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RESUMEN

El sindrome nefrdtico (SN) es una enfermedad renal que se caracteriza por la
presencia de profundos cambios metabdlicos, principalmente proteinuria, hipoproteinemia &
hipercolesterolemia Estas alteraciones son consecuencia directa o indirecta de un aumento
en la permeabilidad glomerular lo que permite una filiracion excesiva de proteinas del
plasma al espacio urinario La causa primaria de este aumento en la filtracién es Ia
alteracion de la barrera de filiracion glomerular que al microscopio electronico se observa
come un borramiento de los podocites y desprendimiento de la lamina rara externa Esta
enfermedad se presenta en el 15 a 20 % de los adultos con SN idiopatico y
predominantemente afecta al sexo masculino Los cambios metabolicos son generalrente
reversibles pero con recaidas frecuentes. En estudios previos, nuestro grupo encontrd que
en la ratas nefrdticas macho y hembra existe una disfuncidn endocrina ya que se presenta
hipogonadismo-hipogonadotropico  El presente trabajo tuvo como objetive principal
investigar el estado funcional de la hipofists v gonadas (ovario y testicnio} en el SN
sxperimental mediante-pruebas dindmicas.

El SN se indujo administrando wvna sola dosis subcutanea de aminonucledside de
puromicina {ANP, 150 mg/Kg de peso) a ratas adultas Wistar de ambos sexos, fos grupos
controles recibieron solucién salina Se evaluo la funcidn endocrina en base a las
concentraciones hormonales, ciclo estral v peso de los tejidos androgeno dependientes
Todas las mediciones se realizaron los dias 3, 7 y 10 después de la inyeccion de ANP para
investigar si alguna de las unidades del gje hipotilamo-hipofisis-gdnada se altera y origina
las disfunciones previamente mencionadas Las alteraciones metabolicas se valoraron con
la medicién de proteinas en suero y en orina v de colesterol en suerc En suero se realizd
también la cuantificacién de la hormona luteinizante (LH), hormona foliculo estimulante
(FSH), progssterona (P4), testosterona (1), estradiol (E2) y androstendiona pot
radioinmunoanalisis (RIAY Se evalud la respuesta de la hip&fists de ratas controles y
nefréticas de ambos sexos a un estmulo de la hormona liberadora de gonadotropinas
(LHRH) (300ng/100g de peso) v de la unidad gonadal con la administracidn de una o
cuatro dosis de la hormona gonadotropina coriénica (hCG) (8Ul/rata) Se colectd orina de
24 hr para la cuantificacidn de proteinas totales Se registraron los pesos de los animales

asi como de los tefidos androgeno dependientes, prostata ventral y vesicula seminal, en las
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ratas macho. En las ratas hembra se monitoreé el ciclo estral mediante exudados vaginales

anies y después de la induccion det SN

Los resultados mostraron qus ¢ ciclo estral se perdio = partiy del dia 4 de la induceidn del
SN y permaneci6 en diestro hasta el dia del sacrificio, las concentraciones de LH, P4 y E2
de ratas hembras nefroticas disminuyeron significativamente respecto a los grupos control,
mientras que las de LI, FSH, A, T, y E2 disminuyeron significativamente en machos
nefroticos con respecto al grupo control. En respuesta 2 la baja concentracién de
androgenos se observd una disminucién significativa en el peso de los tejidos androgeno
dependientes (vesicula seminal y prostata ventral). La secrecion de LH y FSH después de la
administracion de LHRH a ratas machos nefrdticas fue menor que la de los grupos
controles en cada uno de los tiempos establecidos En las 1atas hembras nefidticas se
encontré que la respuesta de LH fue disminuida con respecto a los controles y que no hubo
diferencias significativas en las concentraciones de FSH de los 'gmpos comtroles v
nefréticos Los datos de secrecién de hormonas esteroides en ratas macho después de la
administracién de hCG revelaron que no hubo diferencias significativas entre los grupos
control v nefrético en la secrecion de P4y T, pero si en las concentraciones de 2 En las
hembras nefioticas se observd que la secrecidén de P4 y E2 se encontro disminuida

significativamente el dia 10.

Nuestras conclusiones son las siguientes: 1) Existe una disfuncion en ambas unidades del
gje hipdfisis gonada durante el SN experimental. 2) Las alteraciones hormorales que se
presentan en el SN se instalan al mismo tiempo que las anormalidades bioquimicas (dia 7)
3) La cespuestz atenuada de la hipofisis de animales nefrdticos posiblemente fue el reflejo
de una disminucién en su sintesis o de una respuesta parcialmente alterada al estimulo que
se otiging desde el receptor 4) La respuesta de las gonadas en ambos sexos al estimulo de
hCG reflejo una alteracion en la ruta esteroidogénica, que en los machos se presenta en la

sintesis de estradiol y en las hembras desde progesterona.

Proponemos, de acuerdo a los datos obtenidos en este trabajo, que la enzima de la ruta
esteroidogénica que se altera en ambos sexos s la Paso aromatasa, ya que los niveles de E2
fueron practicamente indetectables Esto pudiera deberse a una disminucion muy marcada

en Ja sintesis de esia enzima o a una disminucién en su actividad.
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1. INTRODUCCION,

L.1.Eje hipotalamo - hipéfisis - gonada.

El hipotadlamo constituye e punto de unién entre el cerebro y la glindula

hipofisiaria La secrecién de heormonas adenohipofisiarias estd controlada positiva y

negativamente por facteres hipotalimicos Las hormonas hipofisiarias liberadas a la

circulacidn periférica, regulan el crecimiento celular, la diferenciacidén, asi como, las

actividades en los drganos blanco (Fig 1),
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Esta secrecion de hormonas esta controlada por el sistema nervioso central a través
de reguladores hipotaldmicos como la hormona iiberadora de genadotropinas (LHRH o
GnRH)

El mantenimiento del medio ambiente interno requiere multiples sefiales que
convergen sobre el sistema neuronal del hipotalamo el cual, segim el caso, provee a través

de las hormenas hipefisiarias una respuesta endocrina metabélica especifica

La intime asociacién anatomica y funcional de la giindula hipofisiaria con el
hipotélamo se fleva a cabo entre la eminencia media hipotalémica v Ja adenohipéfisis, por
medio de un sistema vascular portal el cual provee un delimitade paso de sustancias
provenientes del cerebro, tales come LHRH que es [a responsable del control de la
gléndula hipofisiaria anterior (1)

En la conexidn hipotdlamo-hipofisis, la direccién del flujo sanguineo se da
principalmente en direccidn a la hipofisis, lz interrupcidn de esta conexion conduce a una
disminucién en ios niveles de gonadotropinas asi como una eventual atrofia gonadal v la
consecuente falla en la secrecion de esteroides (2) Existe también un flujo retrégrado en el
sistema vascular portal, el cual constituye el asa corta del sistema de control por

retroalimentacién entre e hipotalamo v 1a hipofisis (3)

1.1.1. Hormonas hipotaldmicas.

El hipotalamo juega un papel importante en la regulacién de la funcidn reproductiva
La secrecidn de las hormonas derivadas de la parte anterior de la hipéfisis estd controlada
por el sistemz nervioso central (SNC) a través de reguladores hipotalamicos uno de los

cuales es LHRH (3)

El 4rea predptica y la region media basal del hipotdlamo contienen importantes
centros para el eontrof de la secrecidn de gonadotropinas Las neuronas peptidérgicas en
esta region secretan LHRH Las neurcnas de otras regiones del cerebro presentan
terminales en esta area e nfluencian la sintesis v liberacién de LHRH via mecanismos
catecolaminérgicos, dopaminérgicos y otros mas relacionados con endorfinas (4-5) El
péptido LHRH constituye el vincule humoral entre el componente neural v el endderino de

la funcion reproductiva (6)



La LHRH estd constituida pot 10 aminodcidos, tiene una vida media circulante de 2
2 4 minutos y se sintetiza inicialmente como una molécula precursora, Ia pre pro LHRH
Que consiste de 92 amincdcidos (7). La periodicidad de los pulsos de liberacién de fa
LHRH ocurre cada 60 2 100 minutos en el hipotilamo medio basal adulto {8} Los sistemas
catecolaminérgicos centrales gjercen efectos activadores moduladores mientras que, los
opicides endégencs tienen un efecto infhibidor (9. La liberacién pulsétil de LHRH varia
en relacidn a ia concentracion circulante de las hormonas esteroides, por gjemplo, 1

liberacion es méxima el dia de 1a oleada preovulatoria de la hormona luteinizante (LH)

(10}

L1.11. Mecanismos de aceidn de LHRH,

Después de que LHRH se une a su receptor en fa membrana de Jas gonadotropos
induce una serie de respuestas celulares que dan como tesultado la biosintesis Yy
dimerizacion de las subunidades alfa v beta de LY ¥ la hormona foliculo estimulante
(FSH), asi como de iog procesos de glicosilacidn Este proceso es dependiente de calcig e
independiente de AMPc¢_ utifiza fosfoinositosidos comg segundo mensajero v activacion de

proteina cinasa C (11)

LHRH estd ampliamente distribuido en el §NC asi como en otros tejidos  Sin

embargo, su papel en sitios distintas de iz hipofisis ain se desconoce. (12)

La regulacién fisiolégica de la liberacian pulsétil de LH y FSH por medio de log
pulses apropiados de LHRH unplica la interaccién con los factores ovaricos estradiol,
progesterona, inhibina, activina, folistatina, cuyo blanco son les gonadotropos, que inducen
2umento o disminucion del nimero de gonadotrapos, cambios en la expresion de los genes
de las subunidades alfa y beta de LK ¥ FSH y secrecién diferencial de estas hormonas (13
La liberacion episodica vy puisatil de LHRH resulta en una liberacion igualmente puisatil de
las gonadotropinas hipofisiarias Y una respuesta episodica en las células blanco de LH y
FSH La cantidad de LH y FSH que se fibera en respuesta a la LHRH depende de I egad vy

del estatus hormenai (1),
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1.1.2. Hormonas hipofisiarias.

