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RESUMEN

Existen evidencias de que los sistemas monoaminérgicos participan en
la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas y que la actividad de estos
es modificada por los esteroides ovaricos. Con el fin de estudiar si las
hormonas esteroides estan asociados a - cambios = en el sistema
catecolaminérgico y serotoninérgico en la diferénciécién sexual, en el presente
trabajo se analizaron los efectos de la administraciéon en el dia 5 de vida, de

* 500 ug de propionato de testosterona (PT), 100 g de dipropionato de estradiol
(DE) o aceite en el dia 5 de vida sobre la concentracion de noradrenalina (NA),
dopamina (DA), serotonina (5-HT) en el hipotalamo anterior, medio y posterior,
sobre la concentracién de gonadotropinas y esteroides ovaricos en el suero en

la fase adulta (60 dias). También se analizd si la admmlstracxon de‘

progesterona previo a la androgemzacwn protege al hlpotalamo de los efectos e

masculinizantes de los androgenos

La concentracién de NA aumento en el hlpotalamo
los ammales tratados con F'T (49+£08vs. 27 % 0. 2; 5 O_:i

ng/mg de tejldO p<0.05), mientras que la concentracuon de DA dlsmlnuyo'

unicamente en el hipotalamo anterior (0.14 + 0.03 vs. 0.27 + 0.03 ng/mg de
tejido, p<0.05). La concentracion de 5-HT no se modificd en estos animales.
Los cambios en la concentracién de catecolaminas en el hipotalamo de los
animales androgenizados se acompafiaron de anovulacion, estro vaginal
persistente y disminucidn en la concentracion de FSH (9.6 2.4 vs. 32.9 + 3.6
ng/ml, p<0.05) y 17 B-estradiol (9.5 £ 1 vs 17.9 + 2.9,pg/ml. p<0.05).

La falta de ovulacion y disminucién en la concentracidén sérica de FSH
(13.5 £ 0.9 vs. 329 + 3.6, ng/ml, p<0.05) y 17B-estradiol (9.5 + 1.3 vs. 17.9
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+ 2.9, pg/ml, p<0.05) se observaron en los animales que recibieron DE. En
este grupo la concentracion de NA tnicamente se incrementd en el hipotalamo
anterior (3.4 + 0.2 vs. 2.7 + 0.2, ng/mg de tejido, p<0.05) y la concentracion de
DA disminuyd en esta misma estructura (0.12 + 0.01 vs. 0.27 vs. 0.27 + 0.03,

ng/mg de tejido). A diferencia de los observado en los ammales tratados con

PT & DE, en el grupo que previo a la admlnlstracuon ‘de’: PT: recibieron

progesterona, la concentracion de DA se |ncremen(é de manera sugnlflcatuva en

el hipotalamo anterior (0.36 % 0.02-vs. 027 +:0.03; ﬁglmg de- tEJIdO) y Ios
animales no respondieron con ovulacuon : o

Los resultados del presente estudl >

hipotalamo anterior y medlo donde/ e Iocahzan los centro: que egulan este v
tipo de secrecron hormonal en ia rata hembra :
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Introduccion

INTRODUCCION

Las gonadas en los mamiferos cumplen dos funciones, una citogénica
que involucra la produccion de células germinales viables con el complemento
cromosomico caracteristico de la especie, asi como la endécrina que
comprende la secrecion de hormonas que actian en el aparato reproductor
para regular su funcionamiento (25 78). Ambas funciones estan relacionadas
principalmente con el mantenimiento de la especie. La regulacién de la funcién
de las génadas involucra un conjunto de mecanismos neuroenddcrinos que se
suceden en el eje hi‘potélamo-hipéﬁsis (26, 30). De este modo se asegura el
desarrolio y mahtenifniénto de los gametos maduros (6vulo y espermatozoide),
su postérior uni‘o'n;(fecundaciyén) y finalmente el desarrolio del producto de la

concepcioén. -

Desde el punto de vista anatémtco Y. funcconal Ia gonada ya sea el

ovarlo o el testfculo consta de dos partes En una parte se locallza la linea de

ilas celulas germmales en desarrollo conformada de barreras cutoplésmlcas y de

membranas especializadas que impiden su exposmlén a agentes extrarfios del
plasma y del liquido intersticial. En el ovario la envoltura de la célula germinal
son las células foliculares que constituyen un foliculo y en los testiculos es el
tabulo seminifero. La otra parte estd compuesta por células endécrinas que
forman el medio y secretan hormonas esteroides sexuales (andrégenos,
progesterona y estrégenos), hormonas protéicas (inhibina, activina y el factor
inhibidor de la meiosis del ovocito) y otros productos necesarios para el
desarrolio de las células germinales, por lo que tanto el ovario como el testiculo
son definidos como organos sexuales primarios, ya que mediante sus
secreciones hormonales regulan el funcionamiento de los 6rganos sexuales

secundarios que constituyen el aparato reproductor (78, 90).

FALLA D ORIGEN
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Intraduccién

Los testiculos producen las hormonas sexuales caracteristicas de!
macho llamadas andrégenos, de las cuales la que tiene mayor actividad
bioldgica, es la testosterona. Los ovarios producen las hormonas sexuales
femeninas, llamadas estrégenos y progesterona (2, 25, 28, 30, 75). 8Sin
embargo, las hembras como los machos contienen tanto hormonas sexuales

femeninas como masculinas.

Las hormonas estero:des sexuales cumplen varias funciones al actuar
localmente de forma parécrlna y autécrlna donde estimulan el desarrollo de las

respectivas células germlnales M;entras que periféricamente actdan de forma

endocrina. Estas® hormonas regulan dlversos procesos tales como (25, 26, 29,
81): :

1. Estimular el desai'krollo"y;fy_nd‘ién de los érganos sexuales secundarios
esenciales para la Iiberééiéh:dél ovulo y del espermatozoide al lugar de la
fecundacién. IERTR

2. Regular la secrecién de las hormonas hipotalédmico-hipofisiarias esenciales
para que se lleve a cabo >Ia funcién gonadal.

3. Modificar la estructura™ del cuerpo en general y diversas funciones
fisiologicas de los individuos.

Las funciones de las génadas son controladas por las gonadotropinas
[la hormona estimulante del foliculo (FSH), la hormona luteinizante (LH) y la
prolactina (PRL)], Ias cuales son producidas por la adenohipodfisis. Estas
hormonas son nombradas por su accidn en |la hembra, sin embargo se
‘encuentran presentes en el macho, y en éste la LH se denomina, hormona
estimulante de las células intersticiales (28, 30, 36).

[¥]




Intraduccion

La secrecion de la FSH y la LH es modulada por el hipotalamo al
secretar la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) (2, 30, 36), la
cual es producida por diferentes nucleos hipotalamicos, vertida a un sistema de
vasos que conforman el sistema portal-hipofisiario. - El péptido es transportado
hasta. la adenohipdfisis donde estimula en los gonadotropos la sintesis y
liberacion de ambas hormonas; las que viajan hacia la génada via el sistema

_cireulatorio. La produccidon de las gonadotropinas es regulada por un sistema
de control de retroalimentacion que ejercen las hormonas esteroides gonadales
en centros hipotalamicos o de estructuras extrahipotalamicas. Cuando las
hormonas esteroides alcanzan determinada concentracion en el suero, lo que’
ocurre en la tarde del proestro, el hipotalamo deja de producir la GnRH y como
consecuencia disminuye la secrecion de las gonadotropinas (18, 25, 30, 36).
Este proceso de secrecion es diferente en la hembra y en el macho. Tales
diferencias parecen no estar vinculadas a la informacién genética, mas bien
estd modulada por las hormonas sexuales, en particular la testosterona, que es
producida por el testiculo del recién nacido y actia en el hipotalamo
modificando la secrecion de la LH y FSH (27, 28). k

En la rata hembra existen dos centros hipotalamicos que regulan la
secrecion de las gonadotropinas. Uno esta localizado en el area predptica
hipotaldmica anterior que modula la secrecion ciclica o “fasica” de las
gonadotropinas en la tarde del proestro. El otro centro hipotalamico se lbcaliza
en la regién del nicleo arcuato-ventromedial y comanda la secrecion ténica Vde'_r
estas hormonas (30). En la rata hembra la actividad ciclica de estos cenfros
hipotaldmicos regula los cambios periédicos observados en la concentradién
sérica de las gonadotropinas durante el ciclo estral (9). "Este patréﬁ"de
secrecion de la FSH y LH caracteristico de {a hembra se determina du‘rante’ell
proceso de diferenciacién sexual (7, 40, 27, 46). ‘




Imraduccion

El establecimiento de estos mecanismos de regulacién del eje
hipotalamo-hipdfisis se inicia con el proceso de diferenciacién sexual, que
comprende el establecimiento del sexo genético, gonadal y fenotipico (46).
Este proceso se inicia a diferentes tiempos dependiendo de la especie de que
se trate, para el caso de la rata se inicia en los Ultimos dias de la gestacion y
culmina en los primeros dias posteriores al nacimiento (alrededor del dia cinco
a siete) (6, 8). ' ‘

DIFERENCIACION SEXUAL

La diferenciacion sexual es un proceso biolégico fundamental para las
especies con reproduccion sexual. Durante esta etapa se llevan acabo una
serie de eventos genéticos, moleculares, morfoldgicos, bioquimicos y
fisiologicos que se inician en la vida embrionaria y continian en la vida adulta.
los cuales influyen en la fisiologia y la conducta reproductiva de los individuos
(44, 46, 48). La diferencia fundamental entre la hembra y el macho radica en la
anatomlia y en la fisiologia de su aparato reproductor entre otros aspectos.

El sexo cromosomico se determina en el momento de la fertilizacion.
Cuando el 6vulo fecundado lleva la informacion del cromosoma Y, se inicia el
desarrollo del testiculo, debido a que en dicho cromosoma existen genes
especificos que dirigen el desarrollo este érgano. Mientras que, los genes del
cromosoma X en ausencia del Y, dan lugar al desarrollo de los ovarios.
Establecido el sexo genético, se inicia el desarrollo del sexo gonadal. En el
humano, durante las cinco primeras semanas de gestacidn la génada
masculina y femenina son indistinguibles y sus genitales no estan formados.
Esta etapa de la diferenciacién sexual comprende la fase de la “génada
indiferente” ( 40, 55, 73, 79).




Introduccion

En el embrion de los mamiferos, las gdnadas se desarrollan del epitelio
celomico del mesénquima que constituye el cordon mesonéfrico, y de las
células germinales primordiales que migran desde el saco vitelino. El
desarrollo de las gdénadas se caracteriza porque se originan ambos a partir de
una gonada indiferenciada. Esta estructura es reconocida inicialmente como
una prolongaciéon del mesodermo mesonéfrico revestido de epitelio celémico y
situada al lado del cordéon mesonéfrico. A medida que esta estructura se
desarrolla, se constituye la cresta genital. En el humano la diferenciacion de la
cresta genital se lieva a cabo alrededor de los 31-35 dias del desarrollo
embrionario y a los 9 dias en el ratén.

