadism-
hypogonadotropic during the acute phase of the syndrome, reflected by a significantly drop

of the reproductive capacity, which particularly affect female animals.
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Figure legends

Urine total protein, serum total protein and cholesterol, from controis

Fig. 1.
and on days 10 and 30 after PAN administration.

Fig. 2. LH and T concentration in male rats (left panel) and LH and E,
concentration in female rats (right panel) on days 10 and 30 after
PAN-injection. * p < 0.05 vs. contro! group.

Fig. 3. Rat estrous cycle pattern expressed as ecstrus and diestrus percentage,

4 cycles before and 30 days after nephrotic syndrome induction (4).



Table 1: Reproductive function in nephrotic rats

e, :
Fertility o, Fertlty Productsﬂ Sex Weight

Rate FM 9

(Female’|Day30 | Control | 45 | 100 | 101 |s6|43| 5747

‘Nephroiic | 55

day 10 | Contro! 8/9

,-.N'o_p!lrolig: 6/16

Y30 eontrol 66

Nephrotic| 5/6 | 83 | 9504 59]40| 55x10

a=mean = SD b= weight 21 days after birth .
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