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RESUMEN

El sindrome nefrético (SN) se considera un padecimieto de alta incidencia entre los trastornos renales en el
humano. Se caracteriza por proteinuria, hipoproteinemia ¢ hiperlipidemia, En estudios previos. nuestro grupo
eucontrd que la rata hembra con SN agudo desarrolla hipogonadismo-lupogonadotrdpico, pérdida del ciclo
estral, atresia folicular y falla total en la funcion del eje reproductor. A pesar de los indicios que sugiercn
anomalias en la funcion reproductiva en humanos, estos trastornos no han sido explorados en pacientes o en
modelos experiimentales con SN instalado cronicamenie, Asi, el presente trabajo tuvo como objctivo principal,
estudiar las alteraciones enddcrino-reproductivas en la rata hembra con SN créonico. El modelo experimeniat se
desarrolld mediante la aplicacion de 3 dosis de aminonucleésido de puromicina (73, 30 v 30 mg/Kg de peso.
en los dias 0. 21 v 33 respectivamente). a ratas hembras Wistar adultas. con ciclos regulares de 4 dias (n=8).
teniendo como grupo control ratas inyectadas con solucion salina (n=8). El seguimiento del SN cronico fue de
P2 dias. en los cuales. 1) las ralas se dividieron en tres grupos experunentales (A. B v C). a los tres sc les
siguio diariamentc ci ciclo estral mediante frotis vaginal v se recolectd orina de 24 h. en los dias 7. k4. 28, 36
84 y 112, para la estimacion de proteinas. 2) las de! grupo A se emplearon para determinaciones bioquimicas v
hormonales en suero, por 1o que se sacrificaron en los dias 7. 14. 28. 36. 84 v 112 y se tomaron muestras de
sangre, 3) para cvaluacidn de la fertilidad, en el grupo B se realizaron montas de cada hembra. con vn machoe
fértil por un periodo de 4 dias, alredcdor de las 6 fechas establecidas. 4) para evaluar el efecto del macho sobre
la capacidad reproductiva de las hembras nefréticas del grupe C. se colocaron con un macho fértil. en los dias
7 v 14, durante 4 dias. siguiendo cada dia. el ciclo estral v recolectando sangre Las mediciones bioquimicas se
realizaron por métodos colorimétricos v las hormonales por RIA especificos. Los resultados mucstran la
instalacién crémca del sindrome con las caracleristicas bioquimicas propias en todas las fechas cstudiadas.
particularmente con persistencia de proteinuria >300 mg/24 h. Ei ciclo estral presentd alteraciones respecto al
patrdén normal del grupo control. principalinentic entre los dias 3 a 53, fechas en las que Ia presentacion de
procstros v cstros fuc menor en los animales nefrdticos. Durante los 112 dias. la hormona lutcinizante (LH)
mantuvo su nivel mas bajo. correspondiente al diestro v los valores de estradiol fucron indeteclables o
significativamentc  bujos. Las concentraciones de hormona foliculo estimulante (FSH) » progesterona
presentaron una ligera tendencta a disminuis a partir del dia 56, La prolactina mostré na condicidn ciclica
normal durane todo ¢l estudio La capacidad reproductiva disminuyo cnire 33-50% cn Lodas las fechas. La ra
macho {&rtil gjercid un cfecto importante sobre fa capacidad reproducing de la hembra nelrdtica. durante ¢l
ticmpo que permanccicton juntas. reaparceio la fase de procstro v los niveles de estradiol sc incrementaron
Los resultados det presenie estudio nos permiten concluit ques a) exisie disfuncion endocrino-reproductiva cn
la nefrosis cromea de la rata hembra v que esta sc caracteriza por alteracion aparcntemente transitoria del ciclo
cstral, hipocstrogenismo persistente v dismnucion permanenie de la capacidad reproductiva y b) la presencia

del macho [Eriil contribuve a restablecer Ia funcidn reproductiva de Ia hembra con SN crénico,



INTRODUCCION

El Riiion.

La unidad morfofuncional del rifion es la nefrona. Esta constituida por el corpisculo renal o
de Malpighi y el tubulo renal, éste tltimo se diferencia en tibulos contorneados proximal y
distal y asa de Henle. El corplsculo renal se forma de una madeja de capilares entre dos
arteriolas, aferente y eferente, que constituyen el glomérulo, el cual a su vez esta envuelto
por la capsula de Bowman. La capsula de Bowman posee dos epitelios, uno externo,
formando los limites del corpusculo y otro interno adosado a los capilares. Entre ambas
capas existe un espacio urinario, que recibe el liquido filtrado a través de la pared
glomerular. La pared capilar glomerular, que constituye la barrera de filtracion, esta
formada por tres componentes que en direccion de la luz del capilar hacia el espacio urinario
son el endotelio, la membrana basal glomerular y el epitelio visceral (Tisher y Madsen |

1991) (Fig. 1).

Los capilares estan constituidos por un endotelio que presenta poros y a través de estos, se
extienden diafragmas delgados constituidos por una pelicula de glicoproteinas. El endotelio
es muy permeable por lo que no representa una barrera significativa al paso de moléculas
incluso grandes (Farquhar., 1975). La superficie de las células endoteliales esta cargada
negativamente debido a la presencia de una glicoproteina polianionica de superficie, la

podocalixina

La membrana basal glomerular estd constituida por tres laminas: rara interna, densa y rara
externa, aunque Goldberg, (1986) considerd que las distintas capas de la membrana basal
glomerular, podrian representar artefactos y que dicha membrana tiene una apariencia

unitorme. Se forma principalmente por colagena tipo IV, proteoglicanos heparan sulfato
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Figura 1.- A) Rinén corte sagital, B) Corpusculo renal, C) Pared del capilar glomerular.
Piramides de malpighi (PM), tubulos contorneado distal (TCD) y proximal (TCF), epuelio
glomenidar, pedicelos (Ep), lamina rara externa (LRE), endotelio (End). (Whiteside et al,
1993; Kriz et al., 1998),



{agrina y perlecano) y condroitin sulfato y las glicoproteinas laminina, fibronectina y

nidogeno (entactina) {Tryggvason , 1993; Miner., 1999).

Los proteoglicanos heparan sulfato contienen una alta densidad de cargas negativas debido a
la presencia de grupos carboxilo y sulfato (Caulfield y Farquahar., 1978; Tisher y Madsen ,
1991) La laminina y fibronectina localizadas en ambas laminas raras, intervienen en la
adhesion de los elementos celulares entre si y de éstos con la matriz. El nidogeno sirve

como un enlace entre la laminina y la colagena (Timpl., 1989).

Las células del epitelio visceral (células epiteliales) se denominan podocitos y estan
formados por un cuerpo celular del cual parten prolongaciones secundarias, denominadas
pedicelos, que se interdigitan alrededor de los capilares dejando espacios entre ellos, las
hendiduras de filtracidén. Cada hendidura estd parcialmente cerrada en la porcion proximal a
la membrana basal, por una membrana fibrilar entre pedicelos vecinos, conocida como
membrana de hendidura (Tryggvason., 1993). Los pedicelos estan en contacto directo con la
lamina rara externa de la membrana basal glomerular, parcialmente embebidos en ella, La
membrana plasmatica de los podocitos posee una cubierta con carga negativa rica en acido

sialico, la podocalixina.

De acuerdo con la descripcion estructural anterior, los espacios y la carga negativa son
fundamentales para mantener la estructura normal y establecer las propiedades de filtracion
selectiva de la pared de los capilares glomerulares. La selectividad al paso de
macromoléculas se relaciona con el tamafio de las mismas, por ejemplo la permeabilidad a
la albGmina de aproximadamente 36 A de radio y un peso molecular de 69 kD, es muy

limitada (Farquhar, 1975). El glomérulo puede ademas discriminar entre distintas



moléculas segun su carga eléctrica, de modo que permite mejor el paso de moléculas neutras
y catiénicas con respecto a las anionicas de las mismas dimensiones (Chang et al., 1975
Brenner et al., 1978; Remuzzi y Remuzzi., 1994). Esta restriccién dependiente de la carga es
un factor importante para la exclusion, practicamente total de la albimina en el filtrado, ya
que ésta como la mayoria de las proteinas circulantes, es una molécula aniénica. Otros
factores determinantes de Ia filtracion glomerular son la conformacion y flexibilidad de las
moléculas, asi como la tasa de filtracion glomerular (Comper y Glasgow., 1995). Aunque
las células epilteliales pueden proporcionar alguna limitacion a la filtracion, la parte
fundamental de restriccion para proteinas plasmaticas parece ser la membrana basal

(Farquhar., 1975, Tryggvason., 1993; Guyton y Hall., 1996).

Sindrome Nefrotico.

a) Fisiopatologia.