Las hormonas hipofisiarias que controlan a las génadas son LH v FSH. Ambas
harmonas son secretadas por las mismas células baséfilas en la hipéfisis anterior por
estimulo de LHRH. LH y FSH al igual que la hormona estimulante de la tiroides (TSH} y
la gonadotropina coridmca (hCG) son glicoproteinas compuestas de dos cadenas

polipeptidicas denominadas subunidades alfa y beta (14)

La subunidad alfa en las cuatro hormonas es idéntica, parece ser que un unico gen
codifica para la expresion de esta subunidad la cual, se sabe, consta de 52 aminodcidos y

dos cadenas laterales de carbohidratos (14)

La cadena beta de cada glicoproteina es la que finalmente determina las
caracteristicas inmunclégicas y funcionales de cada hormona (15) La subunidad betz de
LH v FSH estz compuesta de 115 aminoAcidos, una cadena lateral de carbohidratas en la
LH y dos en la FSH La subunidad beta de la LH v la hCG son similares excepto en ¢
extremo carboxilo de la hCG que contiene 30 aminodcidos adicionales v méas residuos de
carbohidratos (15) El pese molecular de la LH es aproximadamente de 28,000 v de FSH
de 33,000 aungue este peso no es exacto por la gran variabilidad de los earbohidratos gue
constituyen estas moléculas. Los residuos de moncsacirides presentes en ambas

gonadotropinas son manosa, galactosa, N-acetilgalactosamina v acido sidlico {16-17).

Las diferencias dadas por el tipo y nitmero de carbohidratos en las gonadotropinas
son responsables de la variactdn en los puntos isoeléctricos y en la vida media de las
isoformas de estas moléculas. En generzl la forma mas alcalina de LH tiene upa mayor
potencia biologica pero se retira de la circulacién rapidamente. La isoforma mas acida es
menos activa y se metaboliza lentamente, por lo que las concentraciones circulantes son
altas {1). En el caso de la FSH la remocion enzimatica del acido sidlico conduce a una
disminucion de su vida media plasmatica circulante {16-17). La vida media de fa LH se
describe con un comportamiento exponencial en dos fases: una inicial de 40 minutos y la
segunda de 120 minutos La hCG por estar maés glicosilada, presenta una vida media ain
mayor {18). La tasa de depuracidn metabdlica de la LH es de 25 ml/min (19). Solo una
pequefia fraccion de la LH secretada aparece en orina (20) La FSH tiene una vida media
con un comportamiento dobie exponencial como ta LH y sus vidas medias son de 3 9y 70

h en cada fase (21) La tasa de depuracién de FSH es de 14 ml/min (22).



Se han aisfado gonadotropinas de las hipofisis de muchas especies, incluyengo
humangs, vacas, cergéos y ratas asi como anfibios, peces y una variedad de otros

vertebrados lo que indica que es una molécula altamente conservada(23).

[.1.2.1. Mecanismo de accién de las gonadetropinas.

Tantg la LH como la FSH se secretan en forma coordinada para regular la
maduracién vy funcidén del testiculo y el ovario asi como la gametogénesis y la
esteroidogénesis. Ambas ejercen sus efectos en las gonadas, inicialmente a través de la
unidn con los receptores de membrana de alta afinidad y con excepcion del receptor de
LH-hCG, son especificos para cada hormona Estos receptores son glicoproteinas y estan
constituidos por siete deminios transmembranales (24-25) La unidn de ia hormona con el
receptor activa fa proteina G unida a un nucleétido de guanidina que a su vez activa la
adenilato ciclasa v aumenta la concentracién de AMPc como segundo mensajero Este
proceso dleva finalmente a la sintesis y secreciéon de hormonas esteroides La sintesis y
secrecion de LH v FSH se regula positiva o negativamente por las concentraciones de

estradiol' y progesterena a nivel del hipotalamo y la hipdfisis (23)

Ademas de las hormonas esteroides, al menos tres proteinas derivadas de Jzs células
de la granulosa modulan la formacion y secrecion de FSH de la hipdfisis, la activina parece
estimufar mientras que la inhibina y folistatina suprimen. A su vez éstas tres proteinas son
inducidas por la prapia FSH (26} El control positivo es basico para promover la oleada de
LH requerida para iniciar la ovulacién, lz cual es disparada por una brusca elsvacién vy

persistencia del nivel sérico de estradiol (27).

La distribucion de las isoformas de LH y FSH en la hipofisis varia durante €] ciclo
reproductor y depende de la influencia de estradiol v LHRH (17) La cantidad de
isoformas de LH bésicas, biolbgicamente mas potentes que las dcidas, se incrementa
durante la oleada de gonadotropinas preovulatoria (28) Por otro lado, se ha observado que
la LH incrementa su bioactividad al ser liberada a la circulacion v esto parece estar
asociado directa o mdirectamente a esteroides gonadales (29). La LH estimula a las
enzimas de la esteroidogénesis, la reaccion paso limitants es la ruptura del colesterol que
da lugar a la pregnenolona, esto conduce a un aumento en la sintesis de estercides sexuales

{30)



1.1.2.1.1. Funcibn testicular de las gonadotropinas.

El testiculo contiene dos unidades funcionales, vna red tubuiar que consta de células
germinales y células de Sertoli para la preduccién v transporte de esperma al ducto
excretor y un sistema intersticial constituido por las células de Leydig, las cuales contienen

toda la maquinaria enzimatica para la produccién de andrégenos (31)

En ias células de Leydig, la funcién de la LH es la activacidn de la esteroidogénesis,
mediante cambios en la produccién de AMPc, el cual incrementa la actividad de la cinasa
A de proteina, fosforilacién de AMPc, fosforilacién de componentes regulatorios celulares

y sintesis de protelnas que modulan la ruta esteroidogénica (32)

Al parecer existen receptores en exceso para la LH en las células de Leydig, dado
que la mayor respuesta fisioldgica se realiza cuando solo una fraccion de estos sitios han
sido ocupades (33). La regulacion de la biosintesis de testosterona por LI ocurre en los
estadios iniciales de su biosintesis principalmente en la conversidn de colesterol a

pregnenolona en {a mitocondria

La FSH en el testiculo actia principalmente en fa maduracion de los tubos
seminiferos y la espermatogénesis (32) La presencia de la FSH es necesaria para la
iniciacidn de la espermatogénesis pero ¢l mantenimiento de esta 1equiere de la presencia de

zltas concentraciones intratesticulares de androgenos (33)

En las células de Sertoli la FSH se une 2 su receptor especifico y da inicio & una
serie de eventos bioguimicos similares a los producidos por LH (33). En estas células se
activa la proteina cinasa A dependiente de AMPc (34) v se estimula la transcripeion y la
sintesis proteica la cual incluve la sintesis de proteinas unidoras de andrégenos (35), asi
como la activacion del complejo de aromatasas que convierten testosterona en estradiol
36) La FSH jusga ademas un papel indirecto en la esteroidogénesis dado que induce la
maduracién de las células de Leydig durante el desarrolio e incrementa el nimero de

receptores para LH en estas céiulas (37}



1.1.2.1.2, Funcién ovirica de las gonadotropinas.

En el ovario se encuentran dos compartimientos basicos: corteza y médula La
corteza contiene estructuras foliculares en diferentes estados de desarrollo circundadas por
el estroma y las células intersticiales La médula estd constituida principalmente por vascs
sanguineos, nervios y fibras musculares (38). Durante el ciclo ovulatorio, un ceordinado
mecanismo multihermonal da por resultado el desarrollo y liberacidén de un gameto

femenino

En el ovario, la accién de Ja LH y FSH se lleva a cabo en dos tipos de células
foliculares las de la granulosa y las de la teca En ambos tipos celulares la LH y fa FSH
activan la estercidogénesis 2 través de sus receptores por medic de AMPc y proteina
cinasa A {39) Los receptores para FSH se han encontrado dnicamente en las células de la
granulosa {40}, los que son para LH se expresan en las células de la granulesa sélo en
algunos estadios de maduracidn {41}, v estin presentes de mapera constitutiva en las

células de Ja teca ovarica (42)

" L.1.3. Esteroidogénesis gonadal.