Iniciaimente las células germinales no estan presentes en la cresta
gonadal. Estas células que se ubican en el saco Vltellno migran por medio de
movimientos ameboides y se sithan en Ia gonada en desarrollo. Cuando
culmina la migracion de las células germmales y se sutuan en Ia génada en
desarrollo, ésta se ha diferenciado en una’ estructura consmmda por una-
corteza y médula (Génada indiferenciada) (67 73 90)

La diferenciacién del testiculo se inicia cuando se separa un cohjuhto de
‘cordones sexuales, denominadas “cordones testiculares”. Estd$ cordones se
desarrollan y emigran a la médula de la gbénada en desarrollo (55, 71). Las
células que rodean a los cordones testiculares se aplanan y dan origen a las
células mioides, y las células del epitelio interno se diferencian en células de
Sertoli, que cumplen dos funciones: soporte de las éélulas germinales

(espermatogonios) y la sintesis de la hormona inhibidora de los conductos de
-Malier (MIS) (71).

En etapas tempranas de dlferenciaclén el ovario cambia muy poco en
relacnén ala estructura de Ia génada induferenciada Los cordones sexuales



Introduccion

inicialmente se desarrollan muy poco, para degenerar posteriormente y dar
origen a una segunda generacién de cordones corticales. Conforme prosigue
el desarrollo de estas estructuras, las células germinales se sitian en su
interior y se agrupan haciendo coniacto entre si. Posteriormente estos
cordones se separan en grupos celu!ares‘que' rodean a las células germinales
y se constituyen los foliculos primo}di‘a!'IeVs (55,171').' Culminada la diferenciacion
de la gonada, ya sea en testl uI - oV

'ério, prosigue el desarrolic de los
fenotipos del macho y de la hembra (71) ’

En los mamiferos, los primeros cambios morfogenéticos que involucran
la diferenciacion sexual de la gdénada ocurren en los individuos genéticakﬁente_

machos. Los eventos iniciales se observan a diferentes edades segﬂn Ié -

especie considerada. En el ratén la diferenciacion estructural de, la gona a se A

inicia a los 11.5 dias, en la rata a los 12. 5 y en el hombre a Ios 45:dias;

aproximadamente. Las hormonas producidas por las génadas en desarrollo

estimulan la maduracion de los 6rganos sexuales y en una etapa‘postenor Ia
aparicion de las caracteristicas sexuales secundarias (28,:71). La testosterona i
secretada por las células de Leydig del testiculo en desarrollo, induce
activamente la diferenciacion de los conductos de Wolff hacia las esiructuras
accesorias internas, tales como el conducto deferente y parte del epididimo
(65,79). Mientras que la MIS, producido por las células de Sertoli, promueve la
regresion de los conductos de Muller (71).

En la hembra, la diferenciacién del ovario se considera un proceso
autonomo porque, poco tiempo después de que los testiculos debian
desarrollarse, en ausencia de la testosterona y del MIS, la génada bipotencial
se desarrolla a ovario. El desarrollo de este 6rgano se acompariia -de la
diferenciacion de los conductos de Muller en otras estructuras femeninas, como
los oviductos y porcidn superior de la vagina (55, 71, 79).

6




Introduccion

Ademas de los cambios antes mencionados. en el encéfalo también se
lleva a cabo un proceso de diferenciacion sexual funcional y estructural, el cdal
también es dependiente de las hormonas esteroides. Se menciona que este
evento de diferenciacion implica la activacién o una organizkacién,del‘ cqtebrb, .
que posiblemente es permanente e irreversible (46). ‘Diyérsé‘éfév'id‘ericias
experimentales han permitido sugerir que las hormonas esteroides sexuales
son importantes en el proceso de diferenciacion sexual, pordue ademas de
participar en el desarrollo del sexo gonadal y fenotipico, también intervienen en
el desarrollo del sistema nervioso central (5, 6, 45, 69). Estas hormonas
actuan en la diferenciacion de los centros hipotalamicos que regulan la
secrecion de las gonadotropinas y la conducta sexual, tipica de cada sexo y
que se expresan en |a etapa adulta (29, 34, 45, 46, 86).

Se ‘ha sefialado que en la rata macho recién nacida el hipotélamo es
: ,iridi‘ferenciado y que durante el periodo perinatal temprano, la testosterona
’;proVoca la masculinizacion y desfeminizacion permanente de las estructuras
._Hipbtalémicas que regulan la funcionalidad del centro tonico de secrecion de
:las gonadotropinas. Mientras que, la ausencia de esta hormona permite que se
manifieste el fenotipo de la hembra y se desarrolle la secrecion ciclica de las
gonadotropinas (3, 4, 5, 8). Las hormonas testiculares en la vida prenatal
- pueden también influir en el desarrollo de areas cerebrales, tal como la corteza
'y el hipocampo, las cuales no estan directamente relacionadas con la
regulacion de las funciones reproductivas (86). Al parecer estas hormonas
modulan la expresion de los receptores a diferentes neurotransmisores como la
.acetil-colina y de las enzimas de aromatizacion de la testosterona en la
“corteza, lo que apoyé la idea de que las hormonas esteroides intervienen en el

proceso de diferenciacion de estructuras extrahipotalamicas (57)




Imtroduccion

Gorsky (46), sugiere que en el cerebro de la rata, indiferenciado o
inherentemente femenino, son los andréogenos que pueden ser aromatizados,
como fa testosterona, los que inducen la diferenciacién de los mecanismos
neuroendécrinos funcionales caracteristicas del macho. Al parecer, los
andrégenos aromatizables participan en la expresion de tales eventos. Por lo
que es probable que los androgenos testicuiares al actuar en las estructuras
cerebrales después de ser aromatizados a estradiol, sean los responsable de
la organizacion del sistema nervioso central en el macho. Esta idea es avalada
en parte por las evidencias que muestran que en ef sistema nervioso central
esta presente la actividad de fa enzima aromatasa, cuya funcion es la de
transformar los andrégenos a estrégenos (46, 72). La administracion de
inhibidores de la aromatasa, durante la etapa perinatal témprana. bloquea la
diferenciacion sexual. La administracion de antiandrégenos también inhibe la
diferenciacion sexual del macho (12, 46). B

La rata hembra recién nacida, se caracteriza pbr kla‘pre_éehéia’” de :
estrogenos en plasma (72), por lo tanto esta hormona nojsef(é la f‘e:s'p‘egi_é =
molecutar responsable de la masculinizacion de los centros 'hipo'té‘iér;licbusi :S‘e .
ha propuesto que los estrégenos no son funcionales en la .rata ,hémbfa"él .
nacimiento, debido a que son captados por una proteina 'déﬁomfnéda a- :
fetoproteina (AFP) en el plasma, cuya concentracion es elevada (46, .725. Esta
molécula se caracteriza porque tiene gran afinidad por los estrégenos, lo que
resulta en una disminucion de estrégenos libres en plasma, que evitan que el
sistema nervioso de la hembra sea expuesto a altas concentraciones de esta
hormona, y por lo tanto esté libre para que se desarrollen las caracteristicas de
la hembra (46, 72). Estos resultados permitieron a Gorsky (46), plantear el
modelo de que la AFP protege el cerebro de la hembra de los efectos
masculinizantes de los andrdgenos aromatizables (Figura 1).
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Hembra
HEMBRA Y- NEURONA
MACHO
R i
SN (
: T
Placenta - - Estrégenos | .

Gonadast=> g, plasma -
Adrenales . gnon.

Testiculos T Sl T

Figura 1. Modelo de Gorsky (46), en el que se plantea que en la rata
hembra durante la fase neonatal, los estrégenos (E) se unen a la alfa-feto-
proteina (AFP) y no actian en el sistema nervioso central. En ef macho
durante la misma etapa, la testosterona (T) producida en el testiculo es
aromatizada a E, el cual al unirse a su receptor (R), se inicia el proceso de
diferenciacion del macho.
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Con base en el modelo de diferenciacion sexual que explica Gorski (46),
se sefala que el proceso de diferenciacion sexual puede ser modificado
cuando existen alteraciones en la produccién de hormonas esteroides
sexuales, tales como los andrégenos (29, 46). Asimismo, se han propuesto
diversos modelos experimentales que implican la administracién - de
andrégenos (androgenizacion) o estrogenos (estrogemzacnon) en ratas recién
nacidas o dentro de los primeros dias de vida posteriores al nacnmlento para
modificar el proceso de diferenciacion de los centros hipotalamicos que regulan
la secrecion de las gonadotropinas (3, 13, 27, 31, 35, 51, 56, 64). ~Estas
manipulaciones se traducen en el desarrollo de! sindrome de androgenizacion
que se caracteriza por la presencia de estro vaginal persistente, bajo peso del
ovario, presencia de quistes en los ovarios e infertilidad (3, 5, 13).

Existen diversas evidencias que sefialan la importancia de las hormonas
testiculares en los procesos de diferenciacion sexual del hipotalamo. La
castracion de la rata macho o la administracion de compuestos con actividad
antiandrogénica provoca que se manifieste la regulacién ciclica de las
gonadotropinas caracteristico de la hembra, e impide la diferenciacion
masculina del cerebro. Ademas, si a estos animales en la edad adulta se les
administran estrogenos, estos presentan el comportamiento de lordosis
caracteristico de la hembra (12, 29, 31). En las ratas macho que se les extirpa
ambos testiculos (castracién) en el dia del nacimiento, se presenta un
comportamiento de lordosis parecido al de la hembra adulta, lo que indica.rla
que se llevo a cabo la feminizacion de estos animales, debido a la falta de las
hormonas testiculares durante el proceso de diferenciacién sexual. Asi mismo,
si estos animales se mantienen en iluminacién constante o se realiza la lesién

electrolitica del area preéptica medial se presenta un tipo de secrecion de LH
caracteristico de la hembra adulta (29, 46).
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Si a los machos que se castraron durante la etapa neonatal se les aplica
propionato de testosterona (PT) en e! dia 1, en |a fase adulta manifiesta la
conducta copulatoria normal. En cambio, cuando a las ratas macho se les
administra estradiol en las primeras semanas de. vida no se presenta el
comportamiento sexual caracteristico del macho (27 60)

En la rata hembra recién nac:da conA rto"de esticulo de un ammal

recién nacido, en la etapa adulta presen!a est
desarrolla un ovario de tipo pohquasnco y Ios ammales son ‘estériles.  En
conjunto todas estas alteraciones se conocen con el nombre de sindrome de
androgenizacion (8, 13, 44, 48). Los ovarios de las hembras con sindrome de

vagmal persistente se

androgenizacion presentan un menor peso posiblemente debido a la ausencia
de cuerpos luteos. aumento del tejido intersticial y el poco desarroiio folicular
que se observa en ellos. En 'cambio, el peso de las adrenales y la hipdfisis es
mayor. Se sugiere que todos éstos cambios a nive! ovarico son el resultado de
la modificacién del patrén de secrecién de las gonadotropinas durante la

diferenciacion sexual en la hembra (44, 48, 89).

El cuadro dé ester dad inducido por la administracion de los
androgenos tambnen se puede nducu' por la lesion del drea preodptica anterior
: Estas evidencias permitieron a fos

rea'preépuca es necesaria para e!

N mantenlmlento del funcionamiento de la’génada

Diversos grupos de investigacién se han abocado al estudio de la accién
] ﬁ'rbb.eso'de diferenciacion sexual

de diferentes hormonas e‘ste"roidés ‘sobre
de la rata recién nacida (13 15 22 33 44 48 ‘59, 64, 66, 96). El sindrome
inducide por la admmlstracton postnatal de estrdgenos es diferente al
observado cuande se administran los andrégencos, debido a que en las
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hembras estrogenizadas si se presenta un ciclo estral, pero no se presenta
-ovulacidn normal ni existe receptividad sexual (44).