El sindrome nefrético es uno de los estados patologicos que afectan predominantemente al
glomérulo. Es una condicién caracterizada por proteinuria, hipoproteinemia, hiperlipidemia
y edema. La excesiva perdida urinaria de proteinas no alcanza a ser compensada por la
sintesis hepatica, lo que trae como consecuencia la hipoproteinemia, basicamente
hipoalbuminemia (Yamauchi et al., 1988; Pedraza-Chaverri et al., 1990). La causa principal
de la hiperlipidemia parece ser el aumento de la sintesis hepatica de proteinas, entre ellas ias
lipoproteinas, en respuesta a la disminucion de la presion oncotica del plasma, causada por
la htpoalbuminemia (Hutchinson., 1993; Wheeler y Bernard., 1994). Ademas de éste
incremento en la sintesis, la hiperlipidemia en el sindrome nefrotico resulta de la
disminucién en el catabolismo de lipoproteinas. El deficiente catabolismo de lipoproteinas
parece deberse a la reduccion de la actividad de 1a lipasa de lipoproteinas, lipasa hepatica v

fecitina acil tranferasa colesterol (Sestak et al, 1989., Wheeler y Bernard . 1994, Liang v



Vaziri,, 1997; De Sain-Van et al., 1998). La modificacion de la presion oncética del plasma
también contribuye a la formacion del edema (Donkerwolcke y Vande Walle,, 1997). y ésta
produce hipovelemia. La hipovolemia induce el aumento en la concentracion de aldosterona
y hormona antidiurética, lo cual trae como consecuencia la retencidn de sodio y agua, que

son causa también del edema.

El sindrome nefrotico puede ser producido por diferentes padecimientos cuya caracteristica
comin es la proteinuria de magnitud suficiente para causar hipoproteinemia (Eddy y
Schnaper., 1998). Las causas pueden englobarse en siete categorias principales: a) idiopatica
(nefropatia primaria), b) enfermedad generalizada, ¢) firmacos y alergenos, d) causas
circulatorias o mecanicas, €) enfermedades neoplasicas, f) infecciones, g) otras causas. El
término sindrome nefrético idiopatico se aplica a un grupo de trastornos glomerulares de
causa desconocida y entre éstos se encuentra fa enfermedad de cambios minimos. Este tipo
de sindrome nefrético aparece al microscopio optico como un glomérulo normal, la Unica
anomalia que se observa al microscopio electrénico es una fusion u obliteracidén de los
podocitos. La enfermedad de cambios minimos representa mas del 75% de los casos de
sindrome nefrotico en nifios y 20 a 30% en adultos (Ponticceli y Passi., 1994, Orth y Ritz.,

1998).

El sindrome nefrético se relaciona con una lesién glomerular que aumenta la permeabilidad
de la barrera glomerular a las proteinas de alto peso molecular como la albumina (Tencer et
al, 1998). Se ha propuesto que uno de los mecanismos responsables de la proteinuria
masiva en el sindrome nefrotico podria ser la lesion de las células epiteliales glomerulares
que resulta en la pérdida de procesos podociticos, por fusion y expansion de los mismos,

como consecuencia de la pérdida de la carga negativa de su superficie, lo cual deja areas de



la membrana basal glomerular descubiertas sobre el lado urinaric (Ryan y Karnovsky.,
1975; Brenner et al., 1978; Fishman y Karnovsky., 1985; Kerjaschki et al., 1985; Messina et
al., 1987)). También ocurre una disgregacion del citoesquelete de los procesos podociticos y
¢stos se separan de la membrana basal glomerular (Kanwar y Rosenzweig., 1982; Whiteside
et al., 1989 y 1993; Inokuchi et al., 1996; Kriz et al., 1998). Se ha mencionado también que
probablemente el dafic producido por el sindrome nefrotico, ocurra predominantemente en
la membrana basal glomerular (Caulfield and Farquahar, 1978). El sindrome nefrético
congénito afecta solamente a dicha membrana y se ha propuesto que la base molecular
podria radicar en la disminucion o alteracion de la estructura de los proteoglicanos heparan

sulfato {Ogura et al., 1990; Tryggvason., 1993).

Otras alteraciones asociadas al sindrome nefrotico se relacionan con la funcion tiroidea,
deficiencia de vitamina D y calcio (hipocalcemia), hipercoagulacion, pérdida de proteinas
acarreadoras de metales (ceruloplasmina, transferrina), inhibicion de la respuesta inmune
(Gavin et al., 1978; Goldstein et al,, 1981; Fonseca et al., 1991; Harris e Ismail., 1994;

Pedraza-Chaverri et al., 1994).

b} Condicidon aguda y crénica.

La condicion aguda del sindrome nefrético se caracteriza por presentar una fase critica,
definida por la proteinuria masiva, que declina graduaimente estableciéndose una fase de
remisién, espontanea o como consecuencia del tratamiento. El esquema anterior puede

repetirse regularmente {Donckerwolcke y Vande Walle., 1997; Kuhn et al., 1993)



Algunos pacientes con sindrome nefrdtico no se recuperan cuando son tratados y desarrollan
resistencia a la terapia con esteroides La biopsia en la mayoria de estos pacientes revela

glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GEFS) (Tune y Mendoza., 1997).

En estudios realizados en ratas con sindrome nefrético experimental inducido por
aminonucledsido de puromicina, se ha demostrado que después de una fase nefrética inicial
de 2 a 3 semanas de duracion hay remision completa de la proteinuria. Sin embargo, 18 a 20
semanas después de la administracion del farmaco, reaparece la proteinuria e
histologicamente se observa la presencia de glomeruloesclerosis focal y segmentaria
(Diamond y Karnovsky., 1986). Estas etapas del sindrome nefrético corresponden como
describen Anderson et al. (1988) y Magil et al. (1997), a una fase aguda del padecimiento,
fa cual se relaciona con el incremento inicial de la proteinuria, fase de recuperacion y

desarrollo de GEFS progresiva o fase cronica.

Se considera pues que la enfermedad de cambios minimos y Ja glomeruloesclerosis focal y
segmentaria son procesos patologicos en la continuidad de la misma enfermedad y que esta
altima corresponde a una lesion glomerular cronica (Diamond y Karnovsky., 1986 y 1987,
Orth y Ritz., 1998; Kriz et al, 1998). El sindrome nefrético crémico inducido con
aminonucledsido de puromicina constituye por lo tanto un modelo de la glomeruloesclerosis

focal y segmentaria en humanos (Magil., 1996).

La glomeruloesclerosis focal y segmentaria se caracteriza por esclerosis y hialinizacidn de
algunos glomerulos (de ahi el término focal) y solamente una porcion del glomérulo es
anormal (segmentaria). Se presenta colapso y adhesidn de los capilares a la capa parietal de

la capsula de Bowman.



Aminonucledsido de puromicina y sindrome nefrotico experimental.

La puromicina, un antibidtico que inhibe la sintesis de proteinas, es sintetizado por el hongo
Streptomices alboniger. Tiene una estructura similar al extremo 3’ terminal de un aminoacil-
tRNA y actia interrumpiendo la elongacion de la cadena polipeptidica, debido a que
reemplaza al aminoacil-tRNA que llega al ribosoma, causando la formacion de un péptido
diferente, la peptidil-puromicina. Como consecuencia, los nuevos aminoacidos no pueden

unirse a la peptidil-puromicina deteniendo asf la sintesis del polipéptido (Glitz., 1992).

E! aminonucledside de puromicina (ANP), andlogo de la adenosina, es un agente
antitripanosomal, derivado de la puromicina. Debido a que los perfiles patologicos del
sindrome inducido por aminonucledsido de puromicina en [a rata son similares a los que
presentan los pacientes con sindrome nefrético de cambios minimos, éste firmaco se utiliza
ampliamente para investigar la patogénesis del padecimiento. Cuando se inyecta
aminonucledsido de puromicina en ratas, el 90% se excreta en la orina después de 8 horas y
de éste, 60% a 90% se elimina en la primera hora (Derr et al., 1967). La adriamicina y el
suero antirrifién producen el mismo efecto toxico sobre la estructura y funcion de las células
del epitelio glomerular de ratas (Weening v Rennke., 1983; Okuda et al., 1986; Whiteside et

al., 1989).

Cuando el sindrome nefrético se induce experimentalmente con aminonucledsido de
puromicina, las células del epitelio glomerular parecen ser el blanco inicial del farmaco, ya
que se ha observado una toxicidad directa sobre esas células (Fishman y Karnovsky., 1985,
Whiteside et al., 1993). Se ha postulado que el dafio glomerular asociado al
aminonucledsido de puromicina es mediado por la generacion de radicales libres de oxigeno

que incluyen al anion superoxido (O27), y el radical hidroxilo (OH) y otros metabolitos del



oxigeno como HqO2. Esto se debe a que la hipoxantina, un metabolﬁo intermediario del
aminonucledsido de puromicina, puede servir como sustrato para la generacion de radicales
loxigeno libres, via el sistema de la xantina oxidasa (Diamond et al., 1986; Nishimura et al.,
1995). Se considera que muchos de los efectos toxicos del radical superdxido se deben a la
formacion del radical OH, el cual es un oxidante extremadamente reactivo que interactia
con casi todas las biomoléculas conocidas y las destruye (Diamond., 1992). La formacion de
OH: a partir de O; y H20; requiere la presencia de sales de hierro como catalizador. Se ha
sugerido que el incremento del hierro glomerular, capaz de catalizar reacciones de radicales
iibres, juega un papel importante en la patogénesis del sindrome nefrético de cambios

minimos (Thakur et al., 1988; Ueda et al., 1996)

El papel de los radicales libres de oxigeno en la patogénesis del sindrome nefrotico se ha
comprobado al observar que agentes como la superdxido dismutasa, alopurinol un inhibidor
de la xantina oxidasa (Diamond et al., 1986) v quelantes de hierro (Thakur et al.,, 1988;

Ueda et al., 1996), disminuyen la proteinuria inducida por aminonucledsido de puromicina.