En los mamiferos existen tres érganos endocrinos especializados en la produccion de
esteroides: la glandula suprarrenal, el ovario vy el testiculo En estadios especificos como &

embarazo, la placenta se presenta como la mayor fitente de hormonas esteroides (1)

Lag rutas bloquimicas v los complejos enziméticos son muy sinulares en todos los
tejidos esteroidogénicos. Los esteroides son derivados del colesterol, el cual es un producte
de la hidrolisis de los ésteres de colesterol almacenados en forma de lipidos en el
organismo, estas reservas se forman por sintesis de novo de colesterol ¢ por transferencia

de éste a las células a partir del torrente sanguineo (43)
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Figura 2.- Esteroidogénesis gonadal.

El primer paso en la biosintesis de andrégenos y estrégenos es la ruptura de la
cadena lateral del colesterol por la enzimz P450sce (side cleavage Cain) la cual es un
compiejo enzimatico asocizdo 2 la membrana mitocondrial que cataliza tres reacciones
separadas Z0c-hidroxilacion, 22-hidroxilacién y el rompimiento de la cadena lateral del
colesterol entre los carbonos C20 y C22 dei colestero! para preducir pregnenolona y acide
isocaproico, estas reacciones son consideradas el paso limitante en la esteroidogénesis
(43) La P450sce se expresa predominantemente en Ja corteza suprarenal, en el testiculo
ésta se encuentra en Jas célules de Leydig, en el ovario se expresa en las c¢élulas de la teca
y la granulosa La pregnenclona resultante de la reaccion anterior es convertida z
progesterona poI Una Teaccién catalizada por un complejo enzimitico microsomal

designado como 3pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa/a®-A° isomerasa (3 B-HSD), este




complejo produce ia deshidrogenacion € 1somerizacion de estercides C2) y (19, esla
enzima también tiene como sustrato la 17w hidroxipregnenclona vy la
dehidroepiandrostendiona. (DHEA). La 33-HSD se localiza en las membranas del reticulo
endoplasmico v mitocondria Se ha detectado actividad de la 3 B-HSD en tgjidos
clasicamente esteroidigénicos como la placenta, adrenales, ovario (teca interna} y testicuio(
células de Leydig), v en tejidos como pulmdn, endometrio, prostata, corazon y cerebro,

enire otros

El siguiente paso, es la 17c-hidroxilacidn de pregnenclona o progesterona y la
ruptura en el carbono 17 y 22 es catalizada por la 17c-hidroxilasa asociada a citocromo
P450 (P450¢17); esta enzima poses actividad enzimatica tanto de 17a-hidroxilacidén como
de 17-22-hasa, y constituye la reaccion clave de la biosintesis de androgenos (44), sus
intermediarios pueden ser convertidos & dehidroepiandrostendiona y androstendiona,
respectivamente La P25017a se expresa en tejido gonadal vy adrenal, en el ovario la se
expresa unicamente en la células de la teca, donde dirige la sintesis de andrdgenos v
estrogenos vy en la corteza adrenal en donde participa en la formacién de glucocorticoides v

androgenos acrenales

El paso final hacia la biozintesis de estrogenos es la reaccion reversible entre la
androstendiona v la testosterona por medio de la enzima 17Q-hidroxiestercide
deshidrogenasa & enzimaz tipo 3 (17B-HSD) vy la aromatasa La 17BHSD cataliza la
interconversién de 17-hidroxi v 17-cetoesteroides, como la estrona y el estradiol o

androstendiona y testosterona

Finalmente, la conversion de esteroides C-1% a compuesios estrogénicos C-18 es
catalizada por el complejo enzimatico del reticule endoplasmice conocide como
aromatasa Este complejo incluye la aromatasa citecromo P450 y NADPH citocrome P450
reductasa La aromatasa es una hemoproteina microsomal v es responsable de la fijacidn
de esteroides C-19, de las dos reacciones de hidroxilacion en la posicion 19, de la
hidroxilacidon en C2 y fa consecuente aromatizacidn del anillo A (45-46) para la formacion

de un anillo A fendlico caracteristice de los estrogenos (43).
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I.1.4 Desarrollo folicular.

El desarrolio folicular en la rata sigue el patron que la regulacion hormonal del ciclo
estral le impone A lo largo de este ciclo se presentan en forma sucesiva las fases de estro,

metaestro o diestro I, diestro 11 y proestro

Una cleada de LH y FSH ocurre la tarde del proestro v la de FSH se mantiene en la
madiana del estro Los foliculos que maduran durante un ciclo determinado, en respuesta al
meremento ciclico de gonadotropinas, inician su crecimiento alrededor de 19 dias antes de
la ovulacién Por lo tanto una vez que empiezan a crecer Se exponen al menos a tres
elevaciones consecutivas de gonadotropinas. Se ha propuesto que el incremento de
gonadotropinas que precede a la ovulacidn, selecciona de entre el lote de feliculos en
crecimiento, aquéllos que ovulardn v se [uteinizardn en el siguiente proestro (47) Los
estadios finales del desarrollo folicular dependen en gran parte de las gonadotropinas (48)
Los foliculos no seleccionados o incapaces de responder a la sefial de las gonadotropinas,
se convierten en atrésicos y no rpaduran completamente {47) Aungque la atresia puede
ocurrir en varios estadios se observa principalmente en pequefios foliculos antrales La
atresia folicular constituye Ia muerte y degeneracién del folicule Ef ovocito experimenta
picnosis producto de la apoptdsis, y posteriormente se cbserva necrosis y finalmente ocurre
una reabsorcion total Las células de la granuiosa sufren reduccién en e} indice mitotico y
citolisis precedida por picnosis nuclear. Las células de la teca se hipertrofian, El antro es

invadido por capilares y fibroblastos v finalmente se cofapsa (49},

Los receptores de FSH estan limitados a Ia células gramilosas y los de LH estan
presentes en la teca, células intersticiales y liteas y en grados variables en la células de la
gramuiosa de zcuerdo a su estadio de maduracion (50). El examen de la relacion entre el
crecimiente folicular y Jos receptores a las gonadotropinas demuestran que el incremento
en el mimero de receptores a FSH se debe en gran parte a que los estrogenos inducen la
proliferacion de las células de la granulosa (51). Conforme avanza la maduracion de los
foliculos, aumenta el contenido de receptores para LH en las ¢élulas de la teca, sobre todo
durante el proceso previo al incremento preovulatorio de gonadotropinas. En el foliculo
maduro, la FSH junte con el estradiol causan incremento de receptores de LH en ¢élulas de

la granulosa
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Al inicico del ciclo ovulatorio ia FSH estimuia la actividad de la aromatasa de las
células de la granulosa, lo que da como resultado el aumento de la concentracion folicular
de estrogenos (52), cuyo nivel creciente incremerta la captacion folicular de FSH v la
sensibilidad de la accidén a la misma (53) Uno o varios foliculos producen relatrvamente
més estrdégenos que los otros Este o éstos foliculos dominantes participan en una
secuenciz ordenada de sucesos durante los cuales la FSH y Jos estrégenos estimulan el
crecimiento, la formacion del antro, el incremento de receptores de LH en las células de la
granulosa (54} 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 faverable para el crecimiento y maduracién de los foliculos (55)

1.1.5. Ciclo estral.

El aclo reproductivo en los mamiferos euterios, a excspcion del ser humano vy
algunos otros primates, se denomina ciclo estral. El ciclo estral es el tiempo que transcurre
entre dos periodes de celo (estro) del animal Su duracién depende de la espscie en estudio
vy, enalgunos casos, de condiciones ambientales, particularmente la duracién del ciclo luz-
oscuridad  E! propésito del cicle estral es llevar a un grupo de foliculos ovéricos a la
maduracion y ovulacién, y al mismo tiempo, inducir la conducta sexval que provoca el
apareamiento v la fertilizacion de los huevos ovulados En algunas ratas de laboraterio,
cada ciclo dura cuatro o cinco dias v estd acoplado al ciclo de luz-oscundad y durante ¢l
mismo se manifiestan las fases de estro, metaestro o diestro I y diestro II y proestro El
ciclo puede estudiarse mediante frotis vaginales que evidencian fos cambios morfoldgicos
del epitelio vaginal y que reflejan la actividad ovérica como consecuencia a su vez, del
ambiente hormonal. La fase de estre tiene una duracién de 9 2 12 horas y se caracteriza
por la receptividad sexual de la hembra para la copula. Depende de la presencia de
éstradiol y progesterona y de su interaceién con el hipotalamo (56) Durante esta fase
ocurre una rapida maduracién de multiples foliculos covéricos, aumento del tamafio del
utero y una rapida proliferacion de la mucosa vaginal, lo que puede observarse en la
citologia exfoliativa en donde se encuentran células epiteliales superficiales, cornificadas
y anucleadas Al final de esta fase se produce la ovulaciéon La siguiente fase, diestro I dura

aproximadamente 21 horas y se inicia poco después de la ovulacién Los ovarios contienen
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los cuerpos luteos y foliculos peguefios y el tamafio y vascularizacion del uterc
disminuyen. En ef frotis vaginal se observan muchos leucocitos polimorfonucleares y
pocas células cornificadas. El diestro IT es la fase que dura mas tiempa (60 a 70 horas) v
principalmente se observan leucocitos v algunas células epiteliales basales nucleadas En
esta fase ocurre una involucion de los cuerpos luteos y mayor regresion uterina La fase de
proestro se caracteriza por Ja presencia de células epiteliales basales nucleadas y dura
alrededor de 12 horas, y ocurre involucion funcional de los cuerpos liteos y tumefaccion

preovulatoria de los cuerpos de foliculos ovéricos (57).