Se ha mostrado que la administracion de benzoato de estradiol (BE) a
los cinco dias de vida provoca esterilidad permanente en la fase aduita, ciclos
estrales anovulatorios y estro vaginal persistente. Cuando a estas hembras se
les administra progesterona no se induce el apareamiento (44). Estos
resultados llevaron al autor a sugerir que los estrogenos administrados en la
fase neonatal provocaron modificaciones en la secrecién de las gonadotropinas
que se reflejaron en la fertilidad de las hembras. Sin embargo, cuando la
progesterona se aplica de forma secuencial, se induce la ovulacion de forma
espontanea en las ratas que presentaban sindrome de anovulaciéon (17), lo que
no ocurre cuando las ratas son tratadas con estrona (17, 44). Estos resultados
llevaron a sugerir que los efectos producidos por la administracion de

hormonas esteroides estan en funcién del tipo de esteroide de que se trate.

Asimismo, en los animales que fueron tratados con estrogenos en la fase
neonatal, cuando se realiza la estnmulacxon eléctrica de algunas reglones del
hipotdlamo relacionadas con la regulacwn de la secrecmn ‘de las
gonadotropinas, la mayoria de los’ an|ma|es no responde con ovulacién. - En
cambio, en los animales androgenuzados esta misma mampulacuén induce la
ovulacion facilmente (27, 44, 66). '

La administracion de BE, también modifica el patrén de secrecion de las
gonadotropinas de la hembra normal, siempre que la hormona se administre
entre la primera semana de vida, o en los machos castrados en el dia uno de
vida postnatal (28, 29, 31). Al parecer los estrégenos al actuar en el sistema
nerviosos central inducen una serie de cambios morfologicos y funcionales
durante el periodo de diferenciacién sexual. Se ha mostrado que estas

12
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hormonas in vitro inducen la diferenciacion dendritica en el encéfalo (92. 93).
En estudios in vivoc. se ha reportado que incrementan el nimero de sinapsis y
en particular del tpo axo-dendriticas en el cerebro medio, septum |ateral 'y
nlicleo arcuato, entre otras estructuras (68). Ademas en el -nucleo
ventromedial incrementa el tamafio del soma y nucleolo de Ias celulas 8
nerviosas de esta region (19, 54)

Al parecer existe una etapa o perlodo crmco en el ¢ de
modificar la diferenciacion sexual de los centros h|potalam|cos que regulan Ia
secrecion de las gonadotropinas. Esta etapa comprende los primeros cinco
dias de vida del animal (5, 6), sin embargo otros autores plantean que este
periodo se extiende durante toda la primera semana de vida (48).

Al parecer el mecanismo por el que se induce la esterilidad en los
animales que son tratados con andrégenos o estrégenos neonatalmente se
deben a diversas causas: Se ailtera la funcidn normal de los centros
hipotalamicos que regulan la secrecién ciclica de las gonadotropinas
(principalmente de la LH) debido a que se modifica la respuesta de la hipdfisis
a los estimulos que provienen del hipotalamo (3, 8, 27, 28, 66, 86): otra posible
explicacion es que se altera la funcionalidad de la gdnada directamente. Sin

embargo, hasta el momento no se pude descartar ninguna posibilidad.

Bradbury (13), mostré que cuando el tejido ovarico de ratas
androgenizadas en la fase neonatal se injerta en la camara anterior del ojo de
animales normales adultos se forman cuerpos liteos, en cambio cuando se
transplantan ovarios de ratas normales a animales androgenizados no se
forman cuerpos [Uteos. Estos resultados llevaron al autor a sugerir que el dafio

en la estructura y fisiologia del ovario es el resultado de las modificaciones en
la funcidn de la hipdfisis y no de la gdnada.
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Asi mismo, cuando la hipdfisis de una rata adulta androgenizada durante
la etapa neonatal, es transplantada a ratas normales, esta glandula funciona
normalmente (89). Ademas, cuando los animales androgenizados son
estimulados hormonalmente con GnRH, los ammales responden con ovulaclon
(66). Estos resultados permitieron a los autores sugertr que Ia admlmstramon
de andrégenos alrededor de los primeros cinco dias de vnda no modnfcan la
estructura o funcionamiento de la hlpof‘SIS Sin embargo es posmle que estas
hormonas modifiquen los centros hipotaldmicos que regulan la secrecnqn ciclica
de las gonadotropinas. ' T T

La estimulacion eléctrica de la region predptica anterior induce la
ovulacion en ratas androgenizadas y esto se acompana de! incremento en la
secrecion de LH (8). Estos hechos de forma conjunta apoyavn la hipétesis de
que la accién de los esteroides gonadales durante la diferenciacion sexual es
el sistema nervioso central. En la rata durante el periodo postnatal temprano,
las hormonas esteroides testiculares también participan en el desarrolio y
diferenciacion de las &areas cerebrales que no estan vinculados con la
regulacién de la funcién reproductora, como son la 'vcorteza y el hipocampo (85).
La presencia de los receptores a estas hormonas y la identificacion de la
enzima aromatasa en la corteza apoyan esta idea (57)..

La regulacién funcional de la génada esla integracion de una serie de
mecanismos neuroenddcrinos que se suceden en el eje hipotalamo-hipdfisis.
Existen diversas evidencias experimentales que muestran que en la
modulacién de la secrecion de las gonadotropinas, via la GnRH participan las
hormonas ovaricas o testiculares (30, 36) y diversos sistemas de
neurotransmision como el catecolaminérgico y serotoninérgico entre otros,
cuyos somas neuronales se localizan a nivel intra y extra hipotalamico (30, 32,
36, 69, 70, 72, 87). Sin embargo, hasta el momento no se tienen resultados
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claros sobre la participacion de estos sistemas de neurotransmisién en los
mecanismos neuroenddcrinos involucrados en la diferenciacion sexual de los
centros hipotalamicos que regulan la secrecion de las gonadotropinas y en la
actividad ciclica de los ovarios y como consecuencia la ovulacion en la rata
hembra.

Se sugiere que, la actividad de los diferentes sistemas de
neurotransmision durante el desarrollo prepuberal, en el ciclo estral y durante
Ia’preﬁez son modulados por las hormonas esteroides. Estas hormonas
regulan la expresidon génica, la sintesis de proteina o modificando las
propiedades eléctricas de la neurona, sin alterar la estructura de la célula
nerviosa (32, 35, 39, 69, 86). Sin embargo, actualmente también se ha
planteado que las hormonas esteroides modulan el tamario, la morfologia de
las neuronas productoras de los diferentes sistemas de neurotransmision y . la

densidad de las sinapsis que se establecen entre estos sistemas en ias "

diferentes regiones del sistema nervioso central (35, 37, 38).

DIFERENCIACION SEXUAL Y MONOAMINAS

Existen diferentes evidencias experimentales que sefialan que las
hormonas esteroides ovaricas (estrogenos y progesterona) actian sobre el
hipotalamo y la adenchipofisis donde regulan sus respuestas a las acciones de
otras hormonas y neurotransmisores (23, 30, 36). Al parecer las hormonas
ovaricas influyen en la actividad de los diferentes sistemas de neurotransmision
(30, 94). Se ha mostrado que estas hormonas modulan la tasa de recambio de
la noradrenalina, dopamina y serotonina., Ademas, los receptores a las
monoaminas son proteinas, por 10 que es posible pensar que las hormonas
ovaricas actuan sobre el genoma e inducen la sintesis y degradacion de los
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receptores, entre otras funciones vinculadas con la actividad de estos sistemas
(11, 70).

La implicacion funcional de la relacién entre las hormonas esteroides
ovaricas y los diferentes sistemas de neurotransmisién, en el proceso de
diferenciacion sexual, no se conocen con exactitud. Sin embargo, es posible
que los neurotransmisores estén involucrados en este proceso. Esta idea es
apoyada por el hecho de que en el cerebro anterior, el estradiol induce la
expresidn de la sintesis de la acetilcolino-transferasa, enzima limitante de la
biosintesis de acetilcolina (84), y aumenta el nimero de los receptores a
serotonina y al aminoacido gama-amino-butirico (GABA) en el hipotalamo (65).

Ademas, se han encontrado diferencias sexuales en el contenido de
‘«,) neurotransmisores, en la actividad del sistema noradrenérgico, dopaminérgico
; y serotoninérgico en alguna etapa del desarrollo de la rata (38, 39, 42, 85, 95).
Los estudios de Giulian y col. (39), mostraron que en el cerebro de la rata
hembra y macho no existen diferencias en las concentraciones de serotonina a
los 2, 4 y 8 dias de vida postnatal; a los 10 y 12 dias, la concentracién de esta
amina es mayor en el macho y a los 16 y 25 dias nuevamente no se presentan
diferencias relacionadas con el sexo. Cuando se administra propionato de
testosterona a ratas hembras recién nacidas no se observo el incremento en la
concentracion de serotonina a los 12 dias de edad. Estas evidencias permiten
a los autores sugerir que existe una interaccién entre las hormonas esteroides
sexuales y este sistema de neurotransmision.

En relacién a los sistemas dopaminérgico y serotoninérgico, se sugiere
que los esteroides no medifican la actividad de estos sistemas en el hipotalamo
y la amigdala (51, 76, 82, 86). Sin embargo, Fink y col. (32), mostraron que
esta hormona, incrementa el numero de receptores a dopamina del tipo D, en
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el estriatum y de la serotonina (5-HT2a) en la corteza y nucleo acumbes,
regiones del sistema nervioso central que estan relacionadas con el
comportamiento.

Previamente se ha descrito que en la rata, la concentracion de
‘serotonina en el area predptica hipotalamica anterior o en el cerebro completo,
presenta diferencias relacionadas con el sexo (39, 69, 95). La administracion
“del 5-hidroxitriptofano (5-HTP), precursor de la sintesis de serotonina a ratas
hembras normales y machos castrados a las 48 horas de vida, incrementa la
concentracion de LH en plasma a los 16 6 20 dias de edad. En cambio, la
administracién de este precursor a ratas androgenizados alrededor de las 48
horas de vida, inhibe |la secrecion de LH (69)'." ‘Esfos resultados permitieron a
los autores sugerir que en la difereynciacién sexual de los centros hipotalamicos

.~ que regulan la regulacion ciclica de Ias gonadotropmas es un proceso en el
que esta implicada la serotonina.

Hasta el momento  existe. pocé"iriformacién sobre la relacion de los
diferentes sistemas de neurotransmusnén en el hipotalamo y los efectos de la
‘androgenuzactén y estrogenizacion. Loyo y col., (62) mostraron que la
androgenizacidon o estrogenizacién- al nacimiento produce el sindrome de
anovulacion y esto se acompafia de! incremento en la concentracion de
noradrenalina en el hipotalamo en la fase adulta (60 dias). Estos resultados
los llevaron a sugerir que la elevacidon aguda de las concentraciones
plasmaticas de estas hormonas en el nacimiento modifican la actividad del
sistema noradrenérgico.

En el humano cada dia se hacen mas ewdentes las alteraciones en la
estructura y funcmnamlento del aparalo reproductor, y en particular del ovario,
las cuales representan un verdadero prob!ema fisiolégico, Entre estos
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padecimientos se encuentra el sindrome del ovario poliquistico, entre otros, el
cual se caracteriza por alteraciones en los mecanismos neuroendocrinos que
involucran al eje hipotalamo-hipéfisis-gonada, lo que se refleja en la produccion
anormal de gonadotropinas y hormonas esteroides ovaricas. Este sindrome es
la causa mas comun de la anovulacion crénica en la mujer (20, 21, 40, 41).