Eje hipotalamo-hipéfisis-ovario,

El hipotalamo juega un papel importante en la regulacion hormonal de la funcién
reproductiva (Fig. 2). La secrecion de las hormonas derivadas de la parte anterior de la
hipofisis estd controlada por el sistema nervioso central a través de reguladores
hipotalamicos, uno de los cuales es la hormona liberadora de gonadotropinas (LHRH o
GnRH). La GnRH esta constitiida por diez residuos de aminoacidos, tiene una vida media
circulante de 2 a 4 minutos y se sintetiza inicialmente como una molécula precursora, la pre~

pro-GnRH. que consiste de 92 aminoacidos (Seeburg y Adelman., 1984).



La periodicidad de los pulsos de la GnRH ocurre cada 60 a 100 minutos en el hipotdlamo
medio basal adulto (Rasmussen et al., 1989). Los sistemas catecolaminérgicos centrales
ejercen efectos moduladores, los opioides enddgenos tienen un efecto inhibidor (Yen.,
1993). La liberacion pulsatil de GnRH varia en relacién al efecto de las hormonas esteroides
y es maxima el dia de la oleada preovulatoria de LH (Sherwood et al., 1980; Ok-Kyong y

Ramirez., 1989).

Después de que GnRH se une a su receptor en la membrana de los gonadotropos, induce una
serie de respuestas celulares que dan como resultado la biosintesis y dimerizacién de las
subunidades o y 5 de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH), asi como
los procesos de glicosilacion. Este proceso es independiente de AMP ciclico, utiliza
fosfoinositidos como segundos mensajeros, requiere calcio y activacion de proteina cinasa C
(Richards., 1979, Hazum y Conn., 1988). La regulacion fisiologica de la biosintesis y
liberacion pulsatil de LH y FSH por medio de los pulsos apropiados de GnRH (Van Vught
et al, 1985) implica la interaccidn con los factores ovaricos, estradiol, progesterona,
inhibina, activina y folistatina, cuyo blanco son los gonadotropos, ésto induce aumento o
disminucion del nimero de gonadotropos, cambios en la expresion de los genes de las
subunidades o y 8 de LH y FSH y secrecién diferencial de estas hormonas (Gharib et al.,

1990).

Tanto LH como FSH son liberadas en forma coordinada para regular el crecimiento
folicular, ovulacion y mantenimiento del cuerpo liteo. Ambas ejercen sus efectos en el
ovario inicialmente a través de la unidn con los receptores de membrana de alta afinidad,
que con excepcion del receptor de LH-hCG, son especificos para cada hormona Estos

receptores son glicoproteinas y estan constituidos por siete dominios transmembrana

10



(McFarland et al., 1989; Hekert et al., 1992). La unién de la hormona con el receptor activa

fa proteina G unida a un nucledtido de guanina, que a su vez activa la adenil ciclasa y

aumenta la concentracion de AMP ciclico como segundo mensajero (Knechtet et al 1983;

Johnson y Dhanasekaran , 1989). Este proceso lleva finalmente a la sintesis y secrecion de

hormonas esteroides. La sintesis y liberacion de LH y ESH es regulada positiva y

negativamente por las concentraciones de estradiol y progesterona (Kalra et al, 1973), a

nivel del hipotadlamo y la hipéfisis Ademas de las hormonas esteroides, al menos tres

proteinas derivadas de las células de la granulosa modulan la formacién y liberacién de FSH

actuando sobre la hipofisis, la activina parece estimular mientras que inhibina y folistatina
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Figura 2.- Eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario.
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suprimen. A su vez éstas tres proteinas son inducidas por la propia FSH (Fujii et al., 1983,
Ying., 1988; Tonetta y diZerega., 1989). El control positivo es basico para promover la
oleada de LH requerida para iniciar la ovulacion, la cual es disparada por una brusca
elevacion y persistencia del nivel sérico de estradiol (Goodman., 1978; Luderer y Swartz,,

1994).

La distribucion de las isoformas de LH y FSH en la hipofisis varia durante el ciclo
reproductor y depende de la influencia de estradiol y GnRH (Galle et al,, 1983; Ulloa-
Aguirre et al., 1988). La cantidad de isoformas de LH basicas, biolégicamente mas potentes
que las acidas, se incrementa durante la oleada preovulatoria de gonadotropinas (Costaglioia
et al., 1994, Kojima et al., 1995). Por otro lado, se ha observado que la LH incrementa su
bioactividad al ser liberada a la circulacidon y esto parece estar asociado directa o

indirectamente a esteroides gonadales (Mukhopadhyay et al., 1979, Leigh et al., 1994).

Desarrollo folicular .
El desarrollo folicular en la rata sigue e} patron que la regulacton hormonal del ciclo estral
le impone. A lo largo de este ciclo se presentan en forma sucesiva las fases de estro, diestro

| (metaestro), diestro 2 (diestro) y proestro

Una oleada de LH y FSH ocurre en [a tarde del proestro y la de FSH se mantiene en la
mafiana del estro. Los foliculos que maduran durante un ciclo determinado, en respuesta a la
oleada de gonadotropinas, inician su crecimiento alrededor de 19 dias antes de la ovulacion.
Por lo tanto, una vez que empiezan a crecer se exponen al imenos a tres oleadas consecutivas

de gonadotropinas. Se ha propuesto que la oleada que precede a la ovulacion selecciona de
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entre el lote de foliculos en crecimiento, aquéllos que ovularén y se luteinizaran en el
siguiente proestro (Richards., 1979). Los estadios finales del desarrollo folicular dependen
en gran parte de [as gonadotropinas (Peluso et al, 1984). Los foliculos no seleccionados o
incapaces de responder a la sefial de las gonadotropinas, se convierten en atrésicos y no
maduran completamente (Richards., 1979). Aunque la atresia puede ocurrir en varios
estadios, se observa principalmente en pequefios foliculos antrales. La atresia folicular
constituye la muerte y degeneracion del folicuto, Bl ovocito experimenta picnosis seguida
por necrosis y reabsorcion total. Las células de la granulosa sufren reduccion en el indice
mitético y citdlisis precedida de picnosis nuclear. Las células de la teca se hipertrofian. El

antro es invadido por capilares y fibroblastos y finalmente se colapsa (Hsueh et al,, 1994).

Los receptores de la FSH estan limitados a las células granulosas y fos de LH estan
presentes en la teca, células intersticiales y lateas y, en grados variables, en las células de la
granulosa de acuerdo con su estado de maduracion (Richards., 1980). El examen de la
relacion entre el crecimiento folicular y los receptores a las gonadotropinas demuestra que el
incremento en el nimero de receptores a FSH se debe en gran parte a que los estrogenos
inducen la proliferacién de las células de la granulosa (Louvet y Vantukaits, 1976).
Conforme avanza la maduracién de los foliculos, aumenta su contenido de receptores de LH
en células de la teca, sobre todo durante el proestro previo a la oleada preovulatoria de
gonadotropinas En el foliculo maduro, la FSH junto con el estradiol causan incremento de

receptores de LH en células de la granulosa.

Al inicio del ciclo ovulatorio la FSH estimula la actividad aromatasa de las células de la
aranulosa, lo que da como resultado el aumento de la concentracion folicular de estrogenos

(Tsonis et al., 1984), cuyo nivel creciente incrementa la captacién folicular de FSH y la
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sensibilidad a la accion de la misma (Schipper et al., 1998). Uno o varios foliculos producen
relativamente mas estrogenos que 1os otros. Este o éstos foliculos dominantes participan en
una secuencia ordenada de sucesos durante los cuales la FSH y los estrégenos estimulan el
crecimiento, la formacion del antro, el incremento de receptores de FSH y aparicion de
receptores de LH en las células de la granulosa (Richards et al., 1976; Rani et al., 1981;
Amsterdam y Rotmensch., 1990). Una vez inducidos, los receptores de LH en las células de
la granulosa requieren la presencia continua de FSH para mantenerse. Ademas el estradiol
se encuentra en altas concentraciones en el antro del foliculo en desarrollo, lo que permite

asegurar un ambiente favorable para el crecimiento y maduracion de los foliculos (Baird |

1990).

El aumento en la produccidn de estrogenos por el foliculo dominante se acompaiia de la
caida de los niveles circulantes de FSH. En cambio los foliculos que presentan menor
biosintesis de estrogenos, niveles intrafoliculares elevados de andrégenos y menor
sensibilidad a la FSH, no se desarrollan (Fritz y Speroff., 1982). Ademaés, se ha sugerido que
los androgenos inducen la atresia folicular y que los estrogenos la previenen (Harman et al |
1975, Billig et al., 1993). El foliculo dominante es rodeado por la teca que capta de forma
selectiva mas LH que fa teca de los otros miembros no dominantes del lote en desarroilo. La
vascularizacion de la teca del foliculo dominante es dos veces mayor a la de los otros
foliculos, lo que produce un mayor aporte de LH y lipoproteinas de baja densidad a la teca y

de FSH a las células de la granulosa (DiZereaga et al., 1980, Zeleznik., 1981).