El ciclo estral en la rata se regula por periddos de luz y oscuridad, ya que éstos
coentrolan la produccidn de la hormonz melatonina coordinada a su vez por el nicleo
supraquiasmatico del hipotalamo. La melatonina se produce en la glandula pineat e inhibe
la actividad de las gonadas Esta signe un ritme circadiano de sintesis y secrecién, con
mveles bajos o indetectables durante el dia v valores maximos durante Iz noche. De esta
forma fa melatonina ejerce un efecto secuencial sobre el desarrolio folicular v con esto, la
progresidn del ciclo estral Los foliculos més avanzados que se exponen a los niveles
minimos de mefatonina en la fase diurna del proestro, terminan su desarrollo produciendo
grandes cantidades de estradiol v como consecuencia el aumento de LH v FSH, lo cual
imduce la fase de estro v la liberacidén de dichos foliculos maduros. De acuerdo con o
anterior, se ha observado que las ratas expuestas a iluminacidn constante se mantienen en

estro. (58).

1.2. El rifién.

En condiciones normales el rifion se encarga de la excrecidn de metabolitos, el
mantenimiento del pH de los fluidos corporales asi come de mantener el agua y electrolitos
circulantes dentro de valotes fisiologicos, con todo ello se mantienen las concentraciones
internas de cada ion, el volumen y presion sanguinea dentro de limites tolerables para la
vida, asi como la osmolaridad v €] balance acido-base del ambiente interno y se encarga
de eliminar desechos metabdlicos de células y sustancias extrafias al organismo. Todos
estos procesos del ajuste de la composicidon de fa sangre ocurren en la unidad
. morfofuncional del rifon lamada nefrona, Cada r1ifidn contiene aproximadamente un

millén de nefronas Cada nefrona consta de dos elementos uno vascular del cual recibe y



davuelve el plasma y uno tubular en donde se lleva a cabo el ajuste de la composicion de
la sangre (64).

Ei movimiento inicial del plasma que viaja por los capilares sanguineos hacia el
thbulo renal para formar el fiitrado ocurre a través de un tamiz o fiitro que se llama

barrera glomerular (figura 3) Esta barrera esta constituida por tres elementos:

1} Células endoteliales, que presentan en su superficie carbohidratoa
polianiénicos (podocalixina) (65), este endotelio presenta poros por lo que

nc es una barrera significativa para el paso de moléculas

2) La membrana basal glomerular (MBG), que consta de tres capas que
difieren sn la densidad electrénica al visualizarse con marcadores de
metales pesados: lamina rara interna, lAmina densa y lamina rara externa,
estas ldminas estdn formadas por coldgena tipo IV, presentan uma alta
densidad de cargas negativas y estdn constitnidas por proteoglicanos
heparén sulfato, laminina, nidégeno, fibronectina y entacina, esta lamina
impide el paso de proteinas pequefias y como resultado todas las proteinas
de la sangre tiende a permanecer ahi mientras la filtracién ocurre En el
humano la MBG tiene un espesor de 240-340nm vy cada capa ocupa

aproximadamente una tetrcera parte def total (66)

3) Células del epitelio viceral que forman un epitelio escamoso simple
modificado de una célula de grosor, cada célula presenta proyecciones
citoplasmicas llamadas podocitos que abrazan el capilar vy estén
parcialmente embebidos en la lamina rara externa a una profundidad de 40
~50 nm. En los podocitos se encuentra una sialoproteina, la podocalixina,
que es mas abundante en Jos podocitos que en las células endoteliales. Entre
las interdigitaciones de les podocitos vecinos y sus proyecciones

(pedicelos) se encuentran diafragmas de filtracion de 4-6nm (67).



De acuerdo con la descripcion estructural anterior los espacios v la carga negativa
son fundamentales para mantener la estructura normal y establecer las propiedades de
filtracién selectivas de la pared de los capilares glomerulares. Los factores que determinan
el paso de las moléculas por la barrera de filtracion son las caracteristicas de las particulas
como el tamafio y la deformabilidad, la carga eléctrica v la configuracién molecular asi

como la hemodindmica glomerular.

Figura 3. Corte histoldgico de nefrona en donde se observa la barrera de filtracion
glomeruiar,
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1.3. Sindrome nefrotico.

El sindrome neftético (SN) es una enfermedad repal que se caracteriza por la
presencia de profundos cambios metabdlicos, principalmente hipoproteinemia, proteinuria
e hipercolesterolemia (59), anormalidades en la coagulacion y alteraciones en las
conceniraciones de casi todas Jas proteinas plasmaticas (60). Estas alteraciones son
consecuencia directa o indirecta de un aumento en la permeabilidad glomerular que sufre
una filtracion excesiva de las proteinas del plasma. E! sindrome nefético puede originarse
por causas desconocidas v se le denomina sindrome nefrético idiopético, ¢ bien, por causas
conocidas llamado sindrome nefrotico secundario, que pusde aparecer como consecuencia
de una amplia variedad de procesos patoldgicos incliyendo trastornos inmunitarios,

lesiones toxicas, alteraciones metabdlicas, defectos bioquimicos v trastornos vasculares

(61)

1.3.1 Caracteristicas del sindrome nefritico

El SN puede ser producido por diferentes padecimientos cuya caracteristica comun
es la proteinuria de magnitud suficiente para causar hipoproteinemia (60) La proteinuria
abundante (3 5g/1 73m%dia en el humanc) es la distincion del estado nefrético debido a
que rara vez se observa proteinuria de esta magnitud en las enfermedades tubule
intersticiales v wvasculares del nfién (61) El mecanismo por el cual se produce la
proteinuria en €] humano no estd completamente dilucidado  Sin embargo las evidencias
indican’ gque existe un dafic en la barrera de filtracidn glomerular que aumenta la

permeabilidad glomerular a las proteinas de alto peso molecular como la albimina (63)

En la nefrosis inducida por aminomucledsido de puromicina (ANP} la filtracion
fraccional de macromoléculas anidnicas y sin carga se encuentra muy elevada, lo que
sugiere que la selectividad, tanto de tamafio como de carga, esta alterada Se ha prapuesto
que uno de los mecanismos respensables de la proteinuria masiva en ef sindrome nefrético
podria ser la lesidn de la células epitelizles glomerulares que resulta en la pérdida de
procesos podociticos, por fusion y expansién de los mismos como consecuencia de la

pérdida de la carga negativa de su superficie (68) También ocurre una disgregacién del



citoesqueleto de los procesos podociticos y estos se separan de la membrana basal
glomerular (69), no es claro st los proteoglicancs como ¢l hepardn sulfato (HS-PG) de la
barrera de filtracién glomerular disminuyen en lz nefrosis por ANP, sin embargo, en los
pacientes con SN congénito, los sitios  anidnicos ricos en hepardan sulfato estan

précticamente ausentes

Se ha encontrado en los animales nefiéticos inducidos con ANP la presencia de
proteinuria no selectiva Todas las fracciones se incrementan en la orina durante los 8-10
dias posteriores a la administracion de la droga (70). También se ha reportado un aumento

en la transcripeion def gen de lz albdmina en el higado de ratas nefroticas (71,72)

La causa principal de fa hiperlipidemia parece ser ¢l aumento ds la sintesis hepatica
de proteinas entre ellas las lipoproteinas, en respuestz a la disminucion de la presion
oncética del plasma causada por la hipoalbuminemia (60), ademds de este incremento en la
sintesis de proteinas, la hiperlipidemia en el SN resuita de la disminucion en el catabolismo
de lipoproteinas La meodificacion de la presidn oncodtica def plasma contribuye a la
formacién del edema (73) v esta produce hipovolemia. La hipovolemia induce el aumento
de concentracion de aldosterona y hormona antidiuretica, lo cual trae como consecuencia

Iz retencidn de sodio vy agua, que son causa también del edema (73).

Asi pues, el SN deberd ser visto como el punto final comin de una variedad de
procesos patoiogicos que dafian las propiedades de permeabilidad de la pared de ios

capilares glomerulares (61)

1.3.2, Causas del sindrome nefrotico.