Con.base en los resultados antes mencionados, pareceria que existe
una relécién entre la hormonas esteroides sexuales y la actividad de los
diferentes sistemas de neurotransmisién.  Sin embargo, hasta el momento
existe poca informacion sobre las modificaciones en la actividad de estos
sistemas y su vinculacién con los efectos producidos por la androgenizacion o
estrogenizacidon durante el proceso de diferenciacion. Por lo que en el
presente trabajo se decidié analizar los efectos de la administracion de un
andrégeno o estrégeno en la rata hembra durante la fase neonatal sobre la
secrecién de las gonadotropinas y hormonas esteroides sexuales, en la
actividad del sistema noradrenérgico, dopaminérgico y serotoninérgico asi
como en la ciclicidad y ovulacidn en la rata adulta. Los resultados obtenidos en
esta investigacion, 'permitiran comprender algunos de los mecanismos
implicados en la participacion de las hormonas esteroides sexuales
(andrégenos, estrogenos y progesterona) en la diferenciacion sexual, asi como

la vinculacién de este proceso y la actividad de los diferentes sistemas de

neurotransmision.
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Justificacion

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Se ha mostrado que el patron de secrecion de las gonadotropinas es
diferente en la hembra y en el macho y que estas diferencias no parecen estar
vinculadas a la informacién genética, sino que esta modulada por las hormonas
sexuales, en particular la testosterona; la que es producida por el testiculo del
recién nacido y actla en el hipotalamo indiferenciado modificando la secrecion
de la LH y FSH. Ademas se ha mostrado que en la reguiaciéon de la secrecion
de las gonadotropinas participan los diferentes sistemas de neurotransmision.
Sin embargo, hasta el momento existe poca informaciéon sobre las
modificaciones en la actividad de estos sistemas y su vinculacion con los
efectos producidos por la androgenizacion o estrogenizacién durante el proceso
de diferenciacién. Por lo que en el presente trabajo se decidié analizar los
efectos de la administracion de un androgeno o estrogeno en la rata hembra
durante la fase neonatal (cuatro o cinco dias de vida) sobre la secrecion de las
gonadotropinas, en la actividad del sistema noradrenérgico, dopaminérgico y
serotoninérgico asf como los cambios en el desarrollo del ovario en la etapa
aduita.




Hipitesis y Ohjetivos

HIPOTESIS

En la rata hembra la innervacién monoaminérgica del hipotalamo modula la
secrecion de las gonadotropinas y la actividad de ésta es regulada por las
hormonas esteroides sexuales, por lo que los efectos de la administracion de
tales hormonas en la expresion del sindrome de anovulacion dependeran del
tipo de esteroide administrado y de las modificaciones que se sucedan en la
inervacién monoaminérgica.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la administracion de. esteroides en la fase neonatal
sobre la ciclicidad vaginal, la actividad de los sistemas monoaminérgicos del
hipotalamo y la concentracién sérica de las gonadotropinas en la etapa aduita.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar la citologia vaginal en animales addltosvtratados bco'n' propionato
de testosterona, dipropionato de estradiol o progesterona en la fase nébqatal'
(5 dias de edad). g k S

e Analizar los cambios en la concentracion de monoarhinas en el hipotalamo
de la rata adulta, tratada con propionato de testosterona, dipropionato de
estradiol o progesterona en la fase neonatal (5 dias de edad).

e Analizar la actividad de la neurona monoaminérgica en el hipotalamo de la
rata adulta tratada con propionato de testosterona, dipropionato de estradiol
o progesterona en la fase neonatal (5 dias de edad). ‘

e Estudiar las modificaciones en las concentraciones plasmaticas de
gonadotropinas y esteroides ovéricos en l|a rata adulta, tratada con
propionato de testosterona, dipropionato de estradiol, o progesterona en la
fase neonatal (5 dias de edad).
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Cll-ZV, mantenidas en

condiciones controladas de iluminacién (14 h luz - 10 h oscuridad). Se -
colocaron 3 hembras con un macho durante 10 dias y se registré el dia qé la’

paricién, momento en el cual se sexaron las crias y se colocaron 6 hembras y

un macho por madre. El dia del nacimiento se considerd como dia 'uncj'de_v'ida'.,

El horario para registro de nacimientos fue de 9:00 a 11:00 a.m. Las crias -se
mantuvieron con libre acceso a la madre hasta el destete (dia 21 de vida) y
posteriormente al agua y al alimento. Animales de cuatro 6 cinco dias de edad
se asignaron a los diferentes grupos experimentales.

Efecto de la administracion de propionato de testosterona (PT) en la fase

neonatal

Ratas hembras de cinco dias de vida fueron tratadas con 500 pg de PT
(Sigma Chemical, St. Louis, U.S.A.) en 0.1 ml de aceite de maiz, por via
subcutanea (s.c.). Otro grupo de animales se traté con 0.1 ml de aceite de
maliz (grupo con vehiculo).

Efecto de la administracion de dipropionato de estradiol (DE) en la
fase neonatal

Ratas hembras de cinco dias de vida se trataron con 100 pg de DE

(Sigma Chemical, St. Louis, U.S.A.) en 0.1 ml de aceite de maiz por via s.c.
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Efecto de la administracion de progesterona (P,) mas PT

Grupo de hembras de cuatro dias de edad se trataron con 50 pg de P4
(Sigma Chemical, St. Louis, U.S.A.) en 0.1 ml de aceite de maiz por via s.c.; a
las 18:00 horas.y.12 horas despues (dia cinco), a las 6:00 horas, recibieron
1250 pg de PT :por v:
excluswamente 50 | g de

v_‘Otro grupo de animales se les myecto .
d|a cuatro .

Como grupo, de comparaclon se uhllzaron ratas hembras sm tratamlento .
. de 60 dlas de edad y sacrificadas’ en el dia del d|estro o en el estro las cuales

‘se denomtnaron como grupo testlgo abso|uto

Las hormonas unllzadas en los dnferentes experlmentos. con excepcton i
de la P4 se administraron entre las 09:00 y 11:00 h. A partlr del dla 49 de vida

se tomaron frotis vaginales diarios y los animales se sacrmcaron ‘enel’ dIa 607 "

Los frotis vaginales se tifieron con la técnica de Hematoxlllna Eosuna Despues"
de identificar el frotis vaginal de los animales de los dlferentes grupos
experimentales durante 10 dias, se procedié a calcular el indice de cuchc:ldad
con la siguiente relacion:

Nuimero de estros

indice de ciclicidad = — :
Numero total de dias evaluados

Procedimiento de autopsia

Los animales se sacrificaron por decapitacion entre las 14,00 y 15:00 h.,
y se colecld sangre del tronco. A la autopsia se extrajo el cerebro, se colocé en
solucién salina fria (0°C) y se realizd la diseccidn del hipotalamo siguiendo las
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coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (74), para posteriormente separar
el hipotalamo anterior, medio y posterior, con la ayuda de un hipotalamémetro.
Las muestras se almacenaron a -70°C hasta la cuantificacién de noradrenalina
(NA), dopamina (DA), serotonina (5-HT) y sus principales metabolitos [(4—
hidroxi-3-metoxifenilglicol (MHPG), 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), y acido 5-
hidroxi-indolacético (5-HIAA), respectivamente], por cromatografia de liquidos
de alta precisién, siguiendo la metodologia previamente descrita (1, 50). La
concentracion de los neurotransmisores se expresd en ng/mg de tejido y la
actividad de los diferentes sistemas de neurotransmision se calculd siguiendo la
relacion de Kerdelhué y col., (56) y Shannon y col., (83).

[Metabolito)

Actividad Neuronal = ————
[ Neurotransmisor)

.

Cuantificacién de catecolaminas y serotonina

Las mueétras de hipotalamo se pesaron y homogenizaron en 300‘p| de
acido percldrico al 0.1 N, se centrufugaron a 12 000 rpm,-a —-4" C durante 30 -
minutos, el sobrenadante se filtrdé usando filtros de celulosa regenerada de :
tamario de poro de 0.2 pm, y se |nyectaron 20 pl del rltrado al snstema de
cromatografia. :

El equipo de cromatografia de liquido de alta precision consiste de una
bomba (Perkin Elmer, modelo 250), y una valvula de inyeccion de Rheodine
modelo 7125 (Perkin Elmer, México), y una precolumna de silica ODS (5 cm x
4.6 mm) y una columna analitica C-18 ODS (25 cm x 4.6 mm, tamafo de
particula de 5 um; Bioanaitical System, Inc., West Lafayette, IN, USA). Las
monoaminas y sus respectivos metabolitos fueron detectados electroliticamente

23



Aaterial v Métados

usando un detector amperométrico LC-4A (Bioanaitical System, Inc., West
Lafayette, IN, USA) con un potencial de 850 mV.

La fase movil consistié de un buffer de citratos al 0.1 M (pH 3. O)' con 100
mg de detergente octano-sulfonato monohidratado (Slgmal Chemncal Co;,:St.
Louis, MO, USA). La solucién se filtr6 en papel mllhpor (poro de 45 um)y

se degased al vacio. Inmediatamente - fueron adncnonados:ZO ml “de :
acetonitrilo y 15 ml de tetrahidrofurano (Sigmal Chemlcal Co St Louns MO, '
USA); el volumen final de la fase fue de 500 ml. La fase fue bombeada por el
sistema a un flujo de 1.2 ml/min. En el dia del experlmento se prepararon
soluciones de referencia de NA, MHPG, DA, DOPAC, 5-HT y 5-HIAA en &acido
perclérico 0.1 M., y se prepard una curva de calibracién con las siguientes
concentraciones 0.1, 0.5 y 1 ng. La sensibilidad del ensayo para la deteccién
de cada uno de los neurotransmisores y sus metabolitos fue de 0.01 ng.

La monoaminas y sus metabolitos fueron identificados y cuantificados por
un integrador Nelson 1020 (Perkin Elmer, México). El equipo identifica a los
neurotransmisores por sus tiempos de retencion y realiza el calculo, al
comparar el area bajo la curva de los picos de |la muestra problema, con el area
bajo la curva de sus respectivos estandares.

Cuantificacién de esteroides ovaricos y gonadotropinas

En el momento de la autopsia, la sangre de cada uno de los animales fue
colectada del tronco, dejandola reposyar durante 30 minutos, para después
centrifugarla a 3 500 r.p.m.,.se extrajo el sobrenadante y se congelaron a -20°
C, para la posterior cuantificacion de hormonas esteroides (173- estradiol y
progesterona) y gonadotropinas (LH. 'y FSH). La cuantificacion de la
concentracion de FSH y LH en suero se realizd por medic de la técnica de
redioinmunoandlisis de doble -anticuerpo (RIA) (52, 80). La concentracion
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de ambas gonadotropinas se expreso en ng/ml. La concentracion e hormohas
esteroides en suero se cuantificé por la técnica de radicinmunoanalisis de fase
sdlida, para lo cual se utilizd un estuche (Coat-A-Count, USA), para cada
hormona. - La concentracion de progesterona se expreso en ng/ml y la de 17B-
estradiol en pg/ml. Los ‘coefi cuentes mterensayo e mtraensayo para FSH y LH
5 fueron de 7. 91% ) 32%, 574 % y 6.82% respectlvamente Los coeficientes
: : |nterensayo p ,ra ’P4 y 17[3-estrad|ol fueron de7.48% y 6.50%, y los coeficientes

: ! |ntraensayo fueron 5 80% y 6.0%, respectivamente.
’ ‘Estudio hiétdiogicb

En el dia de la autopsia, los ovarios de los animales de los diferentes
grupos experimentales fueron fijados en liquido de Bouin, posteriormente se
deshidrataron, se incluyeron en parafina y se realizaron cortes seriados de 10
um de grosor y se tifleron con la técnica de hematoxilina-eosina. En los cortes
histolégicos se analizd la presencia o ausencia de cuerpos liteos de ciclos
anteriores o recién formados.