Un notable aumento de los niveles de estrogenos, seguido por una oleada de LH y en menor
medida, una de FSH, desencadenan la ovulacion de los foliculos dominantes. Basicamente

la LH cstimula la ruptura de los foliculos quc han sido adecuadamente preparados por FSH.
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El efecto ovulatorio de LH estd probablemente separado de su papel esteroidogénico,
aunque afecta tnicamente aquéllos foliculos maduros, cuyas células de la granulosa hayan
adquirido receptores para LH (Baird., 1990). El cuerpo liteo se forma a partir de las células
de la teca y granulosa del foliculo roto por la ovulacion. Ocurre una rapida invasién por
vasos sanguineos y las células se hipertrofian. La luteinizacion de estas células consiste
ademas, en la aparicion de inclusiones lipidicas y desarrotlo de reticulo endoplasmico liso

E! principal producto de secrecién del cuerpo luteo es la progesterona

La prolactina (PRL} al igual que la LH es una hormona luteotropica en varias especies,
particularmente en foedores (Smith et al., 1975). Como tal estd involucrada en la iniciacidn
de la luteinizacién de células de la granulosa, mantenimiendo su nivel de sintesis de
progesterona como células luteas, estimulando la biosintesis de pregnenolona y la actividad
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, € inhibiendo la actividad de la enzima que cataboliza
progesterona, la 20o-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Catt y Dufau., 1993). En células de
fa granulosa, la prolactina afecta la sintesis de estrogenos al inhibir a la Pysy aromatasa
(Wang y Chan., 1982; Krasnow et al., 1990; Villanueva et al.,, 1996). El mecanismo de
accidn de la prolactina sobre sus Organos blanco incluye la dimerizacidn del receptor y
fosforilacion de tirosina en varias proteinas incluyendo al propio receptor (Bole-Feysot et

al., 1998).

La prolactina sérica sigue un patron especifico durante el ciclo estral, con un nivel maximo
en el proestro paralelo al pico preovulatorio de estradiol (Kalra et al., 1973; Smith et al,
1975, Haug v Gautvik , 1976) En los lactotropos la expresion del gen de la prolactina esta
influida por el calcio, el AMP ciclico y los ésteres de forbol, por algunas hormonas como

TRH, estradiol y glucocorticoides y por algunos factores de crecimiento Bl factor inhibidor
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que regula la liberacion de la prolactina parece ser la dopamina © un neurotransmisor
relacionado (Ben-Jonathan et al., 1996). Recientemente se ha informado de la existencia de

un peptido liberador de prolactina, derivado del hipotdlamo (Hinuma et al., 1998).

Biosintesis de hormonas esteroides en el ovario.

En el ovario la LH estimula la actividad de adenil ciclasa, la cual indu.ce la producciéon de
AMP ciclico vy éste, a su vez funciona como segundo mensajero, que conduce a un aumento
del ARN mensajero para el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y la union y
captacion de LDL-colesterol, asi como la formacién de ésteres de colesterol E| colesterol es
transportado a la membrana mitocondrial interna por una proteina acarreadora de esterol
activada por AMP ciclico, quedando asi el colesterol disponible para la sintesis de hormonas

esteroides (Gwynne y Strauss., 1982; Golos et al., 1987; Stocco y Clark., 1996).

La tasa de produccion de esteroides durante el ciclo esta en funcién del contenido de cinco
enzimas determinantes, la primera encargada de la ruptura de fa cadena lateral del colesterol
(Paso scc), que constituye el paso limitante y es activada por LH (Simpson., 1979), 38-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (38-HSD), citocromo Pasy 1 7er-hidroxilasa (Puse 170), 178B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD) y citocromo Pusy aromatasa (Pus, arom),
regulada por FSH. La primera de estas enzimas se encuentra en la membrana interna de la
mitocondria y las otras en la membrana del reticulo endoplasmico (Omura y Morchashi.,
1995). Estas enzimas regulatorias catalizan respectivamente, la conversién de colesterol a
pregnenolona (el paso limitante), pregnenolona a progesterona, progesterona a

androstendiona, androstendiona a testosterona y testosterona a estradiol (Fig 3)
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Los estudios de la capacidad estercidogénica de células de la granulosa y teca aisladas, han
llevado a la teoria que propone que en respuesta a LH las células de la teca producen
principalmente androgenos, y que FSH estimula a las células de la granulosa a aromatizar la
mayoria de dichos andrégenos, convirtiéndolos en estrgenos (Armstrong y Papkoff,, 1976;

Hillier et al ., 1994),
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Figura 3 .- Biosintesis de hormonas esteroides en el ovario (Carr, 1992).
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Ciclo estral de Ia rata.

El ciclo reproductivo de los mamiferos euterios, a excepcion del ser humano y algunos otros
primates, se denomina ciclo estral. En [a rata el ciclo estral dura de 4 a 5 dias, esta acoplado
al ciclo luz-oscuridad y durante el mismo se manifiestan las fases de estro, metaestro o
diestro L, diestro o diestro II y proestro. El ciclo puede estudiarse mediante frotis vaginales
que evidencian los cambios morfoldgicos del epitelio vaginal y que reflejan la actividad

ovarica como consecuencia a su vez, del ambiente hormonal (Fig. 4).

La fase de estro dura de 9 a 12 horas y se caracteriza por la receptividad sexual de la
hembra, para la cdpula. Este comportamiento reproductivo se manifiesta como una actitud
de lordosis (inmovilidad y dorsiflexion de la columna vertebral en respuesta al contacto con
el macho), depende de la presencia secuencial de estradiol y progesterona y de su
interaccion con el hipotalamo (Priest et al., 1995; Auger y Blaustein., 1995, Graham v
Clarke., 1997). Durante esta fase ocurre una rapida maduracion de miltiples foliculos
ovaricos, aumento de tamafio del Utero y rapida proliferacion de la mucosa vaginal, lo que
trae como consecuencia que la citologia exfoliativa esté constituida de células epiteliales
superficiales, cornificadas y anucleadas. Al final de esta fase se produce la ovulacion. El
periodo de diestro I dura alrededor de 21 horas, se inicia poco después de la ovulacion, Los
ovarios contienen los cuerpos luteos y foliculos pequefios, el tamafio y vascularizacion del
utero disminuyen. En el frotis vaginal aparecen muchos leucocitos polimorfonucleares entre
pocas celufas cornificadas. El diestro II es la fase mas larga (60 a 70 horas) y se observan
basicamente leucocitos y algunas células epiteliales basales nucleadas. En esta fase ocurre
mvolucion de los cuerpos luteos y mayor regresion uterina. El proestro se caracteriza por la

presencia de células cpiteliales basales nucleadas v dura alrededor de 12 horas Ocurre
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involucion funcicnal de los cuerpos liteos y tumefaccion preovulatoria de los foliculos

ovaricos (Fox y Laird , 1970; Bloom., 1993; Freeman., 1994).

El ciclo estral en la rata se regula por los periodos de luz y oscuridad, ya que éstos controlan
ta produccion de la hormona melatonina. La melatonina se produce en la glandula pineal e
inhibe la actividad de las gonadas. Esta sigue un ritmo circadiano de sintesis y liberacion,
con niveles bajos o indetectables durante el dia y valores maximos durante la noche De esta
forma la melatonina ejerce un efecto secuencial sobre e} desarrollo folicular y con esto, la
progresion del ciclo estral, Los foliculos mas avanzados que se exponen a los niveles
minimos de melatonina en la fase diurna del proestro, terminan su desarrollo produciendo
grandes cantidades de estradiol y como consecuencia, el aumento de LH y FSH, lo cual
induce la fase de estro y la liberacion de dichos foliculos maduros. De acuerdo con lo
anterior, se ha observado que las ratas expuestas a iluminacion constante se mantienen en

estro persistente (Axelrod., 1974, Turek y Van Cauter., 1994).
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ANTECEDENTES

Las enfermedades renaies generalmente se asocian con alteraciones hormonales, entre ellas
las que se relacionan con la regulacion del eje hipotdlamo-hipéfisis-génadas (Vaziri., 1993;
Veldhuis et al, 1993; Turner y Wass,, 1997). Por ejemplo, la insuficiencia renal genera
disfuncion gonadal, afectando la funcion sexual y la fertilidad (Emmanouel et al., 1980,
Handeisﬁlan., 1985; Turner y Wass., 1997; Palmer., 1999). Por otro lado, no existe

hl

informacién acerca de la funcion del eje reproductor en pacientes con sindrome nefrético

En un intento por explorar el posible efecto del sindrome nefrotico sobre la funcién del eje
hipotalamo-hipdfisis-gdénada en forma experimental, Glass et al. (19§5) emplearon ratas
macho a las que indujeron el sindrome con aminonucledsido de puromicina. Las ratas
nefroticas desarroilaron hipoandrogenismo que se manifestd en reduccidn significativa del
peso de prostata y vesiculas seminales, disminucion en los niveles séricos de testosterona
libre y total y de la sintesis de testosterona en el testiculo. El peso y la estructura histolégica
de los testiculos no se modificaron. Se considerd que el hipoandrogenismo fue consecuencia
de la baja produccidn de gonadotropinas, mas que a un defecto testicular intrinseco, que la
disminucién de gonadotropinas a su vez, fue secundaria a un efecto del testiculo sobre la
unidad hipotalamo-hipéfisis. Los autores concluyeron que ia rata macho nefrotica desarrolla
hipogonadismo-hipogonadotrépico, el cual se relaciona con un incremento en la sensibilidad

hipofisiaria a los efectos de retroalimentacion negativa de la testosterona.