El SN puede desarrollarse por diversas causas con base a lo cual se clasifican de la

siguiente manera

a) Enfermedades glomerulares primarias
Enfermedad de cambios minimos, glomerulonefritis proliferativa del mesangio,
glomeruloesclerosis focal v segmentaria, glomerulopatia membranosa v glomerulonefritis

membranoproliferativa



b) Secundario a otras enfermedades

Infecciones, medicamentos, neoplasia multisistémica (diabetes meflitus, lupus

eritematoso v heredofamiliar) (617

1.3.3. Enfermedad de cambios minimos.

La enfermedad de cambios minimos es la forma mas frecuente de SN idiopatico
(primario), que se encuentra en el 70-80% en los nifios y en los adultos mayores de 16 afios
representa el 13-20% presentandose con mayor porcentaje en los hombres que en las
mujeres En esta forma del SN el microscopic de luz no muestra alteraciones de los
capilares glomerulares {de ahi la designacién de cambios minimos), sin embargo con el
micrescopio electrénico es notable un borramiento de los procesos podales del epitelio. El
microscoplo de inmunofluorescencia revela depdsitos irregulares e inespecificos de

inmunoglobulinas o de componentes del complemento que pueden también estar ausentes

Los pacientes se presentan con SN declarado, presion arterial normal, velocidad de
filtracién glomerular normal o reducida ligeramente. Inexplicablemente casi siempre se
presentan rernisionies y recaidas esponténeas con proteinuria abundante El tratamiento es
empirico y sintomitico, si se toma en cuenta que se desconocen la etiologia y la
patogénesis Existen muchas pruebas de que fos corticosteroides aumentan notablements la
tendencia natural de esta enfermedad & tener remisiones espontéaneas, pero atm asi el
tratamiento diatio o en dias alternos con esteraides por via oral parece ser igualmente

efectivo (61)

I.3.4. Induccion experimental del SN.

El SN puede ser inducido experimentalmente, tnyectando suero antirifion,

daumicina, adriamicina y ANP (74)



1.3.4.1. Aminonucleéside de puromicina.

E! aminonucledsido de puromicina (6-dimetilamino 9 - (3'-amino-3- desoxi - beta -
D- ribofuranosil) purina) es un derivado de la puromicina (Fig 4) Este dltimo se obtiene
del hongo actinomiceto Streptomyces alboniger, se presenta de forma cristalina v
transparente en el suelo donde vive el hongo La puromicina es un inhibidor de la sintesis
de proteinas debido a que su estructura es muy semejante al aminoacil ARN de
transferencia (ARNt) lo gue impide la unidn del fragmento aminoacil-ARNt al sitio A del
ribosoma (75) v evita la transferencia de aminoacidos del ARNt a la proteina, es decir que
el crecimiento de la cadena polipeptidica ge interrumpe en el ribosoma {76) lo que permite

la formacién de pequefios péptidos a partir de los aminoacidos unidos originalmente al

ARNt (77)
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Figura 4 Estructura de la puromicina y aminonucleosido de puromicina.

Ef ANP se sintetizé en 1954 por Baker (78) a partir del residuo p-metoxitirosil
unido al grupo amino del aziicar de la puromicina (79) La estructura de la puromicina esta
constituida de dos partes un anillo de purina con un grupo dimetilamine en la posicion 6 y
un aminoazicar desoxirribosidico en posicion 3’ (80) Se ha observade que ninguna de las
partes estructurales del ANP constituyen por si sola un agente nefrotoxico, por o que sole

el ANP integro tiene esta capacidad (82)
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El ANP presenta upna actividad tripanicida de tres a cuatro veces mayor que la
puromicina e inhibe ef crecimiento tumoral mamario en ratones mejor que la puromicina.
También se ha administrado en pacientes con céncer y parece mas toxico que la
puromicina Las dosis diarias de 3-4 mg/Kg por 15 dias causan severa proteinuria v

descamacién de las superficies ventrales de manos y pies (81)

El mecanismo por el que ANP interfiere con la sintesis del ARN no se conoce, pero
se ha sugerido que el ANP interfiere en la ruta del metabolismo de las purinas, blogueando
las vias enzimaticas necesarias para la sintesis de acidos nucleicos y nucleoproteinas (32)
También se desconoce el mecanismo por el cual el ANP causa dafio renal, pero existen
estudios que mdican que el dafio celular esta mediado por la presencia de radicales libres
del oxigeno y sus especies reactivas tales como peroxido de hidrdgeno (H:0:), iones

superoxido (Oy'} e hidroxilo (OH') que son productos dei metabolismo del ANP (83)

Se ha encontrado que el ANP es especie especifico va gue presenta alta
nefrotoxicidad en la rata (84), en el hombre (85) y en el mono en pequefias dosis produce
SN {86) Observandoss que en estos, la enfermedad es menos severa que en ratas En el
perro  se observa mediana nefrotoxicidad va que se presentan lesiones renales
microscopicas semejantes a las descritas en ratas, asi como proteinuria e hipeatbuminemia,
pero no presentan edema, ni hipercolesterolemiz (87) En el cobayo ne se produce

nefrotoxicidad pero si toxicidad generalizada (88)

E! ANP es un compuesto muy utilizado para el estudio del SN dado que en especies
animales comno la rata, su administracién en dosis que varian alrededor de 15mg/100mg de
peso, mduce el padecimiento con las caracteristicas del SN denominade de cambios
minimos del humano, principaimente entre los dias 7-10 (89). En la rata el 80% del ANP
se excreta en 24 hr (82), otros autores indican que el 90% se excreta en orina en 8 hr v de

este entre el 90-60% se eliminan en la primera hora (90)

En la nefrosis inducida por ANP ia filtracion fraccional de macromoléculas anidnicas
y sin carga se encuentra muy elevada lo cual sugiere que la selectividad tanto por tamafio
come de carga estd alterada (91-92) La lesion morfolégica caracteristica del sindrome
nefrotico es Ja fusidon de los procesos podociticos, la cual parece deberse a la pérdida de la

carga de la superficie (93)
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No estd claro si los PG-HS de la barrera de filtracion glomerular disminuyen en la
nefrosis por ANP sin embargo en los pacientes con sindrome nefrotico congénito, los sitios

aniémicos con heparan sulfato, estan précticamente ausentes {94,95)

Estudios en animales nefréticos inducidos con ANP indican la presencia de
proteinuria no selectiva, en esta enfermedad todas las fracciones incrementan en la orina
durante los 8 dias posteriores a la administracién de 1a droga (70). También se ha reportado
un aumento en la transcripcion del gen de la albmina en el higado de ratas nefroticas

(71,72)

L4, Alteraciones endderinas reproductivas.

Ei sindrome nefrético es un padecimiento de aita frecuencia dentro de los trastoraos
renales, por lo cual ha side ampliamente estudiado, sin embargo, a pesar de que en los
pacientes nefrdtices, se reconocen anormalidades en la funcion reproductiva que afectan
principalmente al sexo masculing, no existen en la actvalidad estudios que analicen las
posibles zlteracicnes endocrinas de pacientes nefrdticos, asi como los mecanismos

fisiopatoldgicos involucrados en la disfuncién del aparato reproductor

Hasta 1992, existian solo dos reportes que evaluaban la funcién endocrina
reproductiva en modelos experimentales, en los que se intentd explorar el efecto del SN
sobre la funcidn del eje hipotdlamo-hipofisis-gonada en forma experimental — Estas
investigaciones se realizaron en ratas macho a las que se les indujo el SN con ANP, CGlass
y cols (96) en 1985, reportaron desarrolle de hipoandrogenismo que se manifestd en una
reduccidn significativa en el peso de Ja pristata y vesiculas seminales, disminucion de los
niveles séricos de testosterona libre y total v de la testosterona liberada del testiculo
incubado in vitro El peso v la estructura histoldgica de los testiculos ne se modificd Se
considerd que el hipoandregenismo fi:e consecuencia de Ja baja produccion de
gonadotropinas, mas que a un defecto testicular intrinseco, y que ia disminucion de
gonadotrepmas a su vez, fue secundaria a un efecto del testiculo sobre la unidad
hipotalamo-hipéfisis. Las concentraciones de testostercna estaban disminuidas asi como de
la hormena Juteinizente (LH) y presentaban respuestas normales a nivel testicular e
hipofisiario por estimulo de hCG y LHRH respectivamente Los auteres concluyeron que

la rata macho nefidtica desarrolld, hipogonadismo hipogonadotidpico, el cual se relaciond



con un incremento en la sensibilidad hipofisiaria a los efectos de retroaiimentacion

negativa de la testosterona

Elias vy cols (97) en 1992, en otro estudio similar, informaron la presencia de
hipogonadismo con altos niveles de LH circulantes. En este trabajo se observd que en las
ratas macho nefroticas habia una reduccidn sigmficativa de testosterona, androstendiona,
estradio] y estrona plasmaticas, io que indicd un posible dafio en la esteroidogénesis
testicular También se observé un aumento de LH vy un marcado incremento en la
excrecion urinaria de testosterona Los autores sugirieron que la pérdida urinaria de
testosterona junto con su proteina de unién contribuyd en parte a la disminucién de
testostercna en suero lo cual a su vez, estimuld la sintesis y liberacion de LH Los valores
pico de LH v FSH obtemdos después de la administracién de GnRH no mostraron
varlacion

