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Resumen

RESUMEN

La diferenciacion sexual en la rata esta vinculada a las acciones que las hormonas
gonadales ejercen sobre los centros hipotalamicos que regulan la secrecion de las
gonadotropinas. En el presente estudio se analizaron los efectos de la administracion de
propionato de testosterona (PT) en la etapa neonatal de la rata hembra sobre los sistemas
monoaminérgicos del hipotalamo, la secrecion de esteroides y gonadotropinas, y el
crecimiento y la diferenciacion del foliculo ovarico, evaluados en la etapa adulta. También

se analizo el posible efecto protector de la progesterona (P4) en ratas androgenizadas.

En los animales androgenizados en la etapa neonatal se desarrollé en la etapa adulta
el cuadro caracterizado por estro vaginal persistente, ovario poliquistico y anovulacion.
Estos cambios se acompaiaron de modificaciones en los diferentes sistemas de
neurotransmision: aumento en la concentracion de noradrenalina y disminucion de dopamina
en el hipotalamo anterior y medio. La concentraciéon de serotonina en el hipotalamo se
incremento en todos los grupos de animales androgenizados, siendo el incremento menos
marcado en el grupo que recibio PT al dia cinco. Los cambios en los sistemas de

neurotransmision se acompafiaron de una menor secrecion de gonadotropinas.

La administracion de progesterona en el dia cuatro y de PT en el dia cinco protegio
parcialmente a la hembra de los efectos masculinizantes del androgeno. En este grupo de
animales se observo un incremento6 en la concentracion plasmatica de FSH y LH, asi como
de progesterona y 17p-estradiol en suero. Esto se acompaiié de la disminucion del nimero
de foliculos atrésicos. Mientras que, en los animales que recibieron progesterona en el dia
cinco y el androgeno a las 24 6 48 horas después, se observo que se potenciaron los efectos

masculinizantes de los androgenos.

Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que los androgenos que
pueden ser aromatizados y convertidos a estrogenos inducen masculinizacion de los
mecanismos que regulan la secrecion de las gonadotropinas. Ademas que la administracion

de progesterona protege parcialmente al eje hipotalamo - hipofisis de los efectos
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masculinizantes de los andrégenos, cuando se administra en el dia cuatro, mientras que

cuando se administra a un dia después potencia los efectos del PT.

II



Introduccion

INTRODUCCION

El sistema reproductor de la hembra se puede dividir para su estudio en genitales
externos e internos. Entre los componentes internos se encuentran los ovarios, los que
cumplen dos funciones: la produccion de ovulos y la secrecion de las hormonas esteroides
sexuales (progesterona, testosterona y estrogenos) y proteicas (inhibina y activina entre

otras) (Fawcett, 1995).

En los ovarios se distinguen dos zonas: una externa llamada corteza y la interna o
médula. En la ultima se encuentran agrupaciones de células del estroma, con vasos
sanguineos linfaticos y fibras nerviosas rodeados de tejido conjuntivo. La corteza ovarica
esta conformada por los foliculos en diferentes etapas de desarrollo y de un estroma, el cual
tiene dos funciones principales: proporciona el sostén estructural para los foliculos en
desarrollo y da origen a la teca interna y externa que rodean al foliculo en desarrollo (Lesson
y col., 1990; Ross y col., 1995) (Esquema 1).

Con base en su desarrollo los foliculos se clasifican en diferentes categorias.
Foliculos primordiales, estan incluidos en la corteza ovarica, por debajo de la tunica
albuginea. Un foliculo primordial se compone de un ovocito rodeado por una capa de células
epiteliales aplanadas, las células foliculares. El nicleo del ovocito presenta localizacion
excéntrica y contiene un nucléolo grande. La cromatina es fina y el citoplasma es eosinofilo
y contiene escaso reticulo endoplasmatico rugoso, abundantes ribosomas libres, un aparato
de Golgi, mitocondrias y gotas de lipido en estrecha relacion con el aparato de Golgi (Lesson

y col., 1990; Stevens y Lowe, 1992).

En los foliculos primarios, el ovocito aumenta de tamafio y las células foliculares
aplanadas crecen en altura hasta hacerse cubicas y luego cilindricas. El citoplasma de las
mismas adquiere un aspecto granular y se denomina entonces células de la granulosa que
proliferan por division mitdtica. Esta capa se separa del tejido conectivo circundante por una

membrana basal. Durante el crecimiento, las células del estroma se distribuyen alrededor del
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foliculo y dan origen a una capa concéntrica, la teca folicular (Greenwald y Shyamal, 1994;

Paulsen, 1991).

Ovario

Ovocito
haploide N7
5]
OVULACION —— % Otero Sy 7
"7 Cuempoliteo N 7L
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Esquema 1. Componentes del aparato reproductor de la hembra y estructura del ovario en el
que se muestran los foliculos en diferentes estadios de desarrollo, el proceso de ovulacién y
el cuerpo liteo. Modificado de Audesirk y Audesirk (19986).

Cuando el foliculos alcanza un tamaiio aproximado de unas 200 um de diametro se
denomina foliculo secundario. En esta etapa entre las células de la granulosa aparecen
pequefias zonas irregulares llenas de liquido, que aumentan de tamafio y, por ultimo, se
fusionan para dar origen a una cavidad denominado antro folicular. El antro contiene liquido
folicular en el que se encuentra agua, hormonas proteicas y esteroides, asi como
noradrenalina, dopamina entre otros componentes (Copenhaver y col., 1985; Greenwald y
Shyamal, 1994).

Conforme el ovocito crece se ubica en uno de los polos del foliculo y es rodeado por

células de la granulosa que conforman el cimulos oophorus. La teca folicular se diferencia
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entonces en una teca interna y una externa. Ademas, esta region del foliculo tiene una gran
cantidad de vasos sanguineos que ingresan por la teca externa. Las células contienen
abundantes gotas de lipido en su citoplasma y en el reticulo endoplasmatico liso,
caracteristico de las células que sintetizan hormonas esteroides. En este estadio de la
maduracion del foliculo, las células de la granulosa no presentan el aspecto de las células

secretoras de esteroides, dado que poseen muy poco reticulo endoplasmico liso (Carlson,
1999).

Cuando el foliculo alcanza su tamafio maximo disminuye la actividad mitotica de las
células de la granulosa, mientras que el antro continua creciendo y las células del cumulus
que estan en contacto directo constituyen la corona radiada. En esta etapa de desarrollo, al
foliculo se le conoce como foliculos de De Graaf (Ross y col., 1995; Greenwald y Shyamal,
1994). El tamafio del foliculo aumenta en los dias previos a la ovulacion. Cuando el foliculo
alcanza el tamafio de 1.6 mm aproximadamente en la rata, se forma una elevacion en la
superficie del ovario. Al mismo tiempo se desprenden las células de la parte basal del
cumulo oophorus y poco antes de la ovulacion, el ovocito fluye libremente en el liquido

folicular (Krause y Cutts, 1984).

Crecimiento folicular y gonadotropinas

El crecimiento y la diferenciacion del foliculo estan regulados por un conjunto de
mensajeros quimicos, entre los que se encuentran las gonadotropinas [hormona foliculo
estimulante (FSH) y luteinizante (LH)]. Durante el crecimiento de los foliculos las células de
la granulosa y de la teca interna se diferencian en células productoras de hormonas
esteroides. Las células de la granulosa poseen receptores para la FSH, mientras que tanto
éstas como las células de la teca interna poseen receptores para la LH. En la teca interna se
expresan los receptores a la LH y la union de la hormona al receptor resulta en la
estimulacion de la sintesis del androgeno androstenediona, a partir de colesterol. Este
esteroide es incorporado por las células de la granulosa y bajo la accion de la aromatasa se

transforma a estradiol (Dominguez y col., 1991; Kenigsberg y Collins,1990; ).



Introduccion

La FSH estimula el crecimiento del foliculo y al mismo tiempo, induce un aumento
de la cantidad de receptores para ella misma y la formacion de receptores para la LH. Estos
eventos favorecen el incremento en la produccion de los estrogenos. Cuando la
concentracion de estrOgenos en suero aumenta en gran proporcion y este incremento es
seguido por una disminucion que estimula la secrecion de la FSH y LH, evento que se ha
denominado “pico preovulatorio de gonadotropinas”, que en los roedores se presenta en la
tarde del proestro. Posteriormente la concentracion de estas hormonas disminuye en forma
gradual (Fink, 2000; Paulsen, 1991).

El cuerpo luteo se forma a partir de las células de la granulosa y algunas células de la
teca que quedan en el ovario cuando el foliculo se ha roto (ovulacion), bajo la accion de la
LH. Después de la ovulacion, la cavidad resultante en el foliculo se llena de sangre, y esta
sangre se coagula, dando lugar al llamado cuerpo hemorragico. Posteriormente las células de
la granulosa proliferan y se hipertrofian, constituyendo las células foliculares granulosas

luteinicas (Greenwald y Shyamal, 1994).

Atresia folicular

Del conjunto de foliculos que inician su desarrollo, no todos llegan a madurar y a
liberar su ovocito, ya que la mayoria sufre un proceso de degeneracion que se denomina
atresia folicular. Este evento se presenta en cualquier etapa del desarrollo de este
compartimiento. En la gonada de la hembra de los vertebrados, la primera division meiotica
del ovocito se detiene en la etapa de profase mientras que este crece y madura. Algunos
cambios en el medioambiente folicular provoca alteraciones en el crecimiento y la
maduracion del foliculo y lo conducen a la atresia. Este proceso depende de varios factores y
varia en las diferentes especies con las condiciones fisiologicas del animal y del tamafio del
foliculo (Byskov, 1978; Centola, 1983). Se sugiere que la FSH y la LH estimulan y
mantienen el desarrollo del foliculo, asi como los estrogenos, mientras que la testosterona es

un factor inductor de atresia folicular (Greenwold y Shyamal, 1994).
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Esteroidogénesis

El ovario ademas de producir 6vulos también secreta hormonas esteroides sexuales
(progesterona, androgenos y estrogenos), bajo la accion de la LH, FSH y de factores de
crecimiento. El sustrato para la formacion de las hormonas esteroides es el colesterol. La LH
al unirse a sus receptores de membrana en las células de la teca induce la formacion de
androgenos como la testosterona. Esta hormona puede salir a la circulacion o entrar a las
células de la granulosa y ser aromatizada a estrogeno, por la accion de la aromatasa
estimulada por la FSH, la cual activa al complejo enzimatico de la aromatasa Psso (Gore-

Langton y Armstrong, 1994; Greenwal y Shyamal, 1994) (Esquema 2).