'En otro estudio similar, Elias et al. (1992) observaron que las ratas macho nefréticas
muestran una reduccién significativa de testosterona, androstendiona, estradicl y estrona
plasmaticas, indicando posiblemente dafo en la esteroidogénesis testicular También
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observaron aumento de LH y un marcado incremento en la excrecion urinaria de
testosterona. Los autores sugirieron que la pérdida urinaria de testosterona junto con su
proteina de unidn deberia, en parte contribuir a la disminucion de testosterona en suero, [o
cual a su vez, estimulo la sintesis y liberacién de LH. Los valores pico de LH y FSH
obtenidos después de la adminstracién de GnRH no mostraron variacién lo que indica que la
respuesta de las gonadotropinas a 1a GnRH se preserva en el sindrome nefrotico de la rata

macho.

Nuestro grupo de trabajo ha aportado [os siguientes resultados. En un estudio publicado por
Menjivar et al. (1995), ratas hembras nefréticas seguidas durante 10 dias mostraron
alteracion del ciclo estral 4 dias después de la aplicacion del aminonucledsido de
puromicina. Paralelamente la concentracion sérica de estradiol disminuyod hasta valores no
detectables. La progesterona y la LH también disminuyeron significativamente. El examen
histologico de los ovarios reveld un incremento considerable en el numero de foliculos
atrésicos. Se considero que la disfuncién endocrino-reproductiva involucra probablemente a
tejidos esteroidogénicos como el ovario y/o la glandula suprarrenal. En un trabajo
semejante, Menjivar et al. (1997) evaluaron la funcion reproductiva en la fase aguda del
sindrome (dia 10) y de remision (dia 30), en ratas hembra y macho. Los niveles séricos de
LH, progesterona, estradiol y testosterona disminuyeron en el dia 10 y se normalizaron 30
dias después. El ciclo estral se afectd entre los dias 3 a 23 y la fertilidad se restablecio
totalmente alrededor del estado de remision. La fertilidad en los machos se redujo en un
63% y completamente en las hembras, durante la fase aguda. Se concluyod que ratas
nefroticas de ambos sexos desarrollan hipogonadismo-hipogonadotropico transitorio, que se
manifiesta como una disminucion de la capacidad reproductiva y que afecta principalmente

a las hembras Por otro lado, en ratas macho con sindrome nefrético cronice, el peso
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corporal y las concentraciones de testosterona y estradiol se afectaron cronicamente, esto es,
hubo retraso en el crecimiento y disminucion de los niveles de estas hormonas. Los valores
de LH y FSH en suero se redujeron durante los primeros 7 y 28 dias, respectivamente, y
posteriormente se normalizaron. El peso de la prostata ventral y las vesiculas seminales, asj
como la capacidad reproductiva, disminuyeron también en forma transitoria. La conclusion
fue que ratas con nefrosis cronica experimental desarrollan una importante disfuncion
endécrina, caracterizada principalmente por disminucion persistente en las concentraciones
de testosterona, lo cual reduce transitoriamente la capacidad reproductiva. (Ortiz et al,

1999)

Estos antecedentes nos permiten plantear la posibilidad de que en ratas hembras adultas con
una condicidn crénica del sindrome nefrético, se generen alteraciones hormonales, las

cuales podrian también de manera cronica, afectar 1a funcion del eje reproductor.
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OBJETIVOS

a) Objetivo general- Estudiar las alteraciones que sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-

gonadas se presentan en la rata hembra con sindrome nefrotico crénico.

b) Objetivos especificos:

1.- Establecer e} perfil hormonal reproductivo en la rata hembra con sindrome nefrotico
¢ronico.

2.- Analizar el patrén del ciclo estral en la rata con sindrome nefrotico erénico.

3 - Evaluar a capacidad reproductiva de la rata hembra con sindrome nefrético crénico.

4 - Evaluar el efecto de la rata macho fértil sobre la capacidad reproductiva de la hembra

con sindrome nefrético cronico.
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MATERIAL Y METODOS

Animales y disefio experimental.

Se utilizaron ratas Wistar hembras adultas de 250-280 g, mantenidas con periodos de 12 h
de luz y 12 h de oscuridad (luz desde las 0700 h), con libre acceso a comida y agua. Se llevd
a cabo un seguimiento del ciclo estral mediante frotis vaginales diarios, efectuados entre las
0800 y 1000 h. Solo se seleccionaron ratas que presentaron al menos dos ciclos normales
consecutivos y se les aplicaron tres inyecciones s¢ de aminonucledsido de puromicina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), a razon de 75, 50 y 50 mg/Kg de peso, en los dias 0,
21y 35, respectivamente. El aminonucleosido de puromicina se disolvid en solucion salina
y cada animal recibié la dosis mencionada en una mezcla al 2%. Se incluyeron ratas control
que se inyectaron con solucidn salina isotonica. La evaluacion del padecimiento se realizo
en los dias 7, 14, 28, 56, 84 v 112, posteriores a la primera aplicacidn dgl farmaco, tomando
en cuenta, a) que la instalaciéon del sindrome nefrético ocurre desde el dia 3, segun
observaron Menjivar et al. (1995} y b) el elevado costo de estos experimientos Este
corresponde al mismo esquema de tratamiento empleado por Ortiz et al. (1999), en ratas

macho.

Las ratas se dividieron en tres grupos de acuerdo a su destino final. A los animales de los
tres grupos se les siguid el ciclo estral y se colocaron en jaulas metabolicas, en los dias
indicados, para recolectar la orina de 24 horas. Las del grupo A se sacrificaron alrededor de
las 1600 h para la obtenciéon de sangre. Las del grupo B se colocaron con ratas macho
fertiles para evaluar la capacidad reproductiva. Las del grupo C se colocaron con ratas
macho fértiles para evaluar el efecto de éstos, sobre la capacidad reproductiva de las

hembras.
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Obtencién de muestras y determinaciones biequimicas.
Las ratas del grupo A se sacrificaron por decapitacion, en los dias mencionados y se
recolectd sangre de la cual se obtuvo el suero. La concentracion de proteinas, colesterol y

creatinina se midieron por métodos colorimétricos (Pedraza-Chaverri et al., 1990).

Evaluaciéon de la concentracién hormonal.

La concentracion de hormonas en suero se midid por radioinmuncanélisis (RIA) de doble
anticuerpo. Para cuantificar LH, FSH y PRL se emplearon reactivos y métodos
proporcionados por The National Hormone and Pituitary Program (Baltimore, MD, USA),
después de llevar a cabo la estandarizacion de los procedimientos. Los resultados se
expresaron en términos de los estandares de referencia internacional correspondientes, LH-
RP-3, FSH-RP-2 y PRL-RP-2 Los coeficientes de variacion intra e interanalisis fueron 7.4
y 12.1, 9.2 y 14,6, 8.7 y 14,1, respectivamente. Para estradiol y progesterona se utilizaron
estuches de Diagnostic Products (Los Angeles, CA). Los coeficientes de variacion intra e

interanalisis fueron 7.4 y 6.6 y 8.4y 8.6, respectivamente.

Los estandares de yodacion altamente purificados de LH (NIADDK-rLH-1-9), FSH
(NIADDK-rFSH-I-8) y PRL (NIADDK-fPRL-1-6), se yodaron con I'* (Amersham
International, England, actividad especifica 16.8 mCi/Lig), por el método de la cloramina T
(Cardenas et al., 1989), utilizando solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.05 M, pH
7 4. para realizar el R1A (Fig. 5). Las actividades especificas de las hormonas LH-1'*", FSH-
'y PRL-1'** fueron de 75, 76 y 65 nCi/ug, respectivamente. La reaccion de union de 1'%
a LH se efectud con 15 1l de cloramina T (5 mg/3 ml PBS), agitacion por 40 seg y 50 ul de

metabisulfito de sodio (15 mg/5 ml PBS) Para la PRL se utilizo una columna con Sephadex
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(G-50, 35 pl de cloramina T {5 mg/3 ml PBS), 40 seg de reaccion y 50 ull de metabisulfito de

sodio (15 mg/5 mi PBS), se recolectaron 5 gotas (0.3 ml) por tubo.

A-RIAde LHyFSH.