Nuestro grupce de trabajo en 1995 (98) realizd un trabajo en ratas hembra con SN
agudo, en donde se encontréd la existencia de disfuncién en el eje hipotilamo-hipdfisis-
gbnada, que se manifiestd basicamente por hipogonadismo hipogonadoirdpico, la pérdida
del ciclo estral después de 4 dias de fa induccidn del sindrome por ANP Se encontraron
niveles de LH y progesterona significativamente bajos Al mismo tiempo la concentracion
de estradiol presentd valores no detectables El examen histolégico de los ovarlos reveld
un incremento considerable en el mimerc de {oliculos atrésicos Se considerd que la
disfuncion endocrino-reproductiva. involucrd probablemente a tejidos esteroidogénicos
como el ovario y/o la glandula suprarrenal y sugirid la existencia de una alteracién en el
eje hipotalamo-hipofisis-goénada

Posteriormente en 1997 (99} se estudiaron las alteraciones enddcring reproductivas
en la rata hembra y macho con SN agude {dia 10, donde se presentan las mayores
alteraciones) y el periodo de remision (dia 30) Duranie todo el experimento se siguid el
ciclo estral de las ratas por medic de frotis vaginales y la fertilidad se estimd por la
proporcion de embarazos de las hembras nefréticas ¢ induccién de embarazo por los
machos nefréticos Los resultados mostraron que todos los niveles de hormonas que fueron
medidos (LF, FSH, y progesterona}, asi como 17 p-estradiol en las hembras v testosterona
total en los machos, se redujeron significativamente en ¢l estado nefrotico (dia 10), excepto
FSH en las hembras, y regresaron a sus valores normales después de 30 dias En el dia 10,

{a tesiosterona libre disminuyd significativamente en las ratas nefrdticas, mientras que Ja



testosterona urinaria permanecié sin modificaciones El ciclo estral se interrumpio el dia 3
y se reestablecid hastz el dia 23. La capacidad de fertilizar de los machos nefréticos no se
perdio completamente durante la fase aguda va que el 37% de estos znimales fueron
fértiles mientras que ninguna de las hembras er esta fase Jo fue En la fase de remision se
recupero la capacidad reproductiva en ambos sexos. Se concluyd que las ratas con nefrosis
aguda experimental de ambos sexos desarrollaron un hipogonadismo hipogonadotropico
© transitorio €l cual resultd en una baja en la capacidad reproductiva durante fa fase aguda y
que afectd principalmente a las hembras

En 1999 (100), se publicd un trabajo sobre la funcion repreductiva en ratas macho
con nefrosis crénica Se encontrd que en las ratas nefrdticas  ocurre una disfuncién
endocrina que se caracterizd por bajas concentraciones de LH y FSH en ¢l primer mes
después del cual fueron similares © mayores a las control La testosterona y el estradiol
disminuyercn en todo el experimento. La masa de los testiculos no se alterd. La masa de
las vesiculas seminales y la prostata disminuyd durante las dos primeras semanas y
después fue esencialmente normal La capacidad reproductiva de los machos fue de 0% en
el dia 7, mientras que en el dia 14, el 16% del grupo fue capaz de cruzarse exitosamente y
postericrmente todos los animales se recuperaron Este trabajo demostrd que Jas ratas con
SN crénico, desarrollan una importante disfuncidén endocrina caracterizada principalmente
por una persistente baja concentracién de testosterona que deteriorz la capacidad
reproductiva transitoriamente, Se concluyd que en la neftosis crémica se estabiecid una
disfuncion endderina importante en la que se presentaron dos fases: la primera que
probablemente es  irreversible v se caracterizd por las bajas concentraciones de
testosterona v la existencia de una falla en la respuesta a las gonadotropinas v la segunda
que es reversible, la alteracion transitoria de las glandulas sexuales accesorias

Con estos antecedentes, se planted el objetivo del tercer trabajo de nuestro grupo,
estudiar las alteraciones endocrino-reproductivas en la rata hembra con SN cronico (101)

El seguimiento del SN crénico se realizd durante 112 dias La rata hembra con
sindrome nefrotico  crémico, inducide con ANP, presentd disfuncién endderine
reproductiva que se  manifestd con una alteracidn temporal del patrdn del ciclo estral,
principalmerte entre [os dias 3 a 33, fechas en que la presencia de proestros y estros fue
menor en los amimales nefrdticos Durante log 112 dias [a LH mantuve su nivel mas bajo,
correspondiente  al diestro y los wvalores de estradiol fueron indetectables o

significativamente bajos, las concentraciones de FSH vy progesterona presentaron una



ligera tendencia a disminuir & partir del dia 56 La prolactina mostr¢ una condicion ciclica
normal durante todo el estudio y se presentd en todas las fechas una disminucién crénica
de la capacidad reproductiva aproximadamente 33-55%. La estimulacidén de las ratas
hembra por Ia presencia de la rata macho fértil contribuyd a restablecer la ciclicidad v los
niveles de estradiol, en la rata con SN crénico. En este trabajo se concluyd que en la
nefrosis cromica de la rata existe alteracidn del mecanismoe de regulacidén del efe
hipotalamo-hipofisis-ovario, cuyas causas podrian ser diversas Un dato interesante es que
la presencia del macho fértil o su crina contribuyercn a reestablecer la funcion

reproductiva de 12 hembra con SN crénico lo que sugirié Ja participacion de feromonas.

Los datos aportados por nuestro grupo nos permiten establecer que los animales ¢on
SN presentan alteraciones en el ejé hipotalamo-hipofisis-gdnada pero no se sabe cual es el
estado funcional de la hipdfisis y gonadas’ de animales nefréticos de ambos sexos Para
determinar esto, se propuso realizar pruebas dindmicas en el dia 10 (fase aguda del
sindrome), y analizar la respuesta de animales nefréticos y contioles ante un estimulo con
LHRH para conocer el estado funcional de la hipéfisis v la respuesta de animales
nefiéticos v controles a un estirmle con hCG y establecer el estade funcional de las
génadas de animales nefréticos Se propuso realizar estos dos experimentos en grupes de

ratas macho y hembra por separado

n



II. HIFOTESIS

Dados los cambios endocrino-reproductivos previamente encontrados en la rata con

sindrome nefrotico inducide por ANP, es de esperarse que la respuesta de la hipofisis v la

gonada a estimulos externos esté alterada en estos animales

i1, OBJETIVO.

Evaluar mediante pruebas dinémicas el estado de la hipéfisis v las gbnadas (ovario y

testiculo) en el sindrome nefrdtico experimental

i)

2)

3)

4)

3)

6)

I1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Estudio cronolégico de las gonadotropinas (LH y FSH) v hormonas esteroides
circolantes (progesterona, androstendiona, testosterona v estradiol} de ratas macho

nefréticos

Estudio cronoldgico de las gonadotiopinas (LH v FSH) v hormonas esteroides

circulantes {progesterona y estradiol} de ratas hembra nefibticas

Evaluar la respuesta hipofisiaria de ratas macho nefroticas al estimulo con LHRH
Evaluar la respuesta hipofisiaria de ratas hembra nefréticas al estimulo con LHRH
Evaluar la respuesta gonadal de ratas nefroticas macho al estimulo con hCG.

Evaluar la respuesta gonadal de ratas nefroticas hembra al estimulo con hCG

26



II. HIFOTESIS

Dados los cambios endocrino-reproductivos previamente encontrados en la rata con

sindrome nefrotico inducide por ANP, es de esperarse que la respuesta de la hipofisis v la

gonada a estimulos externos esté alterada en estos animales

i1, OBJETIVO.

Evaluar mediante pruebas dinémicas el estado de la hipéfisis v las gbnadas (ovario y

testiculo) en el sindrome nefrdtico experimental

i)

2)

3)

4)

3)

6)

I1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Estudio cronolégico de las gonadotropinas (LH y FSH) v hormonas esteroides
circolantes (progesterona, androstendiona, testosterona v estradiol} de ratas macho

nefréticos

Estudio cronoldgico de las gonadotiopinas (LH v FSH) v hormonas esteroides

circulantes {progesterona y estradiol} de ratas hembra nefibticas

Evaluar la respuesta hipofisiaria de ratas macho nefroticas al estimulo con LHRH
Evaluar la respuesta hipofisiaria de ratas hembra nefréticas al estimulo con LHRH
Evaluar la respuesta gonadal de ratas nefroticas macho al estimulo con hCG.