Analisis estadistico

Los resultados de pesos de érganos, concentracidn de monoaminas,
metabolitos y actividad neuronal, fuerona analizados por la prueba de analisis
de varianza multiple (ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey, y cuando se
compararon dos grupos se utilizé la prueba t de Student. El nimero de ovocitos
se analizé por la prueba de “U" de Mann-Whitney. En todos los casos sélo se
consideraron como significativas aquellas diferencias en los que ia probabilidad
fue igual o menor a 0.05.
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Resultados

RESULTADOS
Ciclicidad y ovulacién

La rata hembra adulta presenta un ciclo estral caracteristico de 4 dias de
duracion; con dos dias de diestro, un proestro y un estro.. En est‘e'ﬁlbtimo diaes
cuando se produce la ovulacion. En los animales que reC|b|eron acelte (Vh) no
se modifico el patrén de ciclicidad antes mencmnado : Sln embargo. los
animales que fueron inyectados con proplonato de~ téstbsterona (PT)
presentaron estrc vaginal persistente durante los 10 d|as prevuos al sacrificio.
En los animales que recibieron dipropionato de- estradnol (DE) se observé un
incremento en la incidencia de estro vaginal persustente Y algunos dias en
diestro o proestro (Fig. 2).

En los animales que recibieron progesterona (P,) se observd cierta
ciclicidad, que se caracterizd en algunas ocasiones por la prolongaciéon de
alguna de las fases del ciclo estral. En los animales que posterior al
tratamiento con P4 fueron inyectados con PT, nuevamente la citologia vaginal
presentd caracteristicas de estro con algunos dias intercalados de diestro o
proestro (Fig. 2).

‘

En la figura 3 se muestra e! indice de ciclicidad de los animales de los
diferentes grupos experimentales. Este indice representa el niimero de dias de
estro que se observan en un tiempo determinado de registro de la citologia
vaginal. En los animales ciclicos este indice es igual a 0.25, y no se madifica
cuando los animales son tratados con Vh o con P, en la fase neonatal (50 4

dias de vida respectivamente). En cambio en los animales tratados con
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DE, PT o P.+PT, este indice se incrementd y alcanzé a ser estadisticamente

significativo Unicamente en los dos ultimos grupos (Fig. 3).

TA Vh I
i
E E
3] P
024 02
D14 D14
T 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias Dias
PT 1 DE n
E - E 5
P pil
D2 ! D2
01 4 D1
1 2 3 4 5 6 7 8 ° 10 1 2 3 4 5 6 7 8 98 10
" Dlas Dias
Pa P«tPT
L 12
E . E W——O—C
P o< P
b2 » D2
Dt - D1

Fig. 2. Representacion del ciclo estrat de ratas hembras testigo absoluto

(TA),

tratadas con vehiculo (Vh),

propionato de testosterona (PT),

dipropionato de estradiol (DE), progesterona (P4), o progesterona mas PT
(P++PT) en la fase neonatal y sacrificados a los 60 dias de edad. ({) dia de

sacrificio.
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indice de ciclicidad

3.00 -

P +PT

Tratamientos

p<0.02 vs. grupo con Vh
1 p<0.001 vs. grupo con DE
# p<0.001 vs. grupo con P

Fig. 3. Indice de ciclicidad de ratas hembras tratadas con vehicuio (Vh),
propionato de testosterona (PT), dipropionato de estradiol (DE),
progesterona (P,), o progesterona mas PT (P,+PT) en la fase neonatal y
sacrificados a los 60 dias de edad.

En la tabla 1 se muestra Ia tasa de animales ovulantes, asi como el
numero de ovocitos liberados por los animales de los distintos grupos
experimentales. En todos los animales testigo absoluto y sacrificados en estro.
se presentd la ovulacion y solo un animal de los tratados con aceite no ovuld
en el dia del estro vaginal. Mientras que, en los animales que recibieron PT.

DE o P4, aunque fueron sacrificados durante el estro vaginal, en ninguno de

TESIS Cr
FALLA DR ()'\;

ellos se observé la ovulacion.
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E! numero de ovocitos liberados por los animales tratados con aceite fue

similar al grupo de animales testigo absoluto (Tabla 1).

Tabla1. Tasa de animales ovulantes y namero de ovocitos liberados
(media + e.e.m.), de ratas hembras tratadas con vehiculo (Vh), propionato
de testosterona (PT), dipropionato de estradiol (DE), progesterona (P,), o
progesterona mdas propionato de testosterona (P, + PT) en la fase
neonatal y sacrificadas a los 60 dias de edad, en la etapa de estro.

Grupo n |Tasade animales ovulantes| Nuamero de Ovocitos
Testigo (E) 4 4/4 8.8 + 0.48
Vehiculo (E)] 6 516 10.6 £ 0.62
PT 8 0/8 0
HDE 7 or7 0
Hp4 3 0/3 o
HP4+PT 12 0/12 0

Debido a que no se observaron diferencias vsignificyativas en el indice de
ciclicidad y ovulacién = entre los animales testigo absoluto.y los tratados con
aceite, los resultados de ambos grupos fueron agrupados. Asi{ mismo,
debido a que algunos animales en el dia del sacrificio mostraron en su citologia
vaginal, células anucleadas y otros leucocitos, que son células que
caracterizan la etapa de estro y diestro respectivamente, se utilizaron dos
grupos de comparacion. Animales testigo absoluto y tratados con aceite
sacrificados en estro [grupo Vh(E)], y animales testigo absoluto y aquellos que

fueron inyectados con aceite y sacrificados en diestro [grupo Vh (D)].
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Sistema Catecolaminérgico y Serotoninérgico
Sistema noradrenérgico

En el hipotalamo anterior, medio y posterior de los animales tratados con -
PT, la concentracion de NA se incrementd en relacion a los animales‘tratyados"
con vehiculo y sacrificados en estro. Sin embargo, este incremento uniéam'eht?e'
fue significativo en el hipotalamo anterior y medio (Figuras 4, 5 y 6) En este': i

grupo se detecté el MHPG sdlo en el hipotalamo anterior en 2 de 9 ‘nlmales

posiblemente debido a que la concentracion de este metabolito era m nor ala~ .-

sensibilidad del método (0.01 ng/mg de tejido).

En el grupo de animales que recibieron DE Ia co entracuon de NA se
incrementd umcamente en‘el h|potalamo antervor y en las otras"reglones del
hipotalamo no se observaron cambios. S

En las treé regiones del hipotdlamo de los animales que fueron
.inyectados con P, en el dia 5 de vida, se observd la tendencia al incremento en
la concentracion de NA, que llegd a ser estadisticamente significativa solo en
el hipotalamo anterior, en comparacién con los animales testigo sacrificados en
diestro (Fig. 4, 5 y 6). La concentracion de MHPG en hipotalamo anterior,
estuvo por debajo de la sensibilidad del método en todos los grupos
experimentales, y sblo se detectd en el hipotdlamo medio y posterior. Sin
embargo, en la primera region, el MHPG se cuantificé unicamente en uno de
dos animales de cada grupo experimental, con excepcion del grupo que recibié
P4, el cual el MHPG se detectd en la mayoria de los animales (1.54 + 0.22
ng/mg de tejido).
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l.a concentracion de NA en el hipotalamo anterior, medio y posterior, en
los animales que previo a la administracion de PT fueron tratados con P,
también mostré un incremento similar a lo observado en los animales que

unicamente fueron tratados con P.,' pero solo llego a ser significativo en el

'hlpotalamo medlo »al compararlo conel. grupo testlgo sacrmcado en estro, y en

'-"el hspotalam -’a terio rupo ‘tratado con P.. En este

: Débidq aque no se detectd la concentracion del MHPG en el hipotalamo
““anterior y medio de los diferentes grupos experimentales, la actividad de la
: hyevuro'na nbra&renérgica unicamente se evalud en el hipotalamo posterior. En
"Ia'vfigu'ra 7 se observa la tendencia a la disminucion en la actividad del sistema

" noradrenérgico, en los animales tratados con DE y P, en relacion a su

- respectivo grupo con vehiculo, sin embargo esta diferencia no fue significativa.
En el grupo de animales que previo a la administracion de PT recibieron Py, la
actividad de la neurona noradrenérgica no se- evalud, debido a que fa
cuantificacion de NA 'y MHPG no coincidié en los animales.
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{ngtmg do tejide) -
8

Vh(D) PT

* p<0.05 vs grupo con VIE)
§ p<0.05 vs grupo con Vh(D)
1t p<0.05 vs grupo con DE

# p<0.05 vs grupo con Pa

Fig. 4. Concentracién de noradrenalina (NA) en el hipotalamo anterior de
ratas hembras tratadas con vehiculo (Vh), propionato de testosterona
(PT), dipropionato de estradiol (DE), progesterona (Ps), o progesterona
mas PT (Ps+ PT) en la fase neonatal y sacrificadas a los 60 dias de edad.

[rg/mg de tejido]
8 -

Vh(E) Vh(D) PT

* p<0.05 vs. grupo con VhE)
1 p<0.05 vs. grupo con DE

Fig. 5. Concentracion de noradrenalina (NA) en el hipotadlamo medio de
ratas hembras tratadas con vehiculo (Vh), propionato de testosterona
(PT), dipropionato de estradiol (DE), progesterona (P,), o progesterona
mas PT (Ps+ PT) en la fase neonatal y sacrificadas a los 60 dias de edad.
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[ng/mg do tejido) NA
4 -

P4 P4 +PT
Tratamiento
[ng/mg do tejido] MHPG
6~ .
.‘ -
S-

23,14

P4 +PT
Tratamiento

VhE) Vh{D) PT

* p<0.05 vs grupo con Vh(E)

Fig. 6. Concentracion de noradrenalina (NA) y 4-hidroxi-3-
metoxifenilglicol (MHPG) en el hipotilamo posterior de ratas hembras,
tratadas con vehiculo (Vh), propionato de testosterona (PT), dipropionato
de estradiol (DE), progesterona (P.), o progesterona mas PT (P,+PT) enla
fase neonatal y sacrificadas a los 60 dias de edad.
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[ng/mp de tejida)

P2 +PT

Vh(D) PT

Tratamiento

Fig. 7. Actividad de la neurona noradrenérgica [MHPG]/[NA] en el
hipotadlamo posterior de ratas hembras, tratadas con vehiculo (Vh),
propionato de testosteriona (PT), dipropionato de estradiol (DE),
progesterona (P,), o progesterona mas PT (P, + PT) en la fase neonatal y
sacrificadas a los 60 dias de edad.