Para todas las diluciones a excepcién del segundo anticuerpo, se utilizé PBS 0.05 M, pH
74, con 0.01 M EDTA, 50 mg/L. gamma globulina de conejo y 0.2% albiimina sérica
bovina (BSA). El primer anticuerpo se usd a una dilucion inicial 1:84,000 y 1:20,833, para
LH (NIDDK-anti-tLH-S-11) y FSH (NIDDK-anti-rFSH-S-11), respectivamente, con
incubacion de 24 h a temperatura ambiente y el segundo anticuerpo, suero de borrego
antigamma globulina de conejo, se usé a una dilucién inicial 1:5 con PBS + Polietilen glicol
(PEG) al 8%. Se agregaron 10,000 cuentas por minuto (cpm) de LB-1'® o FSH-I'* a cada
tubo en 100 pl. Se incubd a temperatura ambiente por I h y se centrifugd a 3000 rpm por 60

min.

B.- RIA de prolactina.

El primer anticuerpo (NIDDK-anti-rPRL-S-9) se empled a una dilucién inicial de 1:72 900,
fa cual se hizo con PBS 0.01 M, pH 7.4 + 0 1% BSA, pH 7.4, con incubacion de 24 h a
temperatura ambiente y el segundo se empled a una dilucion inicial 1:5, con PBS + PEG al
8%. A cada tubo se le agregaron 12,000 cpm de PRL-I'** (100 pl con PBS + suero normal

de conejo al 1%). Se incubd por 2 h a temperatura ambiente, se agrego 1 ml de agua fria y

se centrifugd a 3000 rpm durante 40 min
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Capacidad reproductiva.

Para evaluar la capacidad reproductiva de las hembras del grupo B, éstas se colocaron
individualmente con un macho fértil durante 4 dias, a partir de los dias indicados. Al
término del periodo de gestacion, se registraron el nimero de ratas prefiadas y niimero de

crias de cada una, asi como el peso y la proporcion de sexos de éstas ultimas.

Para evaluar el efecto que la presencia del macho fértil podria ejercer sobre la capacidad
reproductiva de la hembra nefrdtica, se siguieron ratas con ia condicién cronica del
sindrome (grupo C). Se colocaron con los machos individualmente, 7 y 14 dias después de
la primera inyeccion del aminonucledsido de puromicina, se recolectaron muestras de
sangre basal y durante los cuatro dias en que permanecieron con los machos (antes y
después del macho, respectivamente), para medir los niveles séricos de estradiol. Durante

este tiempo se mantuvo el seguimiento del ciclo estral.

Estadistica
Los datos se cargaron en el paquete estadistico Epistat 4 O y se analizaron por prueba de "t"

de Student. Una p < 0.05 se considerd estadisticamente significativa.
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RESULTADOS

En la tabla I se presentan los resultados de las determinaciones bioquimicas, derivados de
dos experimentos. En las ratas nefroticas, las proteinas en orina y el colesterol en suero,
permanecieron elevadas durante todo el estudio Las concentraciones promedio de proteinas
urinarias fueron de 520 mg/24h en las ratas nefroticas, contra 7 mg/24h, en las controles y
las de colesterol sérico, de 344 mg/dl contra 83 mg/dl. La concentracion de proteinas en
suero, disminuyo del dia 7 al 28 y posteriormente (dias 56 a 112), no hubo diferencia
significativa respecto a las controles. En los animales nefroticos se observéd fambién
retencion de liquido intraperitoneal, de aproximadamente 30 ml al inicio del estudio y3as
m! al final.

La creatinina en suero se mantuvo dentro del nivel normal durante todo el estudio, con un

valor promedio de 0.6 mg/dl, tanto en los animales nefréticos como en los controles.

Tabla 1.~ Determinaciones bioquimicas en la rata

hembra con sindrome nefrotico ecrénico

Proteinas | Proteinas |Colesterol |[Creatinina
Dia| Grupo en orina en sueroc en suero en suero "
mg/24h g/dl mg/d] mg/di

Controles 7= - 8.7 0.2 - 88x=4 - 0.5x=0.02 )

7 INefroticas| 409=61 6.56+0.2 30125 0.5+ 0.02 8
14 Controles 7=1 " 9.5+0.2 - 85=>=35 - 0.5x=0.03 9
Mofrétican 511x 25 7.9+0.2 412=34 0.6=0.04 8

585 Controlaes 61 " 9.8x£0.2 N 88=4 0.6=0.0% 10
Nefrétican S02+49 7.64%0.2 48652 0.6x0.07 a
Controles S5=1 9.2x0.5 78«6 - 0.6x0.02 8

56 Nefréticas 521+ 51 * 8.9+0.2 417+39 0.6x0.06 8
aa Controles 9=3 " 8.56x0.4 76x3 0.6x=0.03 1
Mefréticna 416+60 8.44+0.3 20228 0.6x0.03 12
112 Controles T=2 N 8.4+0.1 86=5 0.6=0.02 38
MNefriotioas a432+71 8.5x+x0.1 247+ 39 0.5+0.02 10

XExEEM *p~<0.05

30



Los resultados correspondientes al seguimiento del ciclo estral (Fig. 6), constituyen el
producto de dos experimentos. La presentacién de las diferentes fases del ciclo, se
expresaron como porcentajes de diestro, proestro y estro, respectivamente. Estos porcentajes
juntos, constituyen el 100% de las ratas en cada dia. En las ratas control, la mayoria de los
ciclos tuvieron una duracion de 4 dias. En las nefréticas el ciclo estral se alterd. Los
porcentajes de proestro y estro disminuyeron y los de diestro se incrementaron, alrededor de
los dias 3 a 53 del estudio. Estos animales por lo tanto, manifestaron una fase prolongada de
diestro, seglin se evidencio en los frotis vaginales, en los que caracteristi-camente se observd
predominancia de leucocitos. En los intervalos de tiempo restantes y sobre todo, entre los
dias 53 a 112, predominaron los ciclos aparentemente normales, ya que durante este ultimo
periodo de tiempo, sorprendentemente en muchos de los frotis vaginales, se observaron

estros atipicos.

Como se sabe, en la rata, la concentracién de las hormonas que regulan la funcion del eje
reproductor, cambian durante el ciclo estral, siguiendo un patrén caracteristico en las
diferentes fases del mismo. Después de integrar los resultados de dos experimentos del
grupo A, las concentraciones hormonales, expresadas como el promedio de al menos 39
animaleg controles (producto de todas las fechas mencionadas) y 6 nefroticos en cada fecha
sefialada, se compararon en las graficas correspondientes, con el promedio de valores
control en el proestro. Este iiltimo promedio se obtuvo a partir de los resultados individuales
de los controles, en todos los dias, para cada hormona. Se agruparon los valores
correspondientes a cada etapa del ciclo, tomando como referencia los resultados de los frotis
vaginales, segtn lo descrito por Butcher et al. (1974) y Smith et al. (1975), durante el ciclo

estral de 4 dias, en la rata
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Figura 6.- Seguimiento del ciclo estral mediante frotis vaginal durante 10 dias antes ylilz
dias después de la primera inyeccion (dia 0) del ANP. Se registré el niumero diario de
diestros, proestros y estros, como porcentaje de al menos 10 animales controles fe) y 10
nefréticos (x ), respectivamente, a los que se indujo el sindrome con 75, 50 y 50 mg de
ANP/Kg de peso, en los dias 0, 21 y 35, respectivamente (flechas). La n inicial = 30, n Sfinal
= 10.
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Los resultados de LH, FSH, progesterona, estradiol y los valores control del diestro,
proestro y estro, se muestran en la figura 7. Los pertenecientes a las ratas nefrdticas se
compararon con el valor control obtenido en la fase de proestro. Se considerd la
significancia estadistica respecto al valor control del proestro, tomando en cuenta que las
concentraciones correspondientes a esta fase, son representativas de ciclos ovulatorios. La
concentracion de LH se modifico, pues durante todo el estudio mantuvo el nivel mas bajo
que normalmente se observa en el ciclo estral, correspondiente a la fase de diestro. A
diferencia de LH, las concentraciones circulantes de FSH y progesterona, parecen presentar
una alteracion menos evidente, al no establecerse en una fase especifica del ciclo. Estas dos
hormonas mostraron una disminucion significativa, en los dias 56, 84 y 112, La
concentracién sérica de estradiol fue permanentemente baja, inferior al nivel minimo

observado durante el ciclo estral normal, e incluso no detectable, en los dias 7 y 14,

En la figura 8 se observan los resultados de las concentraciones de prolactina. Estos también
se compararon con el valor control del proestro. La prolactina, al igual que FSH y
progesterona, no permanecié en el nivel correspondiente a una fase determinada. Por el
contrario, a lo largo del estudio Ia concentracion de esta hormona, siguié una fluctuacion, la

cual indica que mantuvo su patron ciclico normal.
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Figura 7.- Concentraciones de LH, FSH, progesterona y estradiol, en suero de ratas control
(L. n=55 ) y con sindrome nefrético crénico (M, n=10 ) inducido con ANP, 75, 50 y 50 mg/ Kg
de peso, en los dias 0, 21 y 35, respectivamente (flechas). Los datos corresponcden al
promedio * error estdndar de la media. Los resultados de las ratas nefréticas se comparan
con los valores control en el proestro (P). * p < 0.05 respecto a P.
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Figura 8.- Concentracién de prolactina en suero de ratas control (I, n=39 } y tratadas con
ANP (B, n=8 ), 75, 50 y 50 mg/Kg de peso, en los dias 0, 21 y 35, respectivamente
(flechas). Los datos corresponden al promedio * error estdndar de la media. Los resultados

de las ratas nefréticas se comparan con €l valor control en el proestro (B). * p < 0.05
respecto a P.