Evaluar la respuesta gonadal de ratas nefroticas hembra al estimulo con hCG

26



IV. MATERIALES Y METODOS
IV.1. Disefo experimental.
IV.1.1. Etapa L.- Evaluacion de la instalacion del sindrome nefrético

Con ¢l objetivo de determinar la aparicion de la alteracidon hormonal que conduce a
la disfuncién del eje reproductor en el transcurse del establecimiento del SN, la evaluacion
del padecimiento se realizd los dias 3, 7 v 10 posteriores a la inyeccion de ANP en ef grupo
de ratas I y se dividié en dos subgrupos de acuerdo al génere machos (grupo IA) (n=3), y
hembras {grupo IB} (n=3), en este grupo sclo se reabizd la evaluacion en el dia 10 ya que
los dias 3 y 7 estdn previamente reporiados (98) El perfil hormonal de las muestras
obtenidas del experimentc cronoldgico (dias 3, 7, y 10} de animales nefrdticos y controles
se valord con la medicion de las hormonas LH, FSH, progesterona vy estradiol en ambos
sexos, ademas, se midié androstendiona vy testosterona en los machos y se determinaron
también los pescs de los tejidos andrégeno-dependientes como préstata ventral ¥ vesicula
semina! Este experimento se repitié 5 veces con ratas macho y dos veces con ratas

hembra

IV.1.2. Etapa Il.- Evalvnacion de la funcidn hipofisiaria al estimulo con LHRH en ratas

. macho y en ratas hembra

Para evaluar el efecto de la nefrosis experimental sobre la hipdfisis de ratas
nefréticas se formaron dos grupos, uno se llamd ITA v en €l se trabajd con 5 grupos de
ratas macho (controles n=5 vy nefréticos n=5 ) v en el grupo IIB con 2 grupos de ratas
hembra (controles n=3 y nefréticas n=3). Se estimuld a los grupos control y nefrotico el dia
10, con LHRH en selucion salina con una concentracion 0.1 mg/ml la cual se administré
una sola inveccion empleando una dosis de 300 ng/ 100 gr de peso y posteriormente se
fueron decapitando en los tiempos 0, 20, 40, 60' y 80", después de la administracion del
factor liberador y se recolectd lz sangre Las muestras de suero se almacenaron para la

medicion de las concentraciones de LH y FSH, a -20°C hasta ef ensayo. El perfil hormonal
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de las muesiras de suerc obtenidas de animales hembras y machos en el dia 10 del SN

estimulados con LHRH (funcidn hipofisiaria) se valord con fas mediciones de LH y FSH

1V.1.3. Etapa III - Evaluacidn de la funcidn genadal al estimulo con hCG en ambos sexos

Se estimuiaron dos grupos de ratas nefréticas (n=5) y dos grupos de animales
controles (n=3) con hCG (8UI /dosis), un grupo de cada uno recibid una sola dosis en el
dia 10 mientras gue los otros grupos de animales recibieron una dosis diaria de hCG
durante cuatro dias, a partir del dia 7 al dia 10 después de la administracidén del PAN Este
experimento se llevd a cabo en 1atas macho {grupo I1IIA) v hembras (grupe 113} Este
experimento se repitid dos veces en ambos géneros Teodos los animales se sacrificaron
cuatro horas después de fa inyeceidn del dia 10 El suero se almacend a -20°C parz la
medicion de hormonas (progesterona v estradiol) ademas de testosterona en los machos Se
llevaron a cabo dos réplicas del experimento. Las muestras de suero se valoraron con la

medicion de progesterona y estradiol en ambos sexos ademds de testosterona en machos.

IV.2. Reactivos.
La 17p-metil-3H dimetilnortestosterona (DMNT; ae= 89 Ci/mmel) se obtuvo de

New Englang Nuclear (Boston, MA) El yodo radiactivo (ml), {ae = 942 mCi/ml) de MDS
Nordion (Ontario Canada) distribuido por Internacional de Energia Nuclear SA de CV La
presentacion comercial de LHRHM se compréd como Relefaci LHRH (Hoechst AG,
Frankfurt, Germany). La hCG se obtuvo como gonadotropyl-c, (Hoechst Marion Roussel,
Meéxico DF, México) El amincnucledsido de puromicina (ANP) se compro a Sigma
Chemical Co, (St Louis, MO). Los demas reactivos fueron grade reactive y comprados

comercialmente

1V.4. Animales.
Se utilizaron ratas macho y hembra Wistar, adultas de 250 g de peso promedio,

mantenidas en ciclos de 12h luz v 12h escuridad, con agua y comida ad fibitum. La comida
fise de Lab Diet Brand Animal Food (PMI Feeds, St Louis, Mo, USA) que contigne 23%

de proteina cruda como minimo
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Las ratas hembra debieron presentar al menos dos ciclos estrales completos para ser
elegidas para los experimentos. Se considerd que el ciclo estral de la rata ocurre cada 4
dias en patrones que comprenden 3 etapas principales Diestro (Diestro 1 + Diestra 1),
Proestro (P) y Estro (E) vy se monitorearon por medio del estudio de cambios del epitelio
vaginal, mediante frotis vaginales diarios Estas determinaciones se llevaren a cabo antes vy

durante todo el experimento

El SN se les indujo inyectando una dosis Unica (15 mg/100g de pesc) via subcutdnea
de ANP, este fue el dia 0 El ANP se disolvid en solucion salina y cada animal recibié la
dosis establecida en una mezcla al 2% Se incluyeron ratas control que se inyectaron con

solucion salina isoténica Los grupos fueron de 3 animales controles y 5 nefréticos como

minimo

IV.5, Determinaciones bioquimicas.
Las ratas controles y nefroticos de los grupos 1A y IB, se sacrificaron por

decapitacion en los dias mencionados vy s¢ recolectd la sangre de la cual se obtuvo el suerg
que se mantuvo a -20 °C hasta su procesamiento Se valoro el estado nefrético basindose
en Jas caracteristicas de proteinuria, hipoproteinemia e hipercolesterolemia  Se
determinaron los valores de proteina total v colesterol en suero asf como la proteina total

urinaria mediante métodos colarimétricos previamente descritos (98).

Las ratas se mantuvieron en jaulas metabdlicas 24 horas antes de los experimentos
para recolectar una muestra de orina, de la cual se midié el volumen urinario, vy se obtuvo

una muestra que se almacend a -20°C hasta su procesamiento

El estado nefrético en cada experimento se valoro con base a las caracteristicas de

proteinuria, hipoproteinenia e hipercolesterolemia

I'V.6. Determinaciones hormonales
La concentracién de hormonas proteicas en suero se midieron  por

radioinmuncanaiisis (RIA) de doble anticuerpo Para cuantificar LH y FSH se emplearon
reactivos y meétedes proporcionados por The National Hormone and Pituitary Program
{Baltimore, MD, USA) Los resultados se expresaron en ng/ml en términos de los

estandares de referencia internacional correspondientes, LH-RP3, y FSH-RP-2 Los
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coeficientes de variacidn intra e interandlisis fueron para la LH de 3 1% y 6.5%, y para la

FSH de 4% y 7 5%, respectivamente.

Las concentraciones séricas de progesterona, androstendiona, testosterona, y
estradiol se midieron por RIA utilizando “kits” de la compafila Diagnostic Products
Corporation (Los Angeles, CA) Y se determinaron los coeficientes de variacién infra e
interensayo, para progesterona 20 y 54 %, para androstendiona 6.1% y 8 3%, para

testosterona 4 4% y 8.2%, vy para estradicl 6 1% y 7 4%, respectivamente.

Los estdndares de yodacidn altamente purificados fueron para LH (NIADDK.-rLH-I-
9), y para FSH (NIADDK-rFSH-1-8), se marcaron con I por el métode de Cloramina T

IV.8. Analisis estadistico

Los resultados de las determinaciones bioquimicas v el peso de los tejidos (tabla 1 vy
2), asi como las mediciones hormonales los dias 3, 7 v 10 o después del estimule con
LHRH se evaluaron por el analisis de ANOVA de dos vias La prueba de ¢ de student no
pareada se uthzd para analizar los resultados de las concentraciones de testosterona,
progesterona v estradiol liberados después del estimule con hCG, se considerd p=0.03
como significativo comparado con el control. El analisis estadistico se llevé a cabo
utilizando el analizador de dates con Graph Pad Prism (version 3; Graph Pad Software Inc,

San Diego, CA)
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V. RESULTADOS.
V.1. RATAS MACHO.