Sistema dopaminérgico

En la figura 8 se muestra la concentracion de DA y de su metabolito el
DOPAC en el hipotalamo anterior de los animales sometidos a los distintos
tratamientos hormonales, en la que se muestra que la concentracion de DA
disminuyé significativamente en los grupos de animales que fueron inyectados
con PT o DE. En cambio, en los grupos de animales tratados con P4 0 P4+ PT
se observdé un comportamiento inverso. Ademads, no se observaron cambios

significativos en la concentraciéon de DOPAC de esta region en alguno de los

grupos experimentales.
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La actividad de la neurona dopaminérgica en el hipotalamo anterior de
los animales tratados con PT o DE no se madificd, sin embargo en el grupo de
animales tratados con P, + PT. la actividad de este sistema de
neurotransmisién fue menor en comparacion con el grupo que recibié PT (Fig.
9).

En el hipotalamo medio se observo la tendencia al incremento en la
concentracion de DA en los animales tratados con aceite y sacrificados en
diestro en comparacion con los sacrificados en estro, sin embargo esta
diferencia no Illegé a ser estadisticamente significativa. Este mismo
comportamiento se observo en los animales que recibieron Ps. En los animales
que posterior a la administracion de P4 fueron tratados con PT, se observé una
disminucion significativa en la concentracidn de este neurotransmisor con
respecto al grupo tratado so6lo con P, (figura 10). En esta region del
hipotalamo, en los animales inyectados con PT, la concentracion de DOPAC no
se modificd, y en los que recibieron DE, este metabolito se identificd
unicamente en dos de los animales (0.14 y 0.4 ng/mg de tejido). Mientras que,
en los grupos de animales que recibieron P; 0 P4 + PT se observd un
incremento en la concentracion de DOPAC, sin llegar a ser significativa esta
diferencia.
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DA

[ng/mg do tejido]

04 -

Wi

7
7/

7

Vh(E)  Vh(D) Pa Pa+PT

Tratamiento

[ng/mg de tejido] DOPAC
0.09 -

PT P4 +PT

Tratamiento

* p<0.05 vs grupo con Vh(E)
1 p<0.05 vs grupo con PT

Fig. 8. Concentracion de dopamina (DA) y del acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) en el hipotalamo anterior de ratas hembra,
tratadas con vehiculo (Vh), propionato de testosterona (PT), dipropionato
de estradiol (DE), progesterona (P4), o progesterona mas PT (P,+PT)en la
fase neonatal y sacrificadas a los 60 dias de edad.
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(ng/mg de tejido)
o8 -

P4 P4 +PT
Tratamiento

Vh(E) Vn(D) PT

1 p<0.05 vs. grupo con PT

Fig. 9. Actividad de la neurona dopaminérgica [DOPAC]/[DA] en el
hipotalamo anterior de las ratas hembras, tratadas con vehiculo {Vh),
propionato de testosteriona (PT), dipropionato de estradiol (DE),
progesterona (P,), o progesterona mas PT (P, + PT) en la fase neonatal y
sacrificadas a los 60 dias de edad.

En la figura 11, se observan los valores de la actividad de la neurona
dopaminérgica en el hipotdlamo medio. No se presentan resultados en los
grupos de animales tratados con PTo DE,debldo a que la cuantificacion de DA
y DOPAC no coincidieron e'n’|os"rknis‘rhos: animales. sin embargo, el grupo que
recibié P4+PT, la acti‘v;ldad de este sistkemakde neurotransmisién fue mayor.
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{ng!mg de tejido) DA
15 -

124
09 +
oe-i

03 -4

Ps Ps +PT
Tratamicnto

[ng/mg de tejido] DOPAC
. 035 1

0314
025§
02
H

014,04

T
-

DE

Tratamiento
# p<0.05 vs grupo con P4

Fig. 10. Concentracion de dopamina (DA) y del acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) en el hipotalamo medio de ratas hembra,
tratadas con vehiculo (Vh), propionato de testosterona (PT), dipropionato
de estradiol (DE), progesterona (P,), o progesterona mas PT (Ps+PT) en la
fase neonatal y sacrificadas a los 60 dias de edad.
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[ng/mg de tepdo]

1
08 -
06 -

04

024
0Lz !
Vh(E) Vh(D) PT DE Pa Pa +PT
. . Tratamiento
# p<0.05 vs grupo con Pa

Fig. 11. Actividad de la neurona dopaminérgica [DOPAC]/[DA] en el
hipotdlamo medio de ratas hembras, tratadas con vehiculo (Vh),
propionato de testosteriona (PT), dipropionato de estradiol (DE),
progesterona (P.), o progesterona mas PT (P, + PT) en la fase neonatal y
sacrificadas a los 60 dias de edad.

La concentracion de DA en el hipotalamo posterior de la mayoria de los
grupos experimentales estuvo por debajo de la sensibilidad del método, con
excepcion del grupo de animales tratados con aceite y sacrificados en estro
(0.19 £ 0.09), y el grupo P, + PT (0.16 + 0.02). En cambio, el DOPAC
unicamente se detecté en los animales que recibieron vehiculo y sacrificados
en estro o diestro (0.26 + 0.08 y 0.21 + 0.03 respectivamente).
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Sistema serotoninérgico

Los cambios en la concentracion de 5-HT presentaron un
comportamiento muy similar en las tres regiones cerebrales de los diferentes
grupos experimentales (Fig. 12, 14 y 16), slavo que en el hipotalamo anterior

-de los animales que recibieron PT o P, + PT la concentraciéon de éste
. nedrbt}ransfmisor disminuyé de manera significativa en comparacion éon los
] gru'péé tfatados kcon DE y P, respectivamente (Fig. 12). Asimismo, la
ddﬁce}ntra'cién‘del 5-HIAA, también presentd muy pocas ariaciones en los
di'feyre'ntes grupos experimentales. En el hipotalamo anterior y posterior de los
~  animales inyectados con DE se observé la disminucion en la concentracion de
este metabolito (Figuras 12 y 16).

La actividad neuronal de este sistema de neurotransmision para el
" hipotélamo anterior, sélo muestra una disminucion significativa en el grupo

- tfatédoi con DE y comparado con el grupo testigo sacrificado en estro o con el

e _ngupo\traLado con PT (Fig. 13). Para el hipotalamo medio, |a actividad de dicha

°~ neurona se ve incrementada en todos los grupos con tratamiento hormonal,
pero sélo es significativo en el grupo tratado con PT y con P4 + PT, al
compararse con el grupo testigo sacrificado en estro (Fig. 15). En el
hipotélamo posterior, la actividad neuronal no muestra variacién en los distintos
grupos experimentales, ademas en el grupo tratado con DE sélo hay dos
animales en los que se calculd la actividad, por lo que no se calculd la media
para ser graficada (Fig. 17).
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{ng/mg de lejido]
5HT

25 -

Tratamienta

[ngimg de tejido} SHIAA
1.2 -

08 -
06 - pIx
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04 - \\g
]

024
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v

VIE) Vh(D) [5

-

P4 P4a+PT
Tratamiento

* p<0.05 vs grupo con Vh(E)

1 p<0.05 vs grupo con DE

# p<0.05 vs arupo con P4

Fig. 12. Concentracion de serotonina (5§-HT) y del acido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA) en el hipotalamo anterior de ratas hembra, tratadas
con vehiculo (Vh), propionato de testosterona (PT), dipropionato de
estradiol (DE), progesterona (P;), o progesterona mas PT (P,+PT) en la
fase neonatal y sacrificadas a los 60 dias de edad.
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[ngimyg de tejida)
08 -

06«
04 -

02 -

VHE) Vh(D) PT

P4+PT
Tratamiento

* p< 0.05 vs. grupo con Vh(E)
¥ p<0.05 vs. grupo con PT

Fig. 13. Actividad de la neurona serotoninérgica [5-HIAA}/[6-HT] en el
hipotalamo anterior de ratas hembras, tratadas con vehiculo (Vh),
propionato de testosteriona (PT), dipropionato de estradiol (DE),
progesterona (P;), o progesterona mas PT (P, + PT) en la fase neonatal y
sacrificadas a los 60 dias de edad.
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ing/mg de texdo} S-HT
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DE P4+ PT
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i

Vh(D) PT
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* p<0.05 vs grupo con Vh(E)

Fig. 14. Concentracion de serotonina (5-HT) y del acido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA) en el hipotalamo medio de ratas hembra, tratadas
con vehiculo (Vh), propionato de testosterona (PT), dipropionato de
estradiol (DE), progesterona (P,), o progesterona mas PT (P.+PT) en la
fase neonatal y sacrificadas a los 60 dias de edad.
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[ng!mg de tejido}

* p< 0.05 vs. grupo con Vh(E)

Fig. 156. Actividad de la neurona serotoninérgica [5-HIAA}J/[5-HT] en el
hipotdlamo medio de ratas hembras, tratadas con vehiculo (Vh),
propionato de testosteriona (PT), dipropionato de estradiol (DE),
progesterona (P4), o progesterona mas PT (P, + PT) en |la fase neonatal y
sacrificadas a los 60 dias de edad.
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* p<0.05 vs grupo con Vh(E)

Fig. 16. Concentraciéon de serotonina (5-HT) y del acido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA) en el hipotalamo posterior de ratas hembra, tratadas
con vehiculo (Vh), propionato de testosterona (PT), dipropionato de
estradiol (DE), progesterona (Ps), o progesterona mas PT (P.+PT) en la
fase neonatal y sacrificadas a los 60 dias de edad.
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Fig. 17. Actividad de la neurona serotoninérgica [5-HIAAJ/[5-HT] en el
hipotalamo posterior de ratas hembras, tratadas con vehiculo (Vh),
propionato de testosteriona (PT), dipropionato de estradiol (DE),
progesterona (P}, o progesterona mas PT (P, + PT) en la fase neonatal y
sacrificadas a los 60 dias de edad.
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Concentracion de gonadotropinas y hormonas ovaricas

La concentracion de FSH en suero disminuyd en todos los grupos de
animales tratados con los diferentes esteroides, sin embargo esta diferencia
fue estadisticamente significativa Unicamente en los animales que fueron
inyectados con PT, DE o P4 + PT en comparacién con el grupo testigo
sacrificado en estro [Vh(E)] (Fig.18). La disminucion en la concentracion de
esta hormona fue mas evidente en los animales que recibieron PT en
comparacion con los que previo a la administracion de PT fueron tratados con
Pd

En todos los grupos de animales sometidos a los diferentes tratamientos
hormonales la concentracién de LH en suero dlsmlnuyo pero esta diferencia

fue Gnicamente sugnlﬂcahva en eI grupo Py PT ‘en comparacxon con .los

animales testigo sacrifi cados en estro Ios tratados con PTo ébn P., (Fxg 18).

Enla parte supenor de la fi fgura 19”se ’muestra la concentracion de la Py

en el suero de los grupos de anlmales somendos a los dlferentes tratamientos,

en la-que se observd una dusmmumon sngmf'catlva en el grupo de animales
inyectados con PT, y un componamlento inverso en los animales que previo a
la administracién de PT se trataron con P.,. En el grupo de animales tratados
unicamente con P, también se observé un incremento significativo en la
concentracion de esta hormona en relacion con el grupo testigo sacrificado en

diestro.