El paso limitante en la biosintesis de los androgenos en el foliculo y en otros organos
que secretan este tipo de esteroide es la 17a-hidroxilasa (complejo enzimatico de C17,20-
liasa), un componente de las membranas del reticulo endoplasmatico granular (microsomas).
Este sistema de enzimas es un Citocromo P-4s0 que requiere fosfato de nicotinamida-adenin-
dinucléotido (trifosfato piridin-nucle6tido) (NADPH) y oxigeno molecular. La reaccion
puede utilizar pregnenolona o progesterona como substrato, y da como resultado la
formacion de la dehidroepiandrosterona o androstenediona respectivamente (Gore-Langton y
Armstrong, 1994).

Diferenciacion sexual

El establecimiento del sexo en los mamiferos, depende de factores cromosomicos
(genéticos) y endocrinos, y éste se produce en tres etapas: establecimiento del sexo genético,
gonadal y fenotipico. La ultima etapa se hace evidente después del nacimiento, debido a la
accion de las hormonas esteroides. Durante la diferenciacion sexual se establecen diferencias
anatomicas y fisiologicas entre la hembra y el macho. Dos de las funciones controladas por
el cerebro, que diferencian a los machos de las hembras son el patron de secrecion de las
gonadotropinas y el comportamiento sexual (Goy y Ewen, 1980; Morales y col. 2001)
(Esquema 3). Existen estudios clasicos en los que se plantea que los mecanismos que
regulan la secrecion de la LH y FSH son diferentes en la hembra y en el macho
(Barraclough y Gorski, 1961; Pfeiffer, 1935).
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Esquema 2. Mecanismo de acciéon de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo
estimulante (FSH) en el foliculo ovarico (teoria de la doble célula). R (receptor), MIT
(mitocondria), RE (reticulo endoplasmatico), ATP (Adenosin tri-fostato), AMP (adenosin
mono-fosfato ciclico). Modificado de Gore-Langton y Armstrong (1994).

Las diferencias que existen en la secrecion de las gonadotropinas entre las hembras y
los machos no dependen exclusivamente de la informacion genética de cada sexo, sino que
estan vinculadas a las acciones que las hormonas ejercen sobre los centros nerviosos durante
su maduracién. Se ha sugerido que en la rata los esteroides sexuales actuan en etapas
tempranas, organizando y activando, durante el desarrollo fetal y postnatal inmediato (del
nacimiento al dia ocho de vida), los centros nerviosos y vias neurales implicadas en la
modulacion de la conducta reproductora y en la secrecion de las gonadotropinas. Al parecer
cuando las hormonas esteroides se administran en los dias cercanos al nacimiento, sus
efectos son permanentes. Mientras que, cuando el individuo es adulto, los esteroides actian
sobre el tejido neural, ya diferenciado sexualmente, y activan funciones y conductas

previamente organizadas, siendo estos efectos reversibles y temporales (Gorski, 1990).
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Después de que se demostro que las hormonas esteroides sexuales estan asociadas
con el proceso de diferenciacion sexual, surgio la pregunta acerca de ;Cual seria el esteroide
responsable de los efectos masculinizantes o feminizantes?. Inicialmente se asociaba a la
testosterona como la responsable de la masculinizacion de los centros hipotalamicos que
regulan la secrecion de las gonadotropinas. Sin embargo, cuando se analizaron las rutas
metabolicas de la testosterona se mostré que en el sistema nervioso, esta hormona puede ser
reducida o aromatizada a estradiol. La primera de estas rutas metabolicas reduce la
testosterona a S-dihidrotestosterona (DHT) por accion de la enzima Sa-reductasa, mientras
que la segunda aromatiza la testosterona hacia estradiol por la accion de la enzima
aromatasa. Ademas se ha identificado actividad aromatizante en el area predptica del
hipotalamo y la amigdala. En la actualidad se considera que el estradiol que resulta de la
aromatizacion de la testosterona es el responsable de la diferenciacion sexual masculina de

los centros hipotalamicos que regulan la secrecion de las gonadotropinas (Morales y col.,
2001).

Si los estrogenos son los responsables de la diferenciacion sexual, jPor qué no se
defeminiza o masculiniza la hembra normal?, ya que tanto la rata macho como la hembra,
tienen altas concentraciones de estrogeno en plasma durante la etapa postnatal temprana. Sin
embargo, en la hembra existe una proteina que se une fuertemente a los estrogenos, la a-feto
proteina (AFP). Esta proteina esta presente en el plasma de la rata en altas concentraciones
durante la Ultima etapa de la gestacion y desaparece gradualmente durante la tercera semana
de vida postnatal. La funcion de esta proteina es unirse a los estrogenos de origen materno o
los producidos por el propio ovario y que estan presentes en la circulacion durante la fase
fetal y neonatal, evitando en la hembra la posible masculinizacion de los centros

hipotalamicos que regulan la secrecion de las gonadotropinas (Barraclough y col., 1984;
Morales y col., 2001).
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Figura 3. Secuencia de eventos que se presentan durante el periodo de desarrollo
embrionario y que conducen a la diferenciacion sexual. En este proceso se expresan
diferentes genes como son: SRY (regién Y determinante del sexo), Wt1 (gen de tumos de
Wilms), SF-1, EMX2 y LIM1 (factores esteroidogénicos) SOX9 (caja SRY relacionada al gen 9).
Sistema nervioso central (SNC), hormona anti-miilleriana (HAM), testosterona (T).
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Es posible que el efecto de las hormonas sexuales durante la etapa perinatal (en la
cual se establece la diferenciacion sexual del cerebro de los roedores) no sea igual en los
lados izquierdo y derecho. En la rata de cuatro dias de vida, el contenido de receptores a
estrogenos en la corteza cerebral es asimétrico; en el macho hay mas receptores del lado
izquierdo, mientras que en la hembra sucede lo contrario (Sandhu y col., 1986). La diferente
concentracion de receptores y los efectos de las hormonas gonadales en esta etapa de la vida
del animal, pueden generar un efecto asimétrico en el establecimiento de patrones
fisiologicos y de la conducta en la etapa adulta. Nordenn y Yahr (1982) mostraron que los
implantes de estrogenos en el hipotalamo de la rata hembra recién nacida, inducen cambios
conductuales diferentes en la edad adulta, los que dependen del lado y del nucleo
hipotalamico en el que se coloca el implante. Asi, el implante de estrogenos en el lado
izquierdo del nucleo ventromedial disminuye la conducta sexual femenina (expresada como
disminucion del coeficiente de lordosis); mientras que el implante del lado derecho del area
preodptica incrementa la conducta sexual masculina, la que se evidencia por la aparicion de la

conducta de monta (Barraclough y col., 1984; Gorski, 1990).

Se siguiere que la diferenciacion sexual puede ser modificada cuando se altera la
produccion de hormonas esteroides sexuales (Gorski, 1990; Lewin y Mullis, 1964). Asi
mismo, se han propuesto diversos modelos experimentales que implican la administracion
de: androgenos (androgenizacion) o estrogenos (estrogenizacion) en ratas recién nacidas o
dentro de los primeros dias de vida posteriores al nacimiento, en los cuales se inducen
modificaciones en el proceso de diferenciacion de los centros hipotalamicos que regulan la

secrecion de las gonadotropinas (Bradbury, 1941; Gorski, 1963).

Cuando ratas hembra son tratadas con propionato de testosterona en los primeros dias
de vida postnatal, se induce el desarrollo del sindrome de androgenizacion que se caracteriza
por la presencia de estro vaginal persistente, presencia de quistes en el ovario, ausencia de

cuerpos luteos, menor peso del ovario e infertilidad (Gorski, 1990).

La idea de que los estrogenos estan vinculados con la masculinizacion de los centros

que regulan la secrecion de las gonadotropinas es apoyada por los resultados de Gorski
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(1963), quien mostréd que en la rata hembra la aplicacion de una dosis de benzoato de
estradiol en el dia cinco de vida, induce infertilidad en la etapa adulta. Ademas cuando
algunas de estas ratas se colocan con machos de fertilidad comprobada, se presenta el
apareamiento en la edad adulta como lo evidencia la presencia de espermatozoides en el
frotis vaginal. Sin embargo ninguna de las hembras se prefia. La administracion de esta
misma hormona en el dia 1 induce apertura vaginal precoz y el peso de los animales y de los
ovarios es menor. Cuando los animales llegan a la etapa adulta (90 dias) presentan ciclos
anovulatorios caracterizados por periodos alternados de diestro y estro, las concentraciones
de FSH en suero disminuyen y las de prolactina (PRL) se incrementan. Los autores sugieren
que el mecanismo que probablemente esta involucrado en el desarrollo del sindrome de
anovulacion es el resultado de la alteracion permanente del sistema nervioso central (Pinilla
y col. 1993).

A diferencia de lo observado en los animales que reciben estrogenos, cuando las ratas
recién nacidas reciben una inyeccion de propionato de testosterona, no se presenta la
apertura vaginal y los ciclos anovulatorios se caracterizan por la disminucion en la
concentracion de FSH y aumento en la produccion de PRL. Ademas la administracion diaria
de gonadotropinas desde el dia uno al diez o quince de desarrollo no induce ovulacion en la

etapa adulta (Pinilla y col. 1993).

Diversos autores plantean que los cambios en los centros hipotalamicos que resultan
de la administracion de propionato de testosterona dependen de la edad en la que se
administra el androgeno. En relacion a esto Wilson y col., (1941) mostraron que cuando se
administra testosterona en el dia cinco o diez de vida, las hembras pierden el ciclo en la
etapa adulta (se presenta estro vaginal persistente) y no se observan cuerpos liteos en los
ovarios de estos animales, pero los efectos son mas marcados en los animales que se trataron
en una edad mas temprana (cinco dias). Sin embargo, cuando el tratamiento se realiza del dia
quince en adelante se producen efectos reversibles y no se altera la funcion reproductora.
Ademas de los efectos en el ovario, la administracion del androgeno en los primeros dias de
vida, también altera la estructura del utero (disminuye el nimero de glandulas). Cuando el
mismo tratamiento se inicia a los quince, veinte, 30, 40 6 120 dias no se modifica el ciclo

estral y los animales ovulan normalmente. Estos resultados apoyan la idea de que el efecto
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de las hormonas esteroides sexuales, en la organizacion de los centros que regulan la

secrecion de las gonadotropinas, se presenta entre de los primeros dias de vida del animal.

Al parecer el mecanismo por el cual se induce la esterilidad en los animales que son
tratados con androgenos o estrogenos se debe a diversas causas como son: alteracion de la
funcion normal de los centros hipotalamicos que regulan la secrecion ciclica de las
gonadotropinas (principalmente de la LH), modificacion de la respuesta de la hipofisis a los
estimulos que provienen del hipotalamo; o alteracion de la funcionalidad de la gonada. Hasta

el momento no puede ser descartada ninguna posibilidad (Daniell, 1991).