La capacidad reproductiva, en los animales nefréticos del grupo B, disminuyd durante todo
e} estudio (Tabla 2). El porceniaje de fertilidad mas bajo que se observd fue del 50% y el
mas alto, del 67%, contra 80% y 100%, respectivamente, en los controles. La reduccion de
la capacidad reproductiva, en las ratas nefroticas fue por lo tanto, de 33% a 50%. El resto de
fos parametros, relacionados con las camadas derivadas de los apareamientos, esto es,

nimero de productos, porcentaje de sexos y peso corporal, no se modificaron
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Tabla 2.- Capacidad reproductiva
en la rata hembra nefratica

2. = it -
Dia Grupo prop‘;:;c'on Fert;lﬁidad prOdNu.Ctos 32;:0 pesz
fertilidad = na =}
Corntroles &4 /23 1 00 10 =1 55 |42 5824
7 R

Nefroticas /5 60 &6x2 37 63| 5612

Controles /4 100 8= 58 (42 81 =5
14

Naefroticas b< ¥4 <3 50 541 37 [ 62 57 +=6

Controles 5/8 100 10O =+ 1 56 43 | €69 x4
28

Nafroticas 3/5 S0 =P s | SaAlBTE GO 5

Controles 5/5 100 91 46 |54 58=x4
56

Nafraticas a/s 50 S 1 65 35| 546

Controles g /5 80 11 =1 S22 |38 42 =4
24

Nefroticas 3/5 80 =1 54 |45 579

Controles 45 80 8 = 1 52 (48 S1 =6
112

Nafroticas 1/6 67 831 52 | 48| 503

a = promedioco = EEM b =

peso 21 dias después de nacidos

Con el fin de resolver la discrepancia entre los resultados de los grupos A y B, es decir,
diestro persistente e hipoestrogenismo en el grupo A y ratas que resultaron prefiadas en el
grupo B, se disefiaron los experimentos correspondientes al grupo C, esto es, el efecto del
macho fértil, sobre la capacidad reproductiva de la hembra nefrética de 7 y 14 dias de
seguimiento. En la figura 9 se muestran los resultados derivados de las ratas de este Gltimo
grupo, en el dia 7. Las nefroticas presentaron diestro prolongado al inicio de los
apareamientos, como se habia observado previamente en las del grupo A (figura 6). La
mayoria de las ratas presentaron proestro desde el primer dia y aceptaron al macho, ya que
se observaron espermatozoides en los frotis vaginales y en ocasiones, el tapén vaginal,
Resultaron prefiadas el 60% de las ratas nefroticas, contra 92% de las controles Este

porcentaje fue semejante al observado en los animales del grupo B (tabla 2). Ademas del
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incremento en la fertilidad, sorprendentemente la concentracion de estradiol en suero
aumentd significativamente, en los animales nefréticos, de forma paralela con la
recuperacién del ciclo estral, alcanzando el nivel que corresponde al proestro, de acuerdo a
los frotis vaginales. En cambio, las ratas nefréticas que permanecieron sin el macho, se
mantuvieron en la fase de diestro, con una concentracién de estradiol muy baja. En las ratas
control que permanecieron sin el macho, el ciclo estral y las concentraciones de estradiol no
se modificaron. Los resultados correspondientes a las camadas derivadas de los
apareamientos fueron equivalentes entre nefroticas y controles, como previamente se habia
observado en los animales del grupo B. En las ratas de 14 dias se obtuvieron resultados
similares. En las nefroticas, el estradiol se incrementd significativamente, de 2 pg/ml a 11
pg/ml, antes y después del macho, respectivamente y hubo 67% de prefiacion contra 92% en

lag controles.
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Figura 9.- Efecto de la rata macho fértil sobre la capacidad reproductiva de la hembra
nefrética (M ) de 7 dias de seguimiento, respecto a las controles respectivas { [} ). Los datos
son expresados como el promedio k error estandar de la media, de 6-12 animales. * p < 0.05
contra antes del macho.
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Peso Corporal (g)

En la figura 10 se observa que en las ratas nefroticas, el peso corporal fue ligeramente
inferior al de las controles correspondientes, en todos los dias sefialados, posteriores al dia
cero. Esta diferencia, sin embargo, no fue significativa. Los pesos promedio inicial y final
fueron de 247 g v 312 g en las controles y 257 g y 306 g en las nefroticas. Al final del

estudio, las ganancias de peso promedio respectivas fueron de 65 gy 49 g.
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Figura 10.- Comparacién del peso corporal de ratas hembra nefréticas (M ) y controles (1),
en los dias sefialados. Las flechas indican los dias en que se les inyecté. el ANFP, 75, 50 y 50
mg/Kg, respectivamente. Los resultados constituyen el promedio + error estandar de la
media (n=10}.
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DISCUSION

En este estudio se evalud la funcidn del eje hipotalamo-hipofisis-ovario en ratas con
sindrome nefrdtico cronico. La proteinuria, que constituye la principal caracteristica de esta
enfermedad glomerular, fue permanente en estos animales, lo que marcod el estado cronico
del padecimiento. La hipercolesterolemia, cuya magnitud fue semejante a la que reportaron
otros autores (Okuda et al., 1986; Liang et al., 1996; Ortiz et al 1999), reafirmo la
consideracion de que nuestras ratas desarrollaron sindrome nefrotico. El restablecimiento de
la concentracién de proteinas en suero, que se observo a partir del dia 56, como lo ocurrido
en ratas macho (Ortiz et al., 1999), podria ser consecuencia de una respuesta adaptativa a la

pérdida urinaria de proteinas.

En el modelo experimental de sindrome nefrdtico crénico, se presenta un desorden
endocrino-reproductivo, que afecta el patrédn del ciclo estral y la fertilidad. Este desorden, al
igual que en ratas con sindrome nefrotico agudo (Menjivar et al, 1995), incluye ia
disminucion de la concentracion sérica de estradiol, que en el presente estudio fue
permenente. En el trabajo de Menjivar et al (1995), se observé ademas, un alto indice de
atresia en foliculos ovaricos. Asi mismo, estudios de la atresia folicular vy su relacion con la
sintesis de hormonas esteroides, han demostrado que ésta se asocia con deficiencia en la
actividad de la enzima Pasy aromatasa (Tsonis et al., 1984; Hsueh et al., 1994; Joliy et al.,
1997, Otzuka et al, 1997), asi como con disminucién en la expresién de sus ARN
mensajeros (Tilly et al., 1992). Lo anterior nos permite plantear la posibilidad de que en la
rata con nefrosts cronica, se presente un incremento en la proporcion de foliculos atrésicos,
que como se menciona en diversos trabajos sobre atresia folicular (Hsueh et al . 1994,

Manikkam y Rajamahendran., 1997; Otsuka ¢t al.. 1997), correspondientemente disminuya
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la actividad de la aromatasa y como consecuencia, la concentracién de estradiol. La
suposicion de la deficiencia en actividad aromatasa se basa ademds en que en otro tipo de
desordenes endocrinos como el sindrome de ovarios poliquisticos, en el cual se afecta el
desarrollo folicular y se abate la sintesis de FSH, la actividad de la aromatasa y el contenido
de su ARN mensajerc disminuyen, limitande la eficiencia del ovario para aromatizar
androgenos (Jakimiuk et al., 1998) La reduccién en la concentracion de estradiol puede
deberse también a una alteracion en el niimero de receptores de FSH, por lo que este aspecto

merece ser aclarado en futuras investigaciones,

La concentracion de LH en las ratas nefroticas evaluadas en el presente trabajo, se mantuvo
durante todo el estudio, en el nivel mas bajo que se observa durante el ciclo estral normal y
que corresponde a la fase de diestro. La disminucion de LH, asi como de estradiol, son
caracteristicas que se han presentado en las ratas hembra y macho nefroticas, que nuestro
grupo de trabajo ha estudiado a la fecha (Menjivar et al., 1995 y 1997, Ortiz et al , 1999)
Los niveles de FSH tienen un comporiamiento que varia a lo largo de! estudio, con una
tendencia a disminuir significativamente en la segunda mitad del mismo Estos resultados se
pueden explicar en base al concepto que establece una diferencia en el mecanismo de
regulacion de FSH, respecto al de LH, debido a la participacion de proteinas derivadas de
las gonadas (inhibina, activina, folistatina) (Ying., 1988). Asimismo, la concentracion de
ambas gonadotropinas, sobre todo de LH, no aumentaron en respuesta a la caida en‘ fos
niveles de estradiol, lo que sugiere una alteracion del proceso de regulacion de las
gonadotropinas, por el eje hipotalamo-hipofisis-génadas, en la cual se pierde el mecanismo
de retroalimentacidon, como se ha reportado en ratas hembra y macho con sindrome
nefrético agudo (Glass et al,, 1985; Elias et al., 1992; Menjivar et al., 1995) y machos con