En la parte inferior de la misma figura 19 se muestra la concentracidon de
17-B estradiol en suero de los grupos de animales sometidos a los diferentes
tratamientos. La concentracion de esta hormona disminuyd de manera
significativa en ios grupos de animales tratados con PT o DE, en comparacion

48




Resultados

con el resto de los grupos experimentales. En cambio, en el grupo en que
previo a la administracion de PT se tratd con P, se observo un aumento en esta
hormona en relacién a los animales tratados con PT exclusivamente; el
aumento en la concentracion de 17-f estradiol observado en este Ultimo grupo

fue similar al del grupo que tnicamente recibio P..
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Fig. 18. Concentracion de la hormona estimulante del foliculo (FSH} y
luteinizante (LH) (media + e.e.m.) en suero de ratas hembras tratadas con
vehiculo (Vh), propionato de testosterona (PT), dipropionato de estradiol
(DE), progesterona (P}, o progesterona mas PT (P+PT) en la fase
neonatal y sacrificadas a los 60 dias de edad.
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Fig. 19. Concentracion de progesterona y 17p-estradiol en suero de ratas
hembras tratadas con vehiculo (Vh), propionato de testosterona (PT),
dipropionato de estradiol (DE), progesterona (P,), o progesterona mas PT
(P++PT) en la fase neonatal y sacrificadas a los 60 dias de edad.
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Peso de 6rganos

En la tabla 2 se muestran los resultados del peso corporal, de los
ovarios y del Utero de los animales sometidos a los diferentes tratamientos
hormonales. . En los animales tratados con PT, DE 6 P.+PT se observa la

“tendencia al incremento en el peso corporal, sin embargo este incremento
alcanzd a ser estadisticamente significativo unicamente en los animales que
recibieron DE, en comparacion con el grupo de animales testigo y sacrificados
en estro. En cambio, el peso de los ovarios disminuyd significativamente en’
estos tres grupos. En los animales que recibieron unicamente P4 en la fase
neonatal el peso del ovario fue mayor en comparacion al grupo de animales
que posterior al tratamiento con P, recibieron PT. El mismo comportamiento se

observd en el peso del Gtero.
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Tabla 2. Peso corporal, de los ovarios y del utero (media + e.e.m.), de
ratas hembra tratadas con vehiculo (Vh), propionato de testostrona (PT),
dipropionato de estradiol (DE), progesterona (Ps), o progesterona mas
propionato de testosterona (P, + PT) en la fase neonatal y sacrificadas a
los 60 dias de edad.

Grupo| n |Pesocorporal (gr)| Masa Ovarica (mg) Utero (mg)
Vh (E) [ 10 165.8 £ 4.9 62.3+3.3 306 +17.9
Vh(D)| 8 157.2+ 54 54.5+6.8 235+12.2
PT 9 1745+ 6.8 338 * 1.4 260 + 7.4*t
DE M 179.8 £+ 4.3 31.3+23* 238 £ 6.8*
P4 10 1649 + 6.7 53.9 + 21 296.5 £ 33.8
P+PT | 12 174.2+5.9 324 +1.2% 209.3 £ 8.1*#

* p<0 05 vs. grupo con Vh (E)
$ p<0 001 vs grupo con PT

1 p<0.05 vs. grupo con DE

# p<0.02 vs. grupo con Py

Analisis histolégico

En los ovarios de los animales.tratados con vehiculo y sacrificados en
estro se observaron cuerpos ltteos recién formados (indicadbr de ovulacién)
(Fig. 20). En cambio, en los animales tratados con PT.‘ no se observaron
cuerpos liteos de ciclos anteriores, ni recién formadoé y predomind Ia
presencia de quistes foliculares (Fig. 21). En el grupo que recibid DE se
identificaron foliculos pequefios exclusivamente (Fig. 21). La administracion de
Ps no modifico el desarrollo de cuerpos luteos (Fig. 23). La estructura
histoldgica de los ovarios de los animales que previo a la administracion de
androégenos recibieron Py fue muy similar a la de los animales tratados con PT
unicamente.
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Fig. 20. Fotomicrografia de un corte histoléogico de un ovario de rata
tratada con vehiculo y sacrificada en el dia del estro, en la que sc observa
un cuerpo liteo recién formado y de ciclos anteriores, aumento a 10x.

Fig. 21. Fotomicrografia del corte histolégico de un ovario de rata tratada
con propionato de testosterona, en la que se observa un quiste folicular,
que se caracteriza por un antro folicular grande, y el ovocito inmerso en
esta cavidad. La capa de células de la granulosa esta adelgazada y la
teca engrosada, aumento a 10x.
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Fig. 22. Fotomicrografia de un corte histolégico de ovario de rata tratada
con dipropionato de estradiol, donde se observan foliculos pequenos,
pero con ausencia de cuerpos lGteos, aumento a 10x.

Fig. 23. Fotomicrografia del corte histolégico de un ovario de rata tratada
con progesterona, donde se observan foliculos pequefos y un cuerpo
luteo de ciclos anteriores, aumento a 10x.
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Discusion

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio permiten sugerir que la
administracién de PT en la fase neonatal (5 dias de vida) induce el desarrolio
del sindrome de anovulacién, como ya ha sido planteado previamente (3,5,8,
13, 17, 27, 46, 58, 64, 98). - Asi mismo, el desarrollo de este su‘ drome esté
asociado a maodificaciones en la actnvndad del sustema catecolamlnérglco en el
hipotalamo anterior y medio (Figura 24). El hecho de que"en estos animales se
presentara estro vaginal persistente, en la: estructura de! ovario (quistes

ovdricos), en la secrecién de gonadotroplnas de hormonas esteroides
ovaricas, anovulacién e mcremento en: la concentracton de noradrenalina y

disminucién de la dopamina, en- el hlpotalamo nterlor y medio, apoyan esta

idea.

Experimentos reahzados en:.la rata sugleren que las hormonas

esteroides gonadales alteran la dlstnbumén las fbras del sistema

monoaminérgico, ya que.la admxmstracuﬁn de andrégenos a ratas durante ia
etapa perinatal {dia 16), d|smmuye el numero de ﬁbras inmun ]
serotonina en el drea predpticaen la. etapa adulta, asl como e numero de
células que expresan la tiroxina hidroxilasa (TH) en el nucleo periventhcular y
también disminuye el volumen de! locus ceruleos (91), que tlene una gran

inervacién noradrenérgica’ (53)

Nuestros reéultados muestran que en la rata neonatal (5 dias de edad)
ia -~ administracion > de  PT o DE, disminuye la actividad del sistema
noradtjenérglcb, ya. que en la etapa adulta (60 dias de edad) la concentracién
de NA en el hipotdlamo anterior y medio se incrementé (Fig. 24 y 25), lo cual se
acompaﬁé de una baja concentracion del MHPG. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por otros autores, en animales tratados con andrégenos.
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Quienes también han demostrado que la concentracidn de este

neurotransmisor es mayor en el macho que en la hembra (77).

Se ha sugerido que la concentracion de un neurotransmisor y de su
metabolito son utilizados como. indicador de Ia actlv:dad de ese sistema de

neurotransmision, debido a que es un’ balance entre la tasa de sintesis,

utilizacion'y degradacion del neurotransmlsor’(56 83)

Las variaciones observadas en lai cobné:eﬁtrkacién de NA y la aparente
ausencia de su metabolito en el hipotalamo anterior y medio en los animales
tratados con PT, posiblemente es el resultédo,ae las modificaciones en la
actividad de las enzimas involucradas en la biosintesis de este
neurotransmisor, en particular de la enzima tiroxina hidroxilasa (TH) (limitante
en la sintesis de la NA). Esta idea es apoyada por las evidencias que
muestran que la actividad de la TH disminuye en los machos castrados y se
incrementa cuando estos animales reciben testosterona (16, 24). De igual
forma, la administracion de un inhibidor de la actividad de la TH, la a-metil-p-
tirosina a hembras tratadas con androgenos al tercer dia de vida, previno el
incremento en la concentracion de NA en el hipotalamo (77).

Al parecer, en los animales tratados con PT y DE, el incremento en la
: concentracic’:n de -NA en' el hipotalamo anterior- y medio, y la aparente
disminticién de su metabolito, es el resultado de que el sistema noradrenérgico
: nb es activo en estas dos regiones del hipotdlamo. Es posible, que la NA que
. se esta sintetizando no esté siendo degradada rapidamente, lo que se traduce
='en una menor actividad de este sistema de'neurotransmisién. posiblemente
como resultado de la inhibicion de la enzima que degrada a la NA, catecol-o-
metil-transferasa. Esta ultima afirmacidon es apoyada por los resultados que

muestran que cuando se administra testosterona a la rata hembra recién
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nacida, disminuye la concentracion de esta enzima (59). Otra posible
explicacion a nuestros resultados, es que [a mayor concentracion de NA
observada en los animales tratados con PT y DE es debido a un mayor
numero de fibras noradrenérgicas en el hipotalamo, ya que previamente Luza
y col. (63), describieron que la administracion de estrogenos durante los
primeros dias de vida, sensibiliza al hipotdlamo [especificamente en- area.
predptica media (MPOA)] e incrementa las terminales  nerviosas . de - los
principales sistemas de neurotransmision. '

Los resultados obtenidos en este estudio sobre la cuantificacion de DA
en. el hipotalamo, muestra que a diferencia de la NA, la DA dismiynuyé en el
hipotalamo anterior de los animales tratados con PTk(Fig'ura 24). Estas
observaciones concuerdan con lo observado por Resmkov y Nosenko (77)

quienes sefialan que la administracién de PT durant‘ ’ fase neonatal (dia 3)

disminuye la concentracién de DA en el hlpotélamo completo

Los cambios en la concentracnon de dop iha y su metabolito, el

DOPAC, en el hipotadlamo anterior y medlo de Ios anlmales tratados con PT o
DE, nos indica que no existe una relacion proporctonal entre la tasa de sintesis,
liberacion y metabolismo del neurotransmlsor. Es posuble que conforme se
sintetiza la dopamina, esta se libera y metabolizé. lo que pbsiblemente se
traduce en una mayor actividad de las neuronas dopaminérgicas en estos
animales. Rt

En los animales tratados con PT no se observaron cambios en la
concentracién de 5-HT y su metabolito,- el .5-HIAA, en las tres regiones del
hipotalamo (Figura 24). Estos resujtados muestran, que existe una relacién
entre la tasa de sintesis y el metabolismo del neurotransmisor, lo que nos
permite pensar que la actividad de las neuronas serotoninérgicas no se
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modificd en los animales que recibieron PT. A diferencia de lo observado en el

animal adulto, en el prepuber, Giulian y col., (39), sefalan que cuando se

administra PT. en el primer dia de vida, se incrementa la concentracion de 5-

HT, y este aumento es muy similar a lo observado en el macho. Es posible que

estos cambios obser\)ados en el dia 10 sean el resultado del proceso de
n madurac:on de este sustema de neurotransmlsmn En apoyo a esta ldea se ha

mostrado que eI desarrollo del s«stema serotomnerglco culmma alrededor de la
1tercera sem_ana de desarrollq postnatal (61, 91)., o ' :

Otra posnble exphcacuon"es que estas dxferencnas se deban a que en .

Vnuestro estuduo Ia concentracnon de 5 HT se cuantlrcé a los 60 dias de edad y
en el estudlo antes mencnonado fue en eI dia 10. Por ello, es probable que en
este Gitimo - caso aun no se manifestaban " los efectos del PT en: la

‘reorgamzacnon de Ias neuronas serotoninérgicas y como consecuencia no se‘

detectaron cambnos en este sistema de neurotransmisién (Figura 24).