La liberacion ciclica de las gonadotropinas y por tanto de la ovulacion, se interrumpe
cuando los animales son tratados con androgenos en la fase neonatal y cuando alcanzan la
etapa adulta presentan un patron de secrecion de gonadotropinas tonico. Estos resultados han
llevado a los autores a pensar que posiblemente esto se debe a que se modifica la actividad
de la hipofisis en los animales androgenizados. Sin embargo, la hipofisis de la hembra que es
tratada con androgenos es capaz de liberar LH cuando se administra un analogo de la
hormona liberadora de la LH. Ademas, se ha mostrado en ratas androgenizadas que cuando
se estimula el area preoptica del hipotalamo se induce la ovulacion. Todas estas evidencias
permiten apoyar la idea de que la androgenizacion en la etapa neonatal modifica los centros

hipotalamicos que regulan la secrecion de las gonadotropinas y no la hipofisis (Mennin y
col., 1974).

Durante la prefiez, el sistema nervioso de los fetos, ademas de estar expuesto a la
accion de los androgenos o estrogenos, también lo esta a la progesterona que al parecer
protege a la hembra de los efectos masculinizantes de los estrégenos. Cuando ratas hembra
reciben una dosis diaria de 100 pg de progesterona del dia uno al diecinueve y 200 pg del
dia veinte al 40, se observa un estado caracteristico de androgenizacion, por lo que no se
presenta proteccion de los centros que regulan la secrecion de las gonadotropinas. El
tratamiento cronico por separado con dosis altas (200 pg) o bajas (100 ug) por separado
inducen la misma respuesta. Sin embargo, cuando las hembras reciben una sola dosis de

1200 pg progesterona en el dia cinco de desarrollo se presenta ovulacion en la etapa adulta.
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Con base a estos resultados los autores proponen la hipotesis de que la: progesterona tiene un
efecto protector en la diferenciacion sexual del hipotalamo, cuando se administra en forma
aguda (Bukovsky y col., 1979).

En las ratas tratadas con propionato de testosterona, después de la administracion de
1000 pug 6 500 pg de progesterona se presenta estro vaginal persistente, en el frotis se
observan numerosas células cornificadas, ausencia de leucocitos y raramente células
epiteliales nucleadas. En cambio, en las ratas que recibieron propionato de testosterona
después del tratamiento con 50 pg de progesterona mostraron ciclos normales, fueron fértiles
y en los ovarios se observaron cuerpos luteos. Esto permitio pensar a los autores que el
androgeno causa alteraciones en el ovario y que al parecer la administracion de progesterona
en grandes concentraciones no altera este comportamiento, mientras que la administracion
de progesterona en menor concentracion pareceria estar impidiendo dichas alteraciones
(Cagnoni y col., 1965).

En los ovarios de los animales adultos que son androgénizados en la fase neonatal,
disminuye la esteroidogénesis (Spinedi y col., 1990), y la administracion de FSH no
incrementa la produccion de estradiol (Jones y col., 1987). En el ovario de las hembras
androgenizadas se encuentran células intersticiales inmaduras (con muy poco reticulo
endoplasmico liso) y en regresion (con vacuolizacion citoplasmica y picnosis nuclear),
ademas la expresion de los receptores a la LH disminuye. El aspecto del ovario es muy
similar a la gonada de las ratas de diez meses de edad (seniles) (Bukovsky y col. 2000).
Estas evidencias indican que el ovario de las ratas androgenizadas en la etapa neonatal son
incapaces de producir estradiol en cantidades suficientes para inducir la secrecion
preovulatoria de las gonadotropinas que culmina con la ovulacion. Al parecer la

androgenizacion induce el envejecimiento prematuro de los ovarios.

Diferenciacion sexual y sistemas de neurotransmision

Se sugiere que la accion de las hormonas esteroides sexuales en el proceso de

diferenciacion sexual posiblemente es el resultando de la modificacion de la actividad de los
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diferentes sistemas de neurotransmision. Al parecer las hormonas esteroides modifican el
proceso de sintesis de los neurotransmisores, la liberacion, la tasa de recambio o la expresion

de los receptores a dichos sistemas (Fink y col., 1996).

En el sistema nerviosos central la informacion se conduce principalmente en forma
de impulsos nerviosos que involucra a diferentes tipos de neuronas. Estas senales son
transmitidas desde una neurona a la siguiente por intermedio de la sinapsis, que constituye el
proceso esencial en la comunicacion entre dichas células. Este tipo de interrelacion es el que
existe entre la neurona productora de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y
las que sintetizan los diferentes sistemas de neurotransmision. Entre los sistemas que regulan
la secrecion de la GnRH se encuentra el noradrenérgico, dopaminérgico y serotoninérgico

(Fink y col., 1996; Ojeda y Urbansky, 1994).

Los neurotransmisores son mensajeros quimicos sintetizados por neuronas
especificas, que son liberados al medio extracelular en la sinapsis, y que ejercen su accion
sobre receptores especificos de membrana que se localizan tanto en neuronas y otras células
efectoras como en la propia neurona que sintetiza al neurotransmisor. Como resultado de
esta interrelacion neurotransmisor — receptor, se puede excitar, inhibir o modificar la

sensibilidad de la neurona (Malven, 2000; Schwartz, 2001).

Algunos neurotransmisores como la acetilcolina (Ach), aminoacidos excitadores
(glicina, glutamato, aspartato) y acidos gama—amino butirico (GABA) tienen una actividad
biologica directa y aumentan la conductancia a ciertos iones al iniciar la apertura o cierre de
canales i6nicos en la membrana postsinaptica. Otros neurotransmisores como la
noradrenalina (NA), dopamina (DA) y serotonina (5-HT), al unirse a su receptor activan la
formacion de moléculas mensajeros que son los responsables de causar la respuesta
postsinaptica. Estos mensajeros incluyen adenosin-monofosfato ciclico (AMPc), guanidin—
monofosfato ciclico (GMPc), trifosfato de inositol (TPI), diacil-glicerol (DAG),
prostaglandinas y el calcio (Ca*") (Malven, 2000).
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Un grupo de neurotransmisores derivan de aminoacidos y tienen la caracteristica de
poseer en su estructura un grupo amino (-NHy), por lo que se denominan aminas biogénicas
y constituyen dos grupos; las catecolaminas llamadas asi porque la base de su estructura es el
grupo catecol (noradrenalina y dopamina) y se forman a partir de la tirosina, y las
indolaminas cuya base es el indol (serotonina) que derivan del triptofano (Malven, 2000;

Schwartz, 2001).

Los cuerpos celulares que sintetizan noradrenalina se localizan en estructuras

extrahipotalamicas, principalmente en el locus coeruleus y el bulbo raquideo, conforman

dos haces nerviosas principales, la dorsal u la ventral (Brown, 1994). Estos cuerpos

neuronales que constituyen dos vias, las que se origina en el locus coeruleos, que envia sus

fibras a al region de la espina dorsal, el cerebelo y el hipocampo. La otra via la ventral se
origina en el area tegmental lateral e inerva el cerebro medio del o6rgano vasculoso de la

lamina terminal y al hipotalamo (Weinwe y Molinoff, 1994).

La noradrenalina (NA) se sintetiza a partir del aminoacido L-tirosina en las
terminales nerviosas noradrenérgicas. La enzima tirosina—hidroxilaza (TH) transforma este
aminoacido en dihidroxifenilalanina (DOPA) y esta, se convierte en dopamina (DA) por
efecto de la DOPA-descarboxilasa. La DA a su vez puede transformarse, en aquellas células
que contengan la enzima dopamina-B-hidroxilasa (DBH) en NA. La NA puede convertirse
en adrenalina por accion de la enzima fenil-etanol-amina-N-tirosina-hidroxilasa. La tirosina
hidroxilasa parece ser el paso limitante de todas.estas reacciones (Crowley y Zelman, 1981;

Malven, 2000).

Las neuronas dopaminérgicas se localizan en diversos sitios del sistema nervioso
central, principalmente en el cerebro medio. Los somas que se encuentran en la sustancia
negra proyectan sus axones a los nucleos caudado y putamen. Otro grupo de fibras
dopaminérgicas que se ubica en estructuras limbicas y corticales se origina en el area
tegmental ventral del mesencéfalo. Un tercer grupo de neuronas dopaminérgicas se sitian en
el nucleo arcuato y periventricular del hipotalamo e inervan la eminencia media

principalmente (Kopin, 1996).
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Tanto la noradrenalina como la dopamina se degradan como resultado de la accion de
las enzimas monoaminoxidasa (MAO) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT) en acido
homovanilico (HVA) y acido dihidroxifenilacético (DOPAC) respectivamente (Crowley y
Zemlan, 1981).

La serotonina es producida por grupos de neuronas que se localizan en el cerebro
medio y que reciben el nombre de ntcleo del rafé el cual se divide en tres regiones (rafe
dorsal, medial y del puente). Las fibras serotoninérgicas que se originan en estos nucleos
dorsal y medial inervan corteza, hipocampo, amigdala, diferentes nicleos hipotalamicos y la

eminencia media (Baumgarten y Grozdanovic, 1999; Frazer y Hensler, 1994).

El paso inicial en la sintesis de serotonina es el transporte del aminoacido L-
triptofano de la sangre al sitio de produccion. Las neuronas serotoninérgicas contienen la
enzima triptofano-hidroxilasa, que convierte el triptéfano en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) su
distribucion en el cerebro es similar a la de la propia serotonina (5-HT). La otra enzima
implicada en la sintesis de serotonina es la descarboxilasa (aminoéacido descarboxilasa:
AADC), que convierte al 5-HTP en serotonina. La hidroxilacion inicial del triptofano parece
ser el paso limitante en la sintesis de serotonina mas que la decarboxilacion del 5-HTP. El
camino primario catabolico para la 5-HT es la desaminacion oxidativa por la enzima
monoaminooxidasa (MAQ). Esta enzima convierte la serotonina en S-hidroxi-
indolacetaldehido, y este producto es oxidado por un aldehido deshidrogenasa dependiente
de NAD" para formar 4cido 5-hidroxi-indolacetico (5-HIAA) (Azmitia y Whitaker-Azmitia,
2000; Jacobs, 2000; Joh, 2000; Malven, 2000).

Las catecolaminas y la serotonina se almacenan en vesiculas que se transportan desde
el cuerpo hasta las terminales de la neurona. La liberacion de los neurotransmisores es el
resultado de la entrada de calcio a la terminal presinaptica y su union a los receptores

postsinapticos.