nefrosis cronica (Ortiz et al, 1999). y como ocurre ademas en la insuficiencia renal
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(Handelsman., 1985; Veldhuis et al, 1993; Palmer., 1999). El resultado de esta probable
alteracidn podria corresponder con anormalidad de la liberacidn puisatil de LH, como se ha
observado en hombres nefréticos (Menjivar et al.,, 1999), o con insuficiencia renal cronica
(Veldhuis et al, 1993). O bién, podria haberse afectado la estructura proteica de las
gonadotropinas, y por lo tanto su actividad biologica. Al respecto se sabe que el contenido
de residuos de &cido siélico en estas hormonas puede variar y con ello su bioactividad. De
este modo, las 1soformas de LH y FSH que contienen menos residuos de acido sialico
(menos acidas o basicas), poseen mayor potencia bioldgica (Lichtenberg et al., 1982; Ulloa-
Aguirre et al., 1992). Asi mismo, el contenido de acido sialico y consecuentemente, la
bicactividad de estas gonadotropinas, se regula por esteroides gonadales (Mukapadhyay_,
1979; Leigh., 1994), los cuales disminuyeron en el presente estudio. En apoyo a la
suposicion anterior, se sabe que enfermedades sistémicas como la insuficiencia renal
cronica y condiciones clinicas como el hipogondismo, disminuyen la actividad biologica de
LH (Beitins et al., 1981; Warner et al., 1985; Mitchel et al., 1994). Adicionalmente, respecto
a la probable alteracion en la regulacion hormonal del eje reproductor, se debe considerar la
posibilidad de que a mivel hipotalamico, la liberacidon pulsatil de GnRH se encuentre
afectada, como propusieron Handelsman. (1985), Menjivar et al. (1995) y Ortiz et al.

(1999).

En relacion a los niveles circulantes de prolactina, tomando en cuenta que como ocurrid en
el presente estudio, Menjivar et al. (1995) y Ortiz et al. (1999), también encontraron valores
normales de esta hormona en ratas hembra y macho, respectivamente, se considera que el
sindrome nefrético no afecta la sintests de prolacttna. Lo anterior nos ha permitide
establecer como en el trabajo de Ortiz et al (1999), una diferencia importante entre el
sindrome nefrdtico y la msuficiencia renal, ya quc esta ultima se caracteriza entre otras, por
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hiperprolactinemia, considerandose esta una posible causa de la disfuncién sexual en dicha
enfermedad (Sievertsen et al., 1980; Emmanouel et al., 1981; Exaire et al., 1982, Veldhuis
et al., 1994; Palmer., 1999). En este sentido, la prolactina asi como la creatinina, que
resultaron normales en las hembras nefroticas, son indicios de que las ratas con nefrosis

¢ronica no desarrollaron insuficiencia renal.

A diferencia del sindrome nefrético agudo de ratas hembra, en las que la concentracion
sérica de progesterona disminuyé significativamente, diez dias después de la administracion
del aminonucledsido de puromicina (Menjivar et al., 1995), en los animales con nefrosis
cronica, esta fue normal durante 56 dias y de ahi en adelante presentd una moderada
disminucion. Estos niveles normales de progesterona, se podrian explicar de acuerdo a la
posibilidad de que la concentracion de LH hubiese sido suficiente para estimular la sintesis
de dicha hormona esteroide, o bien, debido al efecto luteotropico de la prolactina en
roedores, responsable de inducir la producciéon de progesterona (Smith et al, 1975,
Armstrong et al , 1970, Wang y Chan,, 1982, Cecim et al, 1995). Es probable también, que
en los animales nefrdticos, la progesterona se originara en el tejido intersticial (Short , 1982,
Erickson et al | 1985). Nuestros resultados sugieren que en este caso, el padecimiento no
afecto a la enzima Pas; sce (el paso limitante) y reafirman la posibilidad de que la falla en la
esteroidogénesis ovarica se debiera a una deficiencia en la P4se aromatasa. Asi mismo, esto
apoya la posible disfuncién hipotalamo-hipofisiaria, en términos de la sintesis de

gonadotropinas y su bioactividad

La ancrmalidad en la funcién reproductiva que se presenta en este modelo experimental,
podria ser consecuencia de un desequilibrio entre progesterona y estradiol, tomando en
cuenta que la concentracion de ésta Ultima, disminuyd a lo largo de todo el estudio, v
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considerando que se ha informado la existencia de un balance funcional entre ambas
hormonas, que varia durante el ciclo reproductor y del cual dependen entre otros, el
desarrollo folicular, fa ovulacion vy la conducta sexual (Blaustein y Turcotte., 1989; Graham
y Clarke., 1997, Xiao y Goff,, 1998 y 1999). Es probable que el ligero incremento de
estradiol, que se observa a partir del dia 56, que aunque mantiene valores significativamente
bajos, restableciera el balance entre progesterona y estradiol, ya que este incremento

coincidio con la recuperacion de la ciclicidad normal.

En contraste con los machos nefréticos, en los que la fertilidad decayod sdlo durante los
primeros 14 dias (Ortiz et al, 1999), en este modelo de sindrome nefrético, la capacidad
reproductiva resultd cronicamente afectada. Por su parte, la rata con nefrosis cronica,
conserva la capacidad de responder a la presencia del macho fértil, incrementando sus
niveles de estradiol, normalizando su ciclo estral y siendo receptiva para la copula. Por lo
anterior, el aumento de estradiol en las ratas nefroticas, indica que las enzimas relacionadas
con la esteroidogénesis se preservan, o bién, que si alguna de ellas hubiera resultado
afectada, esta logra recuperarse. Esta capacidad de respuesta de la rata nefrdtica es rapida,
va que los parametros mencionados se presentaron desde el primer dia en que las parejas
permanecieron juntas Cabe mancionar que a pesar de la mencionada respuesta, la fertilidad
de la hembra nefrotica no se restablece totalmente. Estos resultados nos permiten plantear la
hipotesis de que, la influencia que la rata macho fértil ejerce sobre la capacidad reproductiva
de la hembra nefrética, se produce a través de la secrecion de feromonas, captadas por el
organo vomeronasal de la hembra, como ocurre también en humanos (Fox y Laird., 1970;
Vandenbergh., 1994; Stern y McClintock., 1998; Halem et al., 1999, Keverne., 1999), por lo
que Weller. (1998) considera un eje organo vomeronasal-hipotalamo-hipofisis-génadas en

la regulacion de fa funcion reproductiva. De acuerdo con lo anterior, nuestros resultados
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coinciden con la existencia del eje mencionado. Asi mismo, indican que en la nefrosis
cronica de la rata hembra, éste conserva su funcionalidad. Estas observaciones abren la
posibilidad del manejo terapettico con feromonas, como una forma de restablecer la funcién

reproductiva en el sindrome nefrotico,

A pesar de que se sabe que el sindrome nefrotico genera retraso en el crecimiento en nifios
(Padilla y Brem., 1989), v que asi se ha observado también en ratas macho con nefrosis por
aminonucledsido de puromicina (Nishimura et al , 1995, Trachtman et al 1996: Ortiz et al ,
1999), en este estudio el peso corporal de los animales nefréticos no se modifico,
posiblemente debido a que como en el trabajo de Thabet et al. (1994), en el que exploraron
el efecto de factores de crecimiento en hembras nefréticas, las ratas empleadas eran adultas

¥ por lo tanto ya no crecen.

Los resultados obtenidos en el presente estudio constituyen el primer reporte en el que se
demuestra que la rata hembra con sindrome nefrético cronico por aminonucledsido de
puromicina, presenta alteraciones en la regulacion hormonal del eje reproductor, que afectan
la fertilidad. Estas alteraciones consisten en reduccion permanente en las concentraciones de
LH vy estradiol, pérdida transitoria del patrén de ciclo estral y disminucién cronica de la
capacidad reproductiva. Ademas, permiti6 demostrar que la rata macho fértil ejerce una
influencia importante sobre la funcién reproductiva de la hembra nefrética y se sugiere que
ésta se produce a través de un mecanismo relacionado con la secrecion de feromonras Estos
datos aportan informacién importante al conocimiento de la funcién del gje reproductor en
la nefrosis cronica y proporcionan la base para el estudio de las causas de la disfuncion

endocrino-reproductiva
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CONCLUSIONES

- La rata hembra con sindrome nefrético crémico, inducido con aminonucledsido de

puromicina, presenta disfuncion enddcerino-reproductiva,

- La disfuncion endocrina se manifiesta como modificacién temporal del patrén de ciclo
estral, reduccion de los niveles de LH e hipoestrogenismo, permanentes y disminucién

cronica de la capacidad reproductiva.

- La presencia de la rata macho fértil contribuye a restablecer la ciclicidad normal y los

niveles de estradiol, en la rata con sindrome nefrético cronico

- En la nefrosis cronica de la rata existe alteracion del mecanismo de regulacion det gje
hipotalamo-hipofisis-ovario, cuyas causas pueden ser diversas en sus diferentes

componentes, y éstas merecen ser exploradas.
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