A partir de estos resultados, se puede sugerir que el proceso de

diferenciaciéon sexual de los centros que regulan la secrecuSn cnchca de Ias -

gonadotropinas esta asociado a las acciones que Ias hormon S e erotdes g
sexuales ejercen sobre el sistema noradrenérgico, en partlcul C :
anterior y medio, donde se localizan los nucleos celulares’ que regulah este tipo™
de secrecién hormonal en la hembra (39, 59, 62, 63, 65, 69, 77) (Flguras 24 25
y 26).

Con base en nuestros resultados y los reportados por otros autores,
pareceria que la NA es uno de los neurotransmisores asociado al desarrollo de!
sindrome de androgenizacion inducido por la administracion de PT, que se
caracteriza por la aparicion de estro vaginal persistente, ovario poliquistico.

anovulacién (falta de ovulacién y ausencia de cuerpos liteos) y esterilidad

59




Discusion

permanente (59, 62, 77, 85, 86).

En la rata hembra se ha mostrado que la inyeccién de esteroides (4, 5,
7, 44, 89), o el transplante de testiculos, durante la fase neonatal, el mantener
los animales en iluminaciéon constante, la lesion de algunas regiones del
hipotalamo, (érea hipotalamica anterior) (89), inducen el desarrollo del estro
vaginal persistente. En nuestro estudio los animales que recibleron PT o DE
en el dia 5 de vida, presentaron estro vaginal persistente durante los 10 dias
previos al sacrificio. Este evento puede - estar vinculado a la secrecion
constante de estrégenos por el ovario de estos animales.

La idea de que el estro vaginal persistente es el resultado de la accion
de los estrégenos, es apoyada por las evidencias que muestran que esta
hormona ‘influye en el crecimiento, composicion y apariencia celular de la
vagina. Bajo’ la influencia de los estrogenos, el epitelio de la vagina crece,
toma éus caracteristicas cornificadas, y posteriormente pierde su nucleo. Esto
se ha mostrado en cultivos de vagina in vitro a los que se les adiciona estradiol
o por la aplicacion intravaginal de la hormona (87). '

La presencia de estro vaginal persistente en los: a,nlmalés“trét‘ados con
PT o con DE, se acompafi6 de falta de ovulacion,’ pendientement

en el dia de sacrificio la citologia vaginal most de ‘Ves"tr'o
como ya habla sido observado por Gorsky (44) / p ~La faiié de
ovulacién en estos animales puede ser '
concentracion de Ia FSH y la LH sénca ob

lnuclén en:la
ada en estos nimales

. Los cambios en la produccién de‘ eslas hormonas podria estar
relacnonado con alteraciones en el crecnmlento y dlferencracion del foliculo
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ovarico, lo cual se reflejo en la falta de ovulacion en los animales tratados con
andrégenos. Se sugiere que el sindrome de anovulacién se acompafia de
modificaciones en la estructura del ovario, caracterizado por el desarrollo de
foliculos con apariencia de quistes y ausencia de cuerpos lUteos recién
formados o de ciclos anteriores, asi como un menor peso del érganoc (3, 5, 13).
En cambio en los animales tratados con DE se observaron Unicamente foliculos

pequefios.

Con base en nuestros resultados y los de otros autores es posible
sugerir que la falta de ovulacion observada en los animales tratados con PT es
el resultado de la masculinizacidon de los mecanismos neurocendécrinos que
regulan la secrecion ténica-ciclica de las gonadotropinas y como consecuencia
las funciones del ovario (produccién de ovulos y hormonas esteroides
sexuales, como ha sido planteado por otros autores (4, 6, 45, 46, 47, 48),

La anowvulacion observada en los animales tratados con PT o DE.
también. se acomparié de modificaciones en la esteroidogénesis. La
disminucion de la concentracion del 17f-estradiol en suero de estos animales,

~como resultado de la alteracién en la produccion de gonadotropinas apoya esta
i idea; S'e,ha mostrado que en los ovarios poliquisticos, los foliculos producen
e brédominahtemente andrégenos y en menor proporcion los estrégenos (66,
~ 89). "

Previamente .se ha mostrado que el tratamientc con PT o DE al
: riaéirriiento, induce alteraciones en la secrecién de las gonadotropinas (3, 13,
14, 17, 39, 44, 59, 69, 86), y hormonas esteroides ovaricas (89). En el
presente estudio la disminucién en la concentracion de gonadotropinas se
acompafid de una menor produccién de P, y 17p-estradiol en los animales
tratados con PT o DE. Son diversos los reportes que han mostrado que las
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gonadotropinas son factores esenciales en la regulacién de la esteroidogénesis
por el ovario (30, 43, 49). Con base en estas evidencias y nuestros resultados
(Figuras 24, 25 y 26), una posible explicacion de la disminucion de Py y
estradiol, es que la tasa de transformacion de colesterol a pregnenolona, paso
limitante en la sintesis de andrégenos, que es regulada por la LH, esté
modificado, ya que también esta hormona disminuyd en sangre (43). Asi
mismo, ante la menor concentracion de FSH, disminuyé la aromatizacién
de los andrégenos a estrogenos en las células de la granulosa, esta acqién de
la FSH ha sido planteada previamente en otros modelos Fd‘e estudio (41, 49).

Se ha mostrado que en la rata,.los: camblos en el comportamnento
sexual, citologia vaginal y peso del Gtero son modlfcacmnes bioldgicas de las
fluctuaciones y secrecion de las hormonas ovaricas (29) La disminucidn en el
peso del Gtero observado en nuestros animales tratados con PT o DE se
acompand de la disminucion de estrogenos en suero; lo que indicaria que el
ovario de estos animales no es capaz de secretar la cantidad o el tipo de
esteroide necesario para estimular el crecimiento y desarrollo de este érgano.
La importancia de los estrégenos en el desarrollo del Gtero ha sido planteada
previamente. Ademas, se ha mostrado que en los animales tratados con
andrégenos a los 2 6 5 dias de edad, el (tero no se desarrolla, el endometrio
contiene muy pocas glandulas, donde el epitelio se hipertrofia (3). Sin
embargo Fink y Henderson (31), al describir los efectos de la androgenizacién
en sus resultados indican que el PT produce un incremento significativo en el
peso del utero.

En el grupo de animales que recibieron una sola dosis de P, la
ciclicidad vaginal fue muy similar a la de los animales testigo (Figura 21). En
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estos animales se presentaron periodos de diestro alternados de proestro y
estro, y en el ovario se observaron cuerpos ltiteos de ciclos anteriores. Estos
resultados nos permiten plantear que la administracién de una dosis de
progesterona no modificé los mecanismos neuroendocrinos que regulan la
secrecion de las gonadotropinas en la rata hembra.

‘ Con los resultados obtenidos en los animales tratados con P4y PT no se
'pyuey'de definir claramente si el tratamiento previo con P4 protege al hipotalamo
de los eféctos de los androgenos, en la diferenciacién sexual de esta estructura
(Figura 26).  A'la P, producida por la placenta se le ha atribuido un papel
protector de los efectos masculinizantes de los andrégenos en los fetos de los
primates de ‘ambos’ sexos, asi como la administracion de altas dosis de P, en
la rata (15 17) En nuestro estudio pareceria que la P4 no protege al sistema
' nervnoso central ‘de’ los efectos masculinizantes de los andrégenos. : Sin
: embargo es |mportante sefalar que a diferencia de los trabajos antes
: n Veste’ estudio se aplico una dosis baja de P4 (50 ug).

Los resultados presentados en este estudlo muestran que los efectos de
Ia admlnlstradén ‘de PT sobre el sistema dopaminérgico del hipotalamo,
‘ dependleron de si previo a la ‘administracién de andrégenos los animales
_:, recxbleron el tratamiento con P4 La administracion de PT incrementa la
"* concentracién de NA en el htpotalamo anterior y medio (Figura 24). Mientras
que cuando los animales previamente recibieron P, (Figura 26), si bien se
observa un ligero incremento en la concentracion de esta amina, no llega a ser
diferente. Asi mismo, a diferencia de los animales que tinicamente fueron
tratados con PT, de los que recibieron P4 + PT, la concentracion de DA se
incrementa y el metabolito no se modifica.
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Con base en estos resultados, pareceria que en los animales que previo
a la administracion de PT recibieron P4, la sintesis y la liberacion de DA estan
incrementadas, lo que se traduce en una mayor actividad de este sistema de

neurotransmision (Figura 26).

En mnguno de los animales tratados con F‘4 +: PT se presento ovulacuén

: :m ClCIlCIdad normal (predomind la presencia de estro vagmat) Y. en los ovarlosk
_‘de estos ammales no se observaron cuerpos luteos de C|clos anterlores ni
" recién formados (Figura 23). Este ultimo evento apoya la |dea de que la P4 no
'prdtegié a los animales de los efectos de los androgenos en la diferenciacion
~de los centros que regulan la secrecién ciclica de Iés gbnadotropinas debido a
due estos animales presentaron todas‘ las: caractenstlcas que ‘se  han
identificado en el sindrome de androgemzacnon -

: Eh conjunto estos resultadés' nos pérmifen sugerir’ que las hormonas
estermdes parucupan en el proceso de dlferenmacuon de los centros del sistema
nerwoso central que regulan fa secrecién de la GnRH y de las gonadotropinas
enla ra!a hembra.-Asi mismo que el efecto de estas hormonas es por medio
de Ia modulacaén de la actividad del sistema catecolaminérgico y en particular
el noradrenerglco.
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Figura 18. Eje hipotalamo-hipodfisis-ovario de los animales tratados con
PT Noradrenalina (NA); Dopamina (DA); Serotonina (5-HT); Hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH); Hormona foliculoestimulante
(FSH); Hormona Luteinizante (LH); Progesterona (P,); 17p-estradiol
(17BE2). Aumento (#) 6 disminucién (8 ).
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Figura 19. Eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario de los animales tratados con
DE. Noradrenalina (NA); Dopamina (DA); Serotonina (5-HT); Hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH); Hormona foliculoestimulante
(FSH); Hormona Luteinizante (LH); Progesterona (P4); 17p-estradiol
(17BE2). Aumento (#) 6 disminucion (8 ).
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Figura 20. Eje hipotalamo-hipdfisis-ovario de los animales tratados con
Py + PT. Noradrenalina (NA); Dopamina (DA); Serotonina (5-HT);
Hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH); Hormona
foliculoestimulante (FSH); Hormona Luteinizante (LH); Progesterona (Pq);
17p-estradiol {17BE2). Aumento (#) 6 disminucién (#).
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Figura 21. Eje hipotalamo-hipdfisis-ovario de los animales tratados con
P4 . Noradrenalina (NA); Dopamina (DA); Serotonina (5-HT); Hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH); Hormona foliculoestimulante
(FSH); Hormona Luteinizante (LH); Progesterona (P4); 17p-estradiol
(17BEz). Aumento (#) 6 disminucién (8).
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1. Las hormonas esteroides participan en el proceso de diferenciacion sexual
de los centros hipotalamicos que regulan la secrecion de las

gonadotropinas.

2. La administraciéon de PT o DE neonatal modlf icala secrecion témca-cfcllca
de las gonadotropmas y como consecuencna Ia estructura y funciones del

o ovarlo

3 La actlwdad _del. snstema noradr' érgiéd-.esté asociado al procesc de

dlferenc:ac«én sexual de los ecanisi os‘ neuroendécrlnos que regulan la

, secrecién de gonadotrop ‘

hipqtélamo de los efectos
stosterona, lo cual depende del
momento de dlferenmacién hipotalamica en que ésta sea aplicada .
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