En las ratas macho y hembra el sistema noradrenérgico, dopaminérgico,

serotoninérgico, gaba-érgico, los aminoacidos excitadores y los peptidos opioides participan
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que en la regulacion de la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas (Brown, 1994). Los
sistemas de neurotransmision antes mencionados estan asociados con el desarrollo de las
diferencias sexuales que existen entre el cerebro de la hembra y del macho, y con sus
conductas reproductivas. Posiblemente los cambios que existen en estos sistemas de
neurotransmision entre los sexos es el resultado de la accion organizadora que ejercen las
hormonas gonadales. Por ejemplo, existen diferencias entre los sexos en el contenido de 5-
HT, DA, NA y en la actividad de estos sistemas de neurotransmision en diferentes regiones
del sistema nervioso central (De Vries y col., 1984), asi como en el numero de sus
receptores. Este dimorfismo sexual detectado en los sistemas de neurotransmision en
animales adultos no solo indica un diferencia sexual en el aspecto funcional, sino también un
posible dimorfismo estructural en los nicleos que sintetizan estos neurotransmisores o en los

patrones de distribucion de las fibras que los liberan (Gorski, 1990; Morales y col., 2001).

Durante el desarrollo prepuberal y en la etapa adulta de la rata macho y hembra, no
se observan cambios en las concentraciones de 5-HT y 5-HIAA en el area preoptica y en el
rafe. Sin embargo, la relacion [S-HIAA]/[5-HT] es mayor en los machos a los 40 dias de
edad y este evento se invierte a los 80 dias. Estos resultados llevaron a los autores a sugerir
que durante el periodo critico de diferenciacién sexual no se modifica la actividad del
sistema serotoninérgico (Watts y Stanley, 1984). Sin embargo, los autores no contemplan los
cambios en la actividad de este sistema en el area predptica (POA) y rafe medial que se
presentan entre la hembra y el macho del dia 40 en adelante. Estos hechos permiten pensar

que la actividad de estos sistemas depende del esteroide presente (andrégeno o estrogeno).

Cuando ratas hembra son tratadas con propionato de testosterona en el dia tres de
desarrollo y se sacrifican en el dia siete, la concentracion de NA en el hipotalamo se
incrementa. Cuando se administra la o-metil tirosina (inhibidor de la sintesis de
catecolaminas) en combinacion con el androgeno, no se observa el aumento en. la
concentracion de este neurotransmisor (Resnikov y Nosenko, 1983). Estos resultados
permiten pensar que la noradrenalina es la amina biogénica responsable del efecto de los

androgenos en la diferenciacion sexual del sistema nervioso central.
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Los esteroides gonadales ademas de estar asociados a las diferencias sexuales en los
sistemas de neurotransmision, es probable que también actiien como factores inductores o
inhibidores del desarrollo de los contactos sinapticos y como consecuencia actuan como
moduladores de la neurotransmision. Al parecer el sistema colinérgico también presenta
diferencias dimorficas en la regulacion de las funciones sexuales del animal adulto, asi como
en la liberacion de hormonas gonadotroficas que regulan la funcion gonadal y la conducta
sexual del macho y de la hembra. El tratamiento de ratas ovariectomizadas con estradiol

induce un incremento de los receptores muscarinicos en el hipotalamo medio basal (Dohler,

1991; Gorski, 1973) .

En la rata adulta también se han observado efectos de los estrogenos en los sistemas
de neurotransmision. Cuando se administra una dosis del estrogeno 2-hidroxiestradiol (EE,),
la concentracion de LH en suero disminuye asi como el intercambio de noradrenalina en el
hipotalamo medio basal y en el area preodptica. Un efecto parecido se observa cuando se

administran los catecolestrogenos (Hiemke y Ghraf, 1982).

En la rata adulta cuando se administra una sola dosis de valerato de estradiol se
induce la anovulacion y ovario poliquistico. Esto se acompafia de la disminucion en la
actividad de la tirosina hidroxilasa, asi como del contenido de la DA en el hipotalamo
anterior. Mientras que, la actividad de la enzima dopamina- B- hidroxilasa se incrementa,
pero sin cambios en el contenido de NA. En el hipotalamo medio no se presentan cambios en
la actividad de la tirosina hidroxilasa, NA y DA, pero la actividad de la B-hidroxilasa si
disminuye, lo que permitid a los autores sugerir que la actividad neuronal se modifica en

hembras con anovulacion (Luza y col., 1995).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con base en las evidencias antes mencionadas se ha planteado que los mecanismos que
regulan la secrecion de las gonadotropinas son diferentes en la hembra y en el macho. Asi
mismo, se ha observado que la administracion de propionato de testosterona o dipropionato de
estradiol en el dia cinco de vida neonatal induce anovulacion y estro vaginal persistente en el
animal adulto (60 dias). El efecto que ejercen estas hormonas en la diferenciacion de los
centros hipotalamicos que regulan la secrecion de las gonadotropinas dependen de la edad en
la que se administran los esteroides y, posiblemente, estan asociados con modificaciones en la
actividad de diversos sistemas de neurotransmision (noradrenérgico, dopaminérgico vy
serotoninérgico). En este proceso la progesterona protege al hipotalamo de los efectos de los

androgenos. Por ello en el presente trabajo se decidio analizar:

e Si la falta de ovulacion en los animales tratados con androgenos en la etapa postnatal
esta relacionada con modificaciones en la actividad del sistema noradrenérgico,

dopaminérgico y serotoninérgico

¢ Si la anovulacion en los animales tratados con androgenos en la etapa postnatal se
acompainia de modificaciones en la secrecion de las gonadotropinas y en el crecimiento

y diferenciacion del foliculo ovarico.

e Sila administracion de progesterona previa a la administracion de los androgenos en la
etapa postnatal protege al eje hipotalamo-hipofisis de los efectos masculinizantes de

los andrégenos en la rata hembra adulta.
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HIPOTESIS

La administracion de propionato de testosterona durante la etapa neonatal de la rata
modificara la actividad de los sistemas monoaminérgicos en el hipotalamo y como
consecuencia la secrecion de gonadotropinas, lo cual se traducira en modificaciones en las

funciones del ovario.
OBJETIVO GENERAL
Estudiar los efectos de la administracion de esteroides sexuales en la fase neonatal de
la rata sobre la concentracion de monoaminas en el hipotalamo, de las gonadotropinas y
esteroides en suero, y en el desarrollo folicular en la etapa adulta.

Objetivos particulares

1. Evaluar la concentracion de monoaminas en el hipotalamo de ratas adultas tratadas

con androgenos o androgenos mas progesterona en la fase neonatal.

2

Analizar la actividad de los sistemas monoaminérgicos en el hipotalamo de ratas

adultas tratadas con androgenos o androgenos mas progesterona en la fase neonatal.

fd

Estudiar los cambios en la concentracion sérica de FSH, LH, progesterona y 17-
estradiol en ratas adultas tratadas con androgenos o androgenos mas progesterona en

la fase neonatal.

4. Evaluar el crecimiento y la maduracion del foliculo ovarico en ratas adultas tratadas

con androgenos o andrégenos mas progesterona en la fase neonatal.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra de la cepa CII-ZV de uno, cuatro, cinco, seis o siete dias de
edad, mantenidas en condiciones controladas de iluminacion 14 h luz—10 h oscuridad (luces
encendidas de las 5:00 a las 19:00 hrs.), con libre acceso a la madre hasta el destete (dia
veintiuno de vida) y al alimento y al agua desde ese momento hasta el sacrificio. En el dia
del nacimiento se colocaron de seis a siete crias por madre (cinco o seis hembras mas un
macho). En todos los casos se considero el dia del nacimiento como el dia uno. En todos los
animales de los diferentes grupos experimentales a los diez dias previos al sacrificio se
realizo la toma de frotis vaginales diarios, los cuales se tifieron con la técnica de
hematoxilina — eosina para conocer los cambios en la citologia vaginal. Los animales se

asignaron a los siguientes grupos experimentales:
1) Animales tratados con propionato de testosterona (PT) o progesterona (Py) mds PT

Animales de cinco, seis o siete dias se inyectaron con 1250 pg de PT por via s.c. en
0.1 ml de aceite de maiz. Otros grupos de animales recibieron previo a la administracion
de androgenos, una dosis de 50 pg de P4 en el dia cuatro o cinco. Como grupo de
comparacion se utilizaron animales de la misma edad que recibieron 0.1 ml de aceite de

maiz (Vh) o que no recibieron tratamiento (TA). Los animales se sacrificaron a los 60
dias de edad.

Procedimiento de autopsia

Los animales se sacrificaron por decapitacion entre las 14:00 y 15:00 horas. Se
disecaron los ovarios, se pesaron en balanza de precision y se fijaron en solucion de Bouin.
Los dos ovarios se deshidrataron y se incluyeron en parafina para realizar cortes seriados de
diez um, que se tifieron con la técnica de hematoxilina-eosina, para el anilisis de la
poblacion folicular. En el dia del sacrificio, también se colecto la sangre que se dejo coagular

por 30 minutos y se centrifugé a 3500 r.p.m. durante quince minutos a temperatura
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ambiente, se colecto el suero y se almacend a —20°C hasta la cuantificacion de FSH, LH,

progesterona y 17p-estradiol por la técnica de radioinmunoanalisis.

Cuantificacion de gonadotropinas y hormonas esteroides en suero

La cuantificacion de la concentracion sérica de LH y FSH se realizo por medio de la
técnica de radioinmunoanalisis de doble anticuerpo (Salve y col., 1994; Tovar y col., 1984).
A 100 pl de suero, se le agregaron 100 ul de anticuerpo de suero de ovino para LH y se
incubaron a temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente se agregaron 100 pl del
segundo anticuerpo (suero normal de coneja) y se incubaron durante dos horas, después los
tubos se centrifugaron a 3000 r.p.m. a - 4°C. Finalmente el sobrenadante se decanto, se
secaron las paredes de cada tubo y se colocaron en un contador de centelleo gama para el
analisis. EI mismo procedimiento se realizo para FSH. Las concentraciones de LH y FSH se

expresaron en ng/ml de suero.

La cuantificacion de progesterona y 17B3-estradiol se realizo por radioinmunoanalisis
de fase solida, para lo cual se utilizo un estuche (COat-A-Count, USA), que consiste de

tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos de coneja, viales de hormona marcada

(‘I Progesterona y '

I Estradiol) y 7 calibradores para la realizacion de la curva patron
(Progesterona: 0.02, 0.1, 0.5, 2.0, 10.0, 20.0 y 40.0 ng/ml; 17B-estradiol: 0.0, 5.0, 10.0, 20.0,
50.0, 75.0 y 150.0 pg/ml). A cada tubo se le adicionaron 100 pl de suero problema, mas
1000 pl de la hormona marcada, todos los tubos se agitaron y se incubaron a temperatura
ambiente durante tres horas. Posteriormente se decanto el sobrenadante de cada tubo, se
secaron las paredes del mismo y se colocaron en un contador de centelleo gama para su

analisis. La concentracion de la progesterona y de testosterona se expresa en ng/ml y la de

17B-estradiol en pg/ml de suero.

Cuantificacion de monoaminas en el hipotilamo

Al momento del sacrificio de los animales, se extrajo el cerebro se lavo con solucion

salina fria (4°C) y se congel6 en nitrogeno liquido. Inmediatamente se diseco el hipotalamo
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anterior, medio y posterior siguiendo las coordenadas del Atlas del cerebro de rata (Paxinos
y Watson 1982). Las muestras de hipotalamo se almacenaron a —70°C hasta la cuantificacion
de los siguientes neurotransmisores: [noradrenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (5-
HT)] y sus metabolitos [el acido 4, hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG), 3.4-
dihidroxifenil acético (DOPAC) y el acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA)] por

cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC).

Las muestras de hipotalamo se pesaron en balanza de precision al 0.1 mg, se
homogenizaron en acido perclorico al 0.1 N en frio y se centrifugaron a 12000 r.p.m. durante
30 minutos, a —4 °C. El sobrenadante se filtr6é con papel de poro de 0.2 um. La fraccion asi
obtenida se inyectd en el sistema de cromatografia que esta integrado de una bomba
isocratica, un detector electroquimico (Bioanalytical system) modelo LC4 y un integrador.
Los resultados de las concentraciones de los neurotransmisores y sus metabolitos se
expresaron en ng/mg de tejido. Se calculd la actividad de la neurona noradrenérgica,

dopaminérgica y serotoninérgica con la relacion propuesta por Shannon y col. (1986):
Actividad neural = [Metabolito del neurotransmisor] / [Neurotransmisor].
Estudio de la poblacion folicular
El analisis de la poblacion folicular se realizo en el ovario izquierdo y derecho de tres
animales de cada grupo experimental, los cuales se eligieron al azar. Se revisaron los cortes
seriados de cada ovario y en los foliculos en los que se observo el ovocito con su nucleo y
nucleolo, se midio el diametro mayor y el menor (perpendicular al primero), con la ayuda de
un ocular micrométrico filiar adaptado a un microscopio. El diametro promedio se calculo

con la relacion:

Diametro promedio = (diametro mayor + diametro menor ) / 2.
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Con base en el diametro promedio los foliculos se clasificaron en tres categorias:
foliculos pequefios (< 200 um de diametro); foliculos medianos (201 — 400 um de diametro);

foliculos preovulatorios (>401 um de diametro).

Ademas de su diametro, los foliculos se clasificaron en sanos y atrésicos. Las
caracteristicas que se consideraron para caracterizar a un foliculo atrésico fueron: alteracion
del ovocito, engrosamiento de la teca, picnosis de las células de la granulosa y descamacion

de las células de la granulosa en el antro folicular (mas de cinco células).
Andalisis estadistico

Los resultados de las concentraciones de hormonas (testosterona, progesterona, 1703-
estradiol, FSH y LH) en suero, de monoaminas y sus metabolitos en el hipotalamo se
analizaron por la prueba de analisis de varianza multiple (ANDEVA) seguida de la prueba
de Tukey o por la prueba “t” de Student (cuando se comparan los resultados de dos grupos).
El nimero de foliculos por la prueba de Kruskal-Wallis seguida de “U” de Mann-Whitney.
En todos los casos se consideraron significativas aquellas diferencias en las cuales la

probabilidad fue igual o menor al 5%.
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RESULTADOS

1) Efecto de la administracion de propionato de testosterona (PT)

Los animales testigo absoluto presentaron un ciclos estrales de cuatro dias de
duracion; con dos dia de diestro, uno de proestro y un estro. En los animales que recibieron
aceite no se modifico el patron de ciclicidad antes mencionado, mientras que, en los
animales que fueron inyectados con PT presentaron estro vaginal persistente durante los diez
dias previos al sacrificio. Todos los animales se sacrificaron en estro y en el dia del sacrificio
se presento la ovulacion [TA 7/7 vs. Vh 5/6], y en los animales que recibieron PT ninguno
ovuld [PTs (0/6); PTe (0/8); PT7 (0/7)]. Debido a que no se observaron en ninguno de los
parametros evaluados en los grupos de animales sin tratamiento (TA) o que recibieron aceite

de maiz (Vh), los resultados se combinaron y se conformo un solo grupo denominado testigo

(T).

En la figura 1 se presentan los resultados de la concentracion de noradrenalina en el
hipotadlamo de animales testigo o con PT. En los animales androgenizados se observo el
incremento en la concentracion de noradrenalina en el hipotalamo anterior en comparacion
con el grupo testigo. Este mismo comportamiento se observé en el hipotalamo medio. En el
hipotalamo posterior de los animales tratados con PT al dia cinco o seis de edad también se
presento el aumento significativo en la concentracion de noradrenalina con respecto al grupo
testigo. Sin embargo, en el hipotalamo posterior de los animales que fueron androgenizados
en el dia cinco de desarrollo postnatal el aumento en la concentracion de este

neurotransmisor fue mayor que en los que recibieron el PT al dia seis o siete.

En la figura 2 se muestra la concentracion de dopamina en el hipotalamo de animales
con aceite de maiz o tratados con PT. En el hipotadlamo anterior de los animales que
recibieron PT al dia cinco de edad, la concentracion de dopamina fue menor que la
cuantificada en el grupo de animales testigo. En los inyectados con PT en el dia seis o siete
de edad la concentracion de este neurotransmisor fue mayor que en el grupo que recibio PT

en el dia cinco de edad. En el hipotalamo medio de los animales androgenizados el
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comportamiento fue similar al observado en el hipotalamo anterior. En el hipotalamo
posterior de los animales que recibieron PT la concentracion de DA fue significativamente

menor que la del grupo de animales testigo.

En la mayoria de los animales la concentracion del MHPG y de DOPAC (metabolito
de dopamina) estuvo por debajo de la sensibilidad del método (0.001 ng/mg de tejido) en las
tres regiones del hipotalamo. Por ello no se calculo la relacion [MHPG]/[NA] y la de
[DOPAC]/[DA] que es un indicador de la actividad de la neurona noradrenérgica y

dopaminérgica .

En la figura 3 se presentan los resultados de la concentracion de S-HT en el
hipotalamo anterior de los grupos de animales tratados con aceite de maiz o tratados con
propionato de testosterona. En los tres grupos de animales androgenizados la concentracion
de serotonina se incremento en relacion al grupo testigo. Este aumento fue mayor en el
grupo de animales androgenizados en el dia siete del desarrollo postnatal. La concentracion
del acido S5-hidroxiindolacético no se modifico de manera significativa en ninguno de los
animales recibio6 PT. La actividad de la neurona serotoninérgica en esta region del
hipotalamo disminuy6 en los tres grupos de animales que recibieron el tratamiento de PT,
sin embargo esta disminucion es significativa exclusivamente en los animales que recibieron
el androgeno en el dia siete. En el hipotadlamo medio y posterior se observd un
comportamiento similar (figuras 4 y 5). Sin embargo en el hipotalamo medio y posterior de
los animales androgenizados la relacion [S5-HIAAJ/[5-HT] disminuyd de manera

significativa (figura 4 y 5).
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Anterior

ng/mg de tejido

Medio

ng/ mg de tejido

P Posterior

b,c

ng/mg de tejido

a,b

1
0 e

T ' PT, PT, PT,  Tratamiento

a,p<005vs. T (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05vs. PTs (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
¢, p<0.05vs. PT; (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 1. Concentracion (Media + e.e.m.) de noradrenalina en el hipotilamo
anterior, medio y posterior de animales testigo (T) o con propionato de testosterona

(PT) en la fase neonatal y sacrificados a los 60 dias de edad.
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T PTs PTs PT; Tratamiento

a,p<005vs. T (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05vs. PTs (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 2. Concentraciéon (Media + e.e.m.) de dopamina en el hipotilamo anterior,
medio y posterior de animales testigo (T) o con propionato de testosterona (PT) en la
fase neonatal y sacrificados a los 60 dias de edad.

27



Resultados

6 - 5-HT
.
(=]
2
g l
@ | ab
-] 3 .| a
o |
= |
k=) !
c

1.5

S W—

ng/mg de tejido

1 [5-HIAA)/[5-HT]

0.6 T
- - a
0.4 |
02 S
|
PT, | PT,

T

Tratamiento

a,p<005vs. T (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05vs. PTs (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 3. Concentracion (Media + e.e.m.) de serotonina (5-HT), del #dcido 5-
hidroxiindolacético (5S-HIAA) y actividad de la neurona serotoninérgica (|S-HIAA]/[5-
HT]) en el hipotilamo anterior de animales testigo (T) o con propionato de testosterona
(PT) en la fase neonatal y sacrificados a los 60 dias de edad.
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a,p<005vs.T (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 4. Concentracion (Media + e.e.m.) de serotonina (5-HT), del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la actividad de la neurona serotoninérgica (|[5-
HIAA]/[S-HT]) en el hipotilamo medio de animales testigo (T) o con propionato de
testosterona (PT) en la fase neonatal y sacrificados a los 60 dias de edad.
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b, p<0.05vs. PTs (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
¢, p<0.05vs. PTg (ANDEVA seguida de |la prueba de Tukey)

T PTs Tratamiento

Figura 5. Concentracion (Media = e.e.m.) de serotonina (5-HT), del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) y de la actividad de la neurona serotoninérgica (|5-
HIAA]/[S-HT]) en el hipotilamo posterior de animales testigo (T) o con propionato de
testosterona (PT) en la fase neonatal y sacrificados a los 60 dias de edad.
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Hormonas esteroides

En el grupo que recibio propionato de testosterona en el dia cinco de edad, se observo
la disminucion en la concentracion de progesterona y 17-estradiol con respecto al grupo
tratado con Vh, mientras que en los grupos que recibieron propionato de testosterona en el
dia seis o siete de edad las concentraciones de estas hormonas son similares a las del grupo

que fue inyectado con aceite de maiz (figura 6).

14 1 Progesterona

10 - ab

ng/ml de suero
[o)]
A

45 4 17B-estradiol b

30 -
| I
15
|
0 ; S _
PT, P

Vh T Tratamiento

pg/ml de suero

a,p<0.05vs. Vh (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)
b, p<0.05vs. PTs (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Figura 6. Concentracion (Media + e.e.m.) de progesterona y 17B-estradiol en suero de
animales testigo (T) o con propionato de testosterona (PT) en la fase neonatal y
sacrificados a los 60 dias de edad.
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Gonadotropinas

En la figura 7 se presentan los resultados de las concentraciones de FSH y LH en
suero. En todos los grupos de animales androgenizados se observo la disminucion
significativa en la concentracion de estas dos hormonas con respecto al grupo de animales
testigo. Sin embargo, esta disminucion fue mas evidente en el grupo de animales que fueron

inyectados con el androgeno en el dia seis de vida.

w LH

ng/ml de suero

T - T

30 - FSH

25 - ]‘

20

15
10 - a

ng/ml de suero

Vh PT, Tratamiento

a,p<0.05vs. Vh (ANDEVAseguida de la prueba de Tukey)

Figura 7. Concentracién (Media * e.e.m.) de la hormona foliculo estimulante (FSH), y
luteinizante (LH) en suero de animales testigo (T) o con propionato de testosterona
(PT) en la fase neonatal y sacrificados a los 60 dias de edad.

Poblacion folicular
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En el cuadro 1 se presenta el nimero de foliculos totales y por rango presentes en los

ovarios de ratas androgenizadas a diferentes edades de la etapa neonatal. EI nimero total de

foliculos no se modificé en ninguno de los grupos experimentales. Sin embargo, al realizar

el analisis de la poblacion folicular con base en su diametro, se observo el incremento en el

numero de foliculos preovulatorios en el grupo de animales que fueron androgenizados en el

dia seis o siete.

Cuadro 1. Nimero de foliculos totales (Media £ e.e.m.) y su distribucién por rango, en

los ovarios de ratas testigo (T), o con propionato de testosterona (PT) en la fase

neonatal y sacrificados a los 60 dias de edad.

53.75 + 8.88

T 33.80 + 6.44 16.4 +3.72 3.55 + 0.86
S T e e e

PTe 4725+552 23.75 + 5.33 16.75 + 2.21 6.75 + 0.66
BT [ 50175743 | 31471675 1375419 5254104

Cuando se analizo el estado de los foliculos se observo que en todos los grupos de

animales androgenizados, el numero de foliculos atrésicos se incrementd de manera

significativa en comparacion con el grupo testigo, sin embargo este incremento fue mayor en

los animales androgenizados en el dia cinco (figura 8).
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Namero de foliculos

T PTs PTs | PT, Tratamientd

a,p<005vs. T (prueba U Mann-Whitney)
b,p<0.05vs. PT5 (prueba U Mann-Whitney)

Figura 8. Numero de foliculos atrésicos (Media £+ e.e.m.) presentes en los ovarios de
ratas testigo (T), tratados con aceite (Vh) o con propionato de testosterona (PT) en la
fase neonatal y sacrificados a los 60 dias de edad.

El nimero de foliculos atrésicos pequefios (<200 pm de diametro) se incremento
ligeramente en los animales androgenizados en el dia cinco y siete; sin embargo esto no
llego a ser diferente en los animales androgenizados en el dia cinco en comparacion con los
animales testigo. El niimero de foliculos atrésicos medianos (201 — 400 um) y preovulatorios
atrésicos (> 401 pum) se increment6 en todos los grupos de animales androgenizados pero

este incremento fue mayor cuando la androgenizacion se realizo en el dia cinco de vida
(figura 9).
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a,p<0.05vs. T (prueba U Mann-Whitney)
b, p <0.05 vs. PT; (prueba U Mann-Whitney)
¢, p <0.05vs. PTg (prueba u Mann-Whitney)

Figura 9. Nimero de foliculos atrésicos por rango (Media + e.e.m.) presentes en los
ovarios de animales testigo (T) o con propionato de testosterona (PT) en la fase
neonatal y sacrificados a los 60 dias de edad.
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2) Efecto de la administracion de progesterona mas PT

En los animales que previo a la androgenizacion fueron inyectados con progesterona,
la citologia vaginal presento caracteristicas de estro persistente con algunos dias intercalados
de diestro o proestro. En el dia del sacrificio ninguno de los animales ovulo [P4+PTs (0/12);

Ps+PT (0/9); Ps+PT; (0/9)].

En los animales que recibieron progesterona en el dia cinco y se androgenizaron en el
dia siete, la concentracion de noradrenalina en las tres regiones del hipotalamo no se
modifico en comparacion con el que Unicamente fue androgenizado. Sin embargo, en los que
se trataron con progesterona en el dia cinco y se androgenizaron en el dia seis, la

concentracion de este neurotransmisor se incrementd en las tres regiones del hipotalamo

(figura 10).

En las tres regiones del hipotalamo de los animales tratados con progesterona en el
dia cinco mas PT en el dia seis o siete la concentracion de dopamina fue similar a la de los
animales que unicamente fueron androgenizados, Mientras que, en los que recibieron
progesterona en el dia cuatro y PT en el cinco, la concentracion de este neurotransmisor se

increment6 de manera significativa (figura 11).

En la mayoria de los animales la concentracion del metabolito de la noradrenalina
(MHPG) y de la dopamina (DOPAC), estuvo por debajo de la sensibilidad del método
(0.001 ng), por ello no se evaluo la relacion [MHPG]/[NA] (actividad de la neurona
noradrenérgica) y la relacion [DOPAC]/[DA] (actividad de la neurona dopaminérgica).

En el hipotalamo anterior de los diferentes grupos de animales que fueron tratados
con progesterona mas androgenos la concentracion de serotonina, del S-HIAA y de la
relacion [5-HIAA]/[5-HT] no se modifico en relacion con el grupo que Gnicamente fue
androgenizado (figura 12). En el hipotalamo medio de los animales que fueron inyectados
con progesterona en el dia cinco mas PT en el dia seis o siete, la concentracion de este

neurotransmisor disminuyé de manera significativa. La concentracion del 5-HIAA también
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disminuyé en los tres grupos que previo a la androgenizacion recibieron progesterona, sin
embargo esta disminucion unicamente fue significativa en el grupo de animales que recibio
progesterona en el dia cuatro. La relacion [S-HIAA]/[S-HT] se incremento Unicamente en
esta region del hipotalamo de los animales que recibieron progesterona en el dia cinco y

andrégenos en el dia seis (figura 13).

En el hipotalamo posterior de los animales que fueron inyectados con progesterona
en el dia cinco mas PT en el dia seis, la concentracion de serotonina fue significativamente
menor que los animales androgenizados y la concentracion del 5-HIAA y la relacion [5-
HIAA]/[5-HT] present6 un comportamiento inverso, en los otros grupos experimentales no

se presentaron cambios (figura 14).

En el grupo de animales que previo al tratamiento de androgenos recibieron
progesterona en el dia cuatro, la concentracion de progesterona y 17f-estradiol en suero
aumento de manera significativa. Un comportamiento inverso se observo en la concentracion
de progesterona en suero de los animales que solamente fueron inyectados con progesterona

en el dia cinco y androgenos en el dia seis, mientras que la concentracion de 17B-estradiol no

se modifico (figura 15).

En comparacion con los animales androgénizados en el dia cinco, en los que previo a
la administracion del PT recibieron progesterona en el dia cuatro, las concentraciones de
FSH y LH en suero se incrementaron pero esta diferencia fue estadisticamente significativa
unicamente en la concentracion de la FSH. En los grupos que se inyectaron con progesterona

en el dia cinco no se presentaron cambios (figura 16).
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Anterior
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ng/mg de tejido
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ng/mg de tejido

PTs Py+PTs

Tratamiento

PT,

a, p <0.05 vs. respectivo grupo con PT (prueba "t" de Student)

Figura 10. Concentracion (Media + e.e.m.) de noradrenalina en el hipotilamo
anterior medio y posterior de animales tratados con propionato de testosterona en el
dia postnatal cinco, seis o siete (PTs, PTs 6 PT7) o con progesterona en el dia postnatal

cuatro o cinco (P4 0 Ps) mas PTs, PTs 6 PT-y sacrificados a los 60 dias de edad.
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a, p <0.05 vs. respectivo grupo con PT (prueba 't" de Student).

Figura 11. Concentracion (Media + e.e.m.) de dopamina en el hipotilamo anterior

medio y posterior de animales tratados con propionato de testosterona en el dia
postnatal cinco, seis o siete (PTs, PT¢ 6 PT7) o con progesterona en el dia cuatro o cinco
(P4 6 Ps) mas PTs, PTs 6 PT;y sacrificados a los 60 dias de edad.
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a, p<0.05 vs. respectivo grupo con PT (prueba "t' de Student).

Figura 12. Concentracion (Media + e.e.m.) de serotonina (5-HT), del sdcido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), y actividad de la neurona serotoninérgica (|S-HIAA)/[5-
HT]) en el hipotilamo anterior de animales tratados con propionato de testosterona en
el dia postnatal cinco, seis o siete (PTs, PTs 6 PT7) o con progesterona en el dia cuatro o
cinco (P4 6 Ps) mas PTs, PTs 6 PT; y sacrificados a los 60 dias de edad.
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a, p < 0.05 vs. respectivo grupo con PT (prueba "t" de Student).

Figura 13. Concentracion (Media £+ e.e.m.) de serotonina (5-HT), del #cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), y actividad de la neurona serotoninérgica (|S-HIAA)/|5-
HT]) en el hipotidlamo medio de animales tratados con propionato de testosterona en el
dia postnatal cinco, seis o siete (PTs, PT¢ 6 PT7) o con progesterona en el dia postnatal
cuatro o cinco (P4 6 Ps) mas PTs, PTs 6 PT,y sacrificados a los 60 dias de edad.
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Figura 14. Concentracion (Media + e.e.m.) de serotonina (5-HT), del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), y actividad de la neurona serotoninérgica (|5-HIAA]/[5-
HT]) en el hipotdlamo posterior de animales tratados con propionato de testosterona en
el dia postnatal cinco, seis o siete (PTs, PTs 6 PT;) o con progesterona en el dia
postnatal cuatro o cinco (P4 6 Ps) mas PTs, PTs 6 PT; y sacrificados a los 60 dias de
edad.
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a, p <0.05 vs. respectivo grupo con PT (prueba "t' de Student).

Figura 15. Concentraciéon (Media £ e.e.m.) de progesterona y 17B-estradiol en suero de
animales tratados con propionato de testosterona en el dia postnatal cinco, seis o siete
(PTs, PTs 6 PT7) o con progesterona en el dia postnatal cuatro o cinco (Py 6 Ps) mas
PTs, PTs 6 PT7y sacrificados a los 60 dias de edad.
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a, p <0.05 vs. respectivo grupo con PT (prueba "t' de Student)

Figura 16. Concentracion (Media + e.e.m.) de la hormona foliculo estimulante (FSH) y
hormona luteinizante (LH) en suero de animales tratados con propionato de
testosterona en el dia postnatal cinco, seis o siete (PTs, PTs 6 PT7) o con progesterona
en el dia postnatal cuatro o cinco (P4 6 Ps) mas PTs, PTs 6 PT, y sacrificados a los 60

dias de edad.
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Poblacion folicular

El nimero de foliculos totales medidos en los ovarios de los animales que recibieron
progesterona mas androgenos no se modifico, con excepcion del grupo que recibio
progesterona en el dia cuatro mas PT en el dia cinco, en donde se cuantificoO un menor
numero de foliculos. Cuando se analiza la poblacion de foliculos por tamafio, se observo que
en este Gltimo grupo el numero de foliculos pequefios (<200 pm y medianos (201-400 pm)

disminuyeron y no se observaron cambios en los preovulatorios (Cuadro 2).

Cuadro 2. Numero de foliculos (Media = e.e.m.) y su distribucion por rango, en los
ovarios de ratas tratadas con propionato de testosterona (PT) en el dia postnatal cinco,
seis o siete (PTs, PTs 6 PT7) o con progesterona en el dia cuatro o cinco (P46 Ps) mas
PTs, PTs 6 PT7 y sacrificados a los 60 dias de edad.

PT5 4867625  2225:328 | 2208+464 45 %095
TPavPTs | 255% 260" | 14585375 | 4831064 | 608231
............. e e e e

P5+PT6 | 57424509 | 3625+ 552 | 16.334 351 4,83 +1.22

pT7 50174743 | 31174675 1875518 | 5251104

P5+PT7 | 56425643 | 24675253 | 11424222 7.33 +0.45

a, p <0.05 vs. respectivo grupo con PT (prueba “t” de Student)

En el grupo de animales que previa a la androgenizacion en el dia cinco recibieron
progesterona en el dia cuatro se presentd una disminucidn significativa en el numero de
foliculos atrésicos totales con respecto al grupo de animales que sélo fueron androgenizados.
Mientras que, en el grupo de animales tratados con progesterona en el dia cinco mas
propionato de testosterona en el dia seis o siete se presentd un aumento significativo del

namero de foliculos atrésicos totales (figura 17).
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Cuando se analiz6 el estado de los foliculos por tamafo se observo que en el grupo
de animales tratados con progesterona en el dia cuatro mas PT al dia cinco disminuy6 de
manera significativa la atresia en los foliculos pequefios y medianos. En los grupos de
animales tratados con progesterona en el dia cinco de edad mas propionato de testosterona
en los dias seis o siete se observo un aumento en el nimero de foliculos atrésicos pequefios y

medianos.

Numero de foliculos

PTs P+PTs PTs Ps+PTs Tratamiento

a, p < 0.05 vs. respectivo grupo con PT (prueba U Mann-Whitney)

Figura 17. Nimero de foliculos atrésicos (Media + e.e.m.) medidos en los ovarios de
ratas tratados con propionato de testosterona (PT) en el dia cinco, seis o siete (PTs, PTs

0 PT7) o con progesterona en el dia cuatro o cinco (Ps 6 Ps) mas PTs, PT¢ 6 PT; y
sacrificados a los 60 dias de edad.
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Namero de foliculos

124 > 401 pm

Numero de foliculos

PTs P4+PTs PTs Ps+PT; ' PT; Ps.’fP.Tm_Tratamiento

a, p<0.05 vs. respectivo grupo con PT (prueba U Mann-Whitney)

Figura 18. Nimero de foliculos atrésicos por rango (Media + e.e.m.) presentes en los
ovarios de animales tratados con propionato de testosterona (PT) en el dia cinco, seis o
siete (PTs, PT¢ o PT7) o con progesterona en el dia cuatro o cinco (P46 Ps) mas PTs, PT;
0 PT; y sacrificados a los 60 dias de edad.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten sugerir que en la etapa
neonatal de la rata hembra los androgenos participan en el proceso de diferenciacion sexual
de los sistemas de neurotransmision (noradrenégico, dopaminérgico y serotoninérgico) del
hipotalamo y de los centros que regulan la secrecion de las gonadotropinas y como
consecuencia las funciones del ovario. Estas observaciones concuerdan cada una por
separado, con las evidencias descritas por Gerardin y Pereira (2002); Kawashima y Takagi
(1994), Kawata y col. (1994).

En este estudio se observo que en las ratas tratadas con propionato de testosterona
aumenté la concentracion de noradrenalina en el hipotalamo anterior y medio, semejante a lo
descrito por Resznikov y Nosenko (1983) quienes mostraron que cuando se administra este
androgeno en el dia tres, se incrementa la concentracion de este neurotransmisor desde el dia

siete de edad.

El aumento en la concentracion de noradrenalina posiblemente es el reflejo de una
mayor sintesis. La tiroxina hidroxilasa (TH) es la enzima limitante en la sintesis de
noradrenalina y se localiza en las neuronas noradrenérgicas en sistema nervioso central y en
ganglios simpaticos (Crowley y Zelman 1981). Esta enzima cataliza la transformacion del
aminoacido tiroxina en dihidroxifenilalanina producto intermedio en la sintesis de
noradrenalina (Malven 2000). Ademas se ha mostrado que la actividad de la TH es regulada
por las hormonas esteroides. La testosterona incrementa la actividad de la TH y la
concentracion de NA en los ganglios simpaticos (Dibner y Black, 1976), en el conducto
deferente (Bustamante y col., 1989) y en el hipotalamo (Resnikov y Nosenko, 1983). Otro
factor que posiblemente contribuyé al incremento en la sintesis de noradrenalina es el reflejo
de una mayor actividad de la enzima dopamina-B-hidroxilasa, que cataliza el Gltimo paso de
sintesis de este neurotransmisor. Al respecto, Bustamante y col. (1989) sugieren que los
cambios en la actividad de esta enzima se correlacionan con la concentracion de

noradrenalina.
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Se ha mostrado que en el cuerpo estriado y en el sistema limbico de ratas adultas la
concentracion de DA es similar entre las hembras y machos (Leret y col. 1987). Las
evidencias antes mencionadas difieren a lo encontrado en este trabajo, en el animal
androgénizado en el dia cinco de vida. Es posible que estas diferencias sean el resultado de
que se trabajaron con modelos diferentes y las evaluaciones de la dopamina se realizaron en
tejidos diferentes. Con relacion a esto se ha mostrado que las hormonas esteroides modulan
la organizacion de las células que sintetizan los neurotransmisores pero de manera
diferencial dependiendo del tejido (Kawata y col., 1994). En nuestro caso las evaluaciones

de dopamina se realizaron en tres regiones del hipotalamo (anterior, medio y posterior).

Segun informacion disponible, hay evidencias que indican que en el sistema nervioso
central existe dimorfismo sexual en algunas estructuras como el nucleo paraventricular
anteroventral, entre otras en donde el nimero de neuronas dopaminérgicas es mayor en las
hembras en comparacion con los machos (Simerly y col., 1985). También la tasa de sintesis
y recambio de la dopamina es mayor en las hembras (Demarest y col., 1981). Este conjunto
de evidencias nos llevan a corroborar que la androgenizacion en el dia cinco, modifica los
centros que regulan la secrecion de las gonadotropinas en la rata hembra, y que tienen
innervacion dopaminérgica, debido a que la concentracion de dopamina en el hipotalamo de
estos animales fue muy baja, posiblemente como resultado de una baja sintesis de este

neurotransmisor, como sucede en el macho.

El efecto de los androgenos observado en el sistema dopaminérgico no se presento
cuando la administracion de propionato de testosterona se realizo en el dia seis y siete. En
estos dos grupos de animales la concentracién del neurotransmisor, es similar al de las
hembras que no recibieron tratamiento. Las diferencias observadas en el efecto de los
androgenos sobre el sistema dopaminérgico puede ser el reflejo de la diferencia de edades en
las que se realizo el tratamiento con el andrégeno. Con relacion a ésto, Barraclough y Gorski
(1961), mostraron que existe una “fase critica” o de maxima susceptibilidad para provocar la
masculinizacion de los centros que regulan la secrecion de las gonadotropinas y que ocurre

dentro de los primeros cinco dias de vida.
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La androgenizacion de la rata hembra realizada a los seis o siete dias de edad,
provoca anovulacion, sin embargo la concentracion de DA no se modificd. Estos hechos nos
llevan a pensar que en estas edades este sistema de neurotransmision no es el unico
implicado en la modulaciéon de los mecanismos neuroendocrinos que culminan con la
ovulacion. Esta idea es apoyada por los resultados obtenidos en estos animales en los cuales
se modifico el sistema noradrenérgico y serotoninérgico. En relacion a esto se ha reportado
que la noradrenalina estimula la secrecion de GnRH y de gonadotropinas y la serotonina

estimula o inhibe estos eventos (Kordon y col., 1994).

En el modelo de la rata prepuber y adulta, se ha demostrado que el sistema
serotoninérgico intervienen en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas (Fink,
2000) y que durante el desarrollo prepuberal su participacion es sexualmente dimorfica
(Moguilevsky y col., 1987). En este estudio observamos que el aumento en la concentracion
de serotonina en el hipotalamo anterior y medio de los animales androgenizados, se
acompaiio de la disminucion en la relacion [S-HIAA]/[5-HT], lo que nos indica una baja
actividad en este sistema de neurotransmision. Estos resultados posiblemente son el reflejo
de una mayor sintesis de serotonina y menor liberacion. Otra posibilidad es que en los
animales androgenizados sea el resultado de una menor actividad de la enzima monoamino
oxidasa (MAQ), que cataliza la transformacion de la serotonina en 5-HIAA. Esta
interpretacion se ve apoyada por los estudios realizados por Shimara y col. (1976) quienes
mostraron que cuando se administra propionato de testosterona y se inhibe la actividad de la
MAO durante los primeros 10 dias de vida, se adelanta la edad en que se presenta el estro

vaginal persistente.

Con base en lo antes mencionado es posible pensar que la masculinizacion de los
centros que regulan la secrecion de las gonadotropinas y como consecuencia la anovulacion
en la etapa adulta se asocian con una menor actividad del sistema serotoninérgico en los
animales androgenizados. Se ha propuesto la hipotesis de que la disminucion de la actividad
de este sistema durante los primeros dias del desarrollo postnatal, puede potenciar los efectos

defeminizantes de los androgenos (Déhler, 1991).
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Los cambios en los sistemas de neurotransmision observados en las tres regiones del
hipotalamo de los animales androgénizados, pueden ser un reflejo de la masculinizacion de
algunas estructuras del sistema nervioso central inducida por los androgenos. Las hormonas
esteroides modifican diversas funciones del encéfalo, como son expresion de genes para la
comunicacion célula-célula, la estructura y diferenciacion neuronal de los sistemas de
neurotransmision, entre otras actividades. Ademas, a los esteroides gonadales durante la
etapa neonatal se les atribuye un papel organizador (Kawata y col, 1994). Es posible que los
cambios en la sintesis y el metabolismo de las catecolaminas y la serotonina observados en
los animales androgénizados sean los responsables de los efectos del propionato de
testosterona sobre la diferenciacion sexual de los centros que regulan la secrecion ciclica de
las gonadotropinas. En particular en el hipotalamo anterior y medio donde se localizan los

centros que regulan este tipo de secrecion hormonal en la rata hembra (Fink, 2000).

Con base en los resultados obtenidos en el modelo del animal androgenizado
utilizado en este estudio, se puede pensar que los androgenos que son aromatizados y
convertidos a estrogenos en el sistema nervioso central, inducen la masculinizacion de los
centros que regulan la secrecioén de las gonadotropinas (Barraclough, 1983; Gorski, 1990).
Este proceso se traduce en la aparicion del cuadro caracterizado por estro vaginal persistente,
ovario poliquistico, falta de ovulacion (ausencia de cuerpos luteos), modificaciones en la

estructura del ovario y en la secrecion de esteroides, como fue observado en este estudio.

En ninguno de los animales que recibieron androgenos se presentd la ovulacion,
independientemente de la edad en la que se realizo la administracion de la hormona. Este
evento se acompaiié de disminucion en la produccion de FSH y LH y aumento en el nimero
de foliculos preovulatorios con caracteristicas de atresia. Estos resultados pueden ser
interpretados como el reflejo de la masculinizacion de los centros que regulan la secrecion
ciclica de las gonadotropinas, lo que propicié que la produccion de la FSH y LH sea
constante, como en el macho y que no se presentara el aumento en la produccion de estas
dos hormonas en la tarde del proestro “pico ovulatorio” como ya ha sido mostrado por otros
autores (Gorski, 1963). Este “pico” de secrecion de las gonadotropinas es necesario para la

maduracion final de los foliculos y como consecuencia que se presente la ovulacion
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(Greenwald y Shyamal (1994). Los resultados de nuestro estudio concuerdan con lo
reportado por Pinilla y col. (1993), quienes mostraron que cuando se administra propionato
de testosterona en la etapa neonatal, se presentan ciclos anovulatorios y disminucion en la

produccion de FSH.

Las alteraciones en el crecimiento folicular y la falta de ovulacion observada en los
animales androgénizados en el dia cinco se acompaiiaron de la disminucion en la produccion
de progesterona y 17fB-estradiol, €stos eventos posiblemente estan asociados con la menor
produccion de FSH y LH, ya que la esteroidogénesis en el ovario es regulada por multiples
factores, entre ellos las gonadotropinas (Greenwald y Shyamal 1994). La LH regula uno de
los pasos iniciales de la esteroidogénesis, formacion de pregnenolona, y la FSH la
aromatizacion de los androgenos para formar estrogenos. Ademas también se ha mostrado
que existe una estrecha relacion entre el desarrollo y maduracion del foliculo ovarico, y la
esteroidogénesis (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Greenwald y Shyamal, 1994). En
relacion a esto Bukovsky y col. (2000) mostraron que los ovarios de los animales
androgenizados son incapaces de producir en cantidades suficientes de esteroides para

inducir la secrecion preovulatoria de las gonatropinas que culmina con la ovulacion.

A diferencia de lo observado en los animales androgénizados en el dia cinco, en los
que fueron tratados con PT en el dia seis o siete, la concentracion de 17B-estradiol vy
progesterona fue mayor. Ademas, estos resultados del estudio pueden ser una evidencia mas
de que el efecto del androgeno en el proceso de diferenciacion sexual disminuye con la edad
(Wilson y col., 1941). Existen evidencias que sefialan que las gonadas y las adrenales son la
fuente de hormonas esteroides (Gore-Langton y Armstrong, 1994). Por ello, la mayor
concentracion de progesterona cuantificada en estos animales posiblemente es de origen
adrenal, debido a que en los ovarios de estos animales no se observaron cuerpos luteos

(compartimiento ovarico que produce grandes cantidades de este esteroide (Greenwald vy
Shyamal, 1994).

El desarrollo del foliculo es regulado por las gonadotropinas, factores de crecimiento,

neurotransmisores y las propias hormonas esteroides. De estos algunos mantienen el
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desarrollo del foliculo como la FSH, la LH y los estrogenos y otros son inductores de atresia
como la testosterona (Greenwald y Shyamal, 1994). Con base en estas evidencias y nuestros
resultados, es posible que el aumento en la incidencia de atresia observado en los diferentes
tipos de foliculos en los ovarios de los animales androgenizados, sea el resultado de la
disminucion en la produccion de 17B-estradiol como lo observamos en este estudio y a una
mayor produccion de testosterona. En apoyo a esta interpretacion se ha mostrado que los
ovarios de animales androgenizados producen grandes cantidades de testosterona (Daniell,

1991; Gore-Langton y Armastrong, 1994; Jones y col., 1987) (figura 19).

Los estudios sobre la diferenciacion sexual del sistema nervioso central en los
mamiferos, se han conducido para explorar si la progesterona protege a la hembra de los
efectos masculinizantes de los androgenos. Se ha propuesto que esta hormona actia como un
antiandrogeno protegiendo a la hembra del mono rhesus de los efectos masculinizantes de la

testosterona (Resko, 1974) o la rata (Cagnoni y col., 1965; Rhoda y col., 1987).

En este estudio observamos que cuando se administra progesterona en el dia cuatro y
propionato de testosterona veinticuatro horas después, se protege parcialmente a la hembra
de los efectos masculinizantes de esta Gltima hormona. Los parametros que se evaluaron en
la etapa adulta y que apoyan esta interpretacion, es el incremento en la concentracion de
gonadotropinas en suero, las cuales actian como factores que regulan el desarrollo vy
maduracion del foliculo ovarico (Greenwald y Shyamal, 1994). El incremento en las
concentraciones de gonadotropinas en suero observada en estos animales, la disminucion de
la atresia folicular y el aumento en la esteroidogénesis. Estos resultados corroboran
parcialmente lo ya reportado por Cagnoni y col, (1965), quienes al aplicar el mismo

esquema hormonal observaron ciclos normales, ovulacion y formacion de cuerpos luteos.

Es necesario destacar que la progesterona no modifico las alteraciones en el sistema
noradrenérgico y serotoninérgico inducidas por los androgenos, aunque si provocd cambios
puntuales en el sistema dopaminérgico en el hipotalamo anterior, donde se ubican los

nucleos que regulan la secrecion de gonadotropinas (Brown, 1994; Fink, 2000).

33



Discusion

La posibilidad de que la administracion de progesterona previa a la androgenizacion
proteja al animal de los efectos del propionato de testosterona, no se presenta cuando los
animales reciben la progesterona en el dia cinco y el androgeno 24 6 48 horas después,
debido a que en estos animales las concentraciones de catecolaminas y serotonina en el
hipotalamo, y gonadotropinas y esteroides en el suero fueron similares a las del animal que
recibio Unicamente el androgeno. Ademas, si se presentaron cambios en la estructura del
ovario, debido a que en estos animales se increment6 el nimero de foliculos preovulatorios
atrésicos, posiblemente debido a la falta de estimulacion gonadotropica. Asi con base en
nuestros resultados es posible sugerir que la progesterona administrada bajo este esquema no
protege a los animales de los efectos masculinizantes de los androgenos tal y como se ha
postulado que sucede cuando se administra en el dia 4 (Cagnoni y col. 1965) o durante los

ultimos dias de la gestacion (Rhoda y col. 1987).

Existen datos que muestran que la expresion de los receptores a progesterona es
sexualmente dimorfica y que para que se expresen los efectos masculinizantes de los
androgenos se requiere que se expresen los receptores a progesterona (Quadros y col., 2002).
Ademas, también se ha reportado que la expresion de los receptores a esta hormona en el
nucleo preoptico medial de la rata macho en la etapa neonatal es alta y en las hembras de la
misma edad no se expresan (Quadros y col., 1998). Estos resultados han sido interpretados
como una indicacion de que el receptor a progesterona en el cerebro y en particular el
hipotalamo cumple una funcion clave en la diferenciacion sexual de esta estructura (Arrieta
y col. 2003; Quadros y col. 2002). Aunque a la fecha se desconoce con exactitud su
participacion. Estas evidencias y nuestros resultados observados en los animales tratados con
progesterona en el dia cinco mas propionato de progesterona en el dia siete, nos lleva a
plantear la posibilidad de que el tiempo transcurrido entre la administracion de la primera
hormona y el androgeno fue suficiente para que se expresara un mayor numero de receptores
a progesterona y como consecuencia se incrementaron los efectos inducidos por el
propionato de testosterona. Mientras que, en los que recibieron el androgeno en el dia seis
fue menor la expresion de los receptores a progesterona. Esta interpretacion es apoyada por

los estudios realizados por Donath y col. (2000) quienes han mostrado que la expresion de
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los receptores a progesterona en la hipofisis y en el hipotalamo del animal adulto es

estimulada por la propia progesterona y los estrogenos (figura 20).
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Figura 19. Eventos que suceden en el eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario, en la rata hembra
adulta tratada con propionato de testosterona en etapa neonatal (dias cinco, seis o siete de
vida PTs, PTg, PT;) . Las flechas (1 o |) indican incremento o disminucién respectivamente.
Noradrenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (5-HT), hipotalamo (H), hipotalamo anterior
(HA), medio (HM), hormona liberadora de la gonadotropinas (GnRH), hormona luteinizante
(LH), foliculo estimulante (FSH), progesterona (P) y 17B-estradiol (E,), atresia folicular (AF).
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Figura 20. Eventos que suceden en el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario, en la rata hembra
adulta tratada con progesterona (P) mas propionato de testosterona (PT) en la etapa neonatal.
Las flechas (1 o |) indican incremento o disminucion respectivamente. Noradrenalina (NA),
dopamina (DA), serotonina (5-HT), hipotalamo anterior (HA), medio (HM), hormona liberadora
de la gonadotropinas (GnRH), hormona luteinizante (LH), foliculo estimulante (FSH),

progesterona (P) y 17p-estradiol (E;), atresia folicular (AF).
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CONCLUSIONES

Durante la etapa neonatal los androgenos participan en la diferenciacion sexual de los

centros hipotalamicos que regulan la secrecion de las gonadotropinas.

La administracion de androgenos durante la etapa neonatal modifica la actividad del
sistema noradrenérgico, dopaminérgico y serotoninérgico del hipotalamo en la etapa

adulta.
Los cambios en la actividad de los sistemas monoaminérgicos inducidos por la
administracion de androgenos son los responsables de la masculinizacion de los

centros que regulan la secrecion de las gonadotropinas.

La administracion de androgenos en la etapa neonatal modifica la secrecion de las

gonadotropinas y las funciones del ovario.

La progesterona administrada en el dia cuatro protege parcialmente al hipotalamo de

los efectos masculinizantes de los androgenos.

La progesterona administrada en el dia cinco potencia los efectos masculinizantes de

los androgenos en los centros hipotalamicos
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