En la tabla 1 se presentan los resuitados de las determinaciones bioquimicas
realizadas con fos sveros de ratas macho nefrticas vy controles de los dias 3, 7 y 10
después de la administracion del ANP En esta tabla observamos que las caracteristicas del
SN- proteinuria, hipoproteinemia hipoalbuminemia e hipercolesterolemia, se irician en los
animates desde el dia 3 y se instalan entre los dias 7 y 10 que es el periddo en el que

cbservamos diferencias significativas entre los vzlores del grupo control y nefrético

Tablia 1. Determinaciones biogquimicas en suero y orina de ratas control y
nefréticas

Dia Proteina Colesterol Albumina Proteina
sérica total® sérico ® sérica® urinaria®
{g/dl) {mg/dl) {o/di) {mal24h}
3
C 7302 5633 32+01 1532
N 59x04 804+7 34202 27 7+4
7
c 7702 766 £4 3401 249%4
N 44+01 3570421 14+006 570.C % 44
10
c 8304 622+7 3.1+008 288x7
N 5001 324016 1.2+£0.03 410.0 56

Los resultades se expresan como el promedio = EEM * ANOVA de dos vias; P<0.0001
C = control N = nefrdtico. Se realizaron 5 replicas del experimento

En lz figura 5 se presenta el perfil reproductivo evaluado los dias 3, 7 v 10 en ratas
macho control y nefidticos. En este perfit se observa que las diferencias entre el grupo
control y nefiético son estadisticamente significativas a partir del dia 7 Los valores de LH,
FSH, androstendiona, testosterona y estradiol se encontraron signiﬁcativarheme reducidos

en. las ratas nefrdticas con respecto a su grupe contral.
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negras) determinadas los dias 3, 7 y 10 después de la administracion de ANP
muestran como el promedic & EEM. * ANOVA de dos vias, p< 0.0001.
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En la tabla 2 se observan los cambios en el peso del cusipe v en €l peso de los
organos sexuales accesorios de los grupos contro] y nefroticos El promedio de peso del
cuerpo inicial fue de 26521 g, el cual decrece en el dia 3 después de la administracién de
ANP, posteriormente esta diferencia no es tan grande (dias 7 y 10) y esto se debe a que en
esta etapa de la enfermedad, presentan retencion de fluido intraperitoneal y esto hace que y

parezca que los pesos de controles y nefidticas son similares

Al comparar el peso de los drganos sexuales accesorios (prostata ventral y vesicula
serminal) encontramos que el peso de la prostata ventral de ratas nefrdticas decrece
marcadamente en los dias 7 y 10. Por ctro lado el peso de la vesicula seminal decrece

significativamente desde el dia 3 en todas las ratas nefrdticas

Tabla 2. Peso del cuerpo y de [os tejidos andrégeno dependientes de ratas
macho control y nefréticas

Dias Peso del Préstata Vesicula n
cuerpo® ventral® seminal®
(g) {g) (9)

3 C 208 £9.2 020001 063+0.01 3
N 250487 016 £ 001 0362002 7

7 C 307 £14 030003 0.71+£004 3
N 297 +87 013 £0.61 027 £0.05 7

10 C 310 +15 0232002 0.72x0.07 3
N 276+ 8.6 010+ 001 0.15 001 g

Los resultados se expresan como el promedio & EEM
* ANOVA de dos vias; p= 0 003 " ANOVA de dos vias ; p<0 0001
N = grupo nefidtice C = grupo control.

En lz figura & se observan los resultados de fa secrecion de LI y FSH de ratas
control y nefrdticas después de Iz estimulacion m vive con la LHRH (Etapa 11 grupo HA)
Los resultados que se muestran son: el promedio de cinco experimentos ilevados a cabo En

esta grafica observamos que las concentraciones de LH y FSH del grupo nefrotico en cada
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tiempo evaluado son menores que las del grupo comtrol Es importante observar que las
concentraciones de gonadotropinas se elevan al transcurrr el tiempo en las ratas nefioticas
después de ser estimuladas su hipdfisis con LHRH, sin embargo, nunca alcanzan los
valores presentadas por las ratas control y la diferencia entre las concentraciones de ambas

gonadotropinas de los dos grupos fue siempre estadisticamente significativa
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12
@ \ x
a 10A
o
I — 84 *
- E
S 67
ot
4.._
2_
D._

o
o

FSH
ng/ml RP-2

Qe b
L]

60

Minutos

Figura 6. Concentraciones séricas de LH v FSH determinadas en cada intervalo de tiempe
después de la administracidn de LHRM en ratas macho de los grupos controd (barvas rayadas) v
nefrotico (barras negras). Los valores se expresan como el promedio £ EEM. Los datos se
analizaron con e método ANOVA de dos vias para el efecte de grupo (nefrdticos contra
controles), *p<0.0001. La flecha indica el memento en el que fue administrada la hormona
LHRH
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El siguiente estudio que realizamos fue la respuesta testicular i7 vivo al estimulo con
hCG ( Etapa HI grupo 1ITA) En la figura 7 observamos que la concentracion presentada de
testosterona en los animales controles v nefroticos en el dia 10 después de la
administracion de ANP presenta una diferencia estadisticamente significativa. Después de
20 munutos de la administracidn de hCG la magnitud de respuesta de ambos grupos es
similar, tanto en los grupos que recibieron 4 dosis de hCG (desde el dia 7 al 10), come en
las grupos que recibieron 1 dosis de hCG vy se decapitaron 4 hr después Por otro Jado fas
consentraciones de estradiol encontradas ¢l dia 10 v después de la administracion de 1 0 4
dosis de hCG no presentan modificaciones, la diferencia entre eflos continila siendo
estadisticamente significativa y los valores son casi indetectables en los animales

nefroticos
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Figura 7 Se muestran las concentraciones séricas de progesterona, testosteronz v
estradiol de ratas macho control (barras rayadas) y nefréticas (barras negras) determinadas el
dia 10 antes y despugs de 1 0 4 dosis de hCG. Los datos se analizaron con iz prueba de t de
student entre grupos Cy N. *P<0.05 La flecha indica el momento en el que fue administrada la

hormona LHRH
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V,2 RATAS HEMBRA.

En la tabla 3 se presentan los resultados de las determinaciones bioquimicas
realizadas cor los sueros de ratas hembra controles y nefréticos del dia 10 después de la
administracidon de ANP En esta tabla se observa que las ratas empleadas para los
experimentos  de estimulo a hipofisis y a gonada realmente eran nefrdticas ya que
presentaron las caracteristicas de hipoproteinemia, hipercolesterolemia y proteinuria Los

vatores de los dias 3 v 7 en ratas hembras va fueron reportados previamente (98)

Tabla 3.- Determinaciones bioquimicas de ratas hembra controles y nefraticas.

Proteina Colesterol sérico. Proteina
Grupo sérica total. me/dl urinaria n
(g/di) (mg/d) (mg/24hr)
C 1I0=x2 60+ 3 73x£15 13
N 60 % 2% 302 +34% 378 & 44% 13
Los valores se presentan como promedio £ SEM. C = grupo control N = grupo nefrético

= P <0.0001.

En la figura 8 se presenta ef perfll reproductive de ratas hembra de grupos control y
nefrético publicado en 1995 por nuestro grupo (98) en el que se evaluaron los dias 1,3, 7
y 10 v se observd que las concentraciones de estradiol de rata's nefroticas disminuyen
significativamente desde el dia 3 y asi se mantienen los dias 7 v 10, en los que parece
aumentar cada vez més la diferencia entre eflos hasta llegar a valores de cero en el dia 10
Posteriormente en el dia 7 aparecen diferencias significativas en los valores de las
concentraciones de LH y finalmente en el dia 10 tamhién se presentan entre los valores de
progesterona de ratas control v nefrdticas. En este dia 10 existen diferencias significativas
en las concentraciones de LH, progesterona y estradiol Es interesante notar que en las

-ratas hembra los valores de FSH no sufren modificaciones que puedan considerarse
estadisticamente  significativas como ocurre en los machos en donde los valores

disminuyen a partir del dis 7




LH

ng/ml RP-3

FSH

ng/m! Rp.2

P4

ng/mi

E2 .

pg/ml

3
7 e Dias

Figura 8 Se presenta el perfil reproductive de las ratas hembra de los grupos control
(barras rayadas) y nefrético {(barras negras) evaluados los dias 1, 3, 7 y 10. Tomado de

Menijivar et al 1995, (98).
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En fa figura 9 se observan los resultados correspondientes al seguimiente del ciclo
estral- Los datos representan e! promedio de dos experimentos. Las diferentes fases del
ciclo estral estin expresadas como el porcentzje de diestro, proestro y  estro,
respectivamente Estos porcentajes juntos constituyen el 100% de las ratas = En las ratas
control los ciclos tuvieron una duracidon de 4 dias durante todo el tiempo de los
experimentos En las ratas nefrdticas, el ciclo estral se alterd, los porcentajes de proestro y
estro disminuyeron a 0%% y los de diestro se incrementaron hasta 100% a partir del dia 3 del
estudio. En los dias 6 y 7 del estudio se presentd un porcentaje pequefio (42 v 16%,

respectivamente) de proestros pero ne culminaron en estro,

Diestro

Yo

Proestro

%

E stro

%

Dia

Figura 2. Seguimiento del ciclo estral por citelegia exfoliativa vaginal que se realizd 5 diag
antes y 10 dizs después de la administracion de ANP (Dia Q). Se registr¢ el nimero diario de
clestros, proestros y estros, como percentaje de, al menos, 15 animales contrcles (cuadros) y
15 nefrdticos {asteriscos), respectivamente. La flecha indica el dia en el que se inyectaron ¢on

ANP.
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En la figura 10 observamos los resultados de la respuesta de la hipéfisis al estimulo
con LHRH de los grupos de ratas control v nefrdticas (Etapa Il grupo 1IB) La
concentracion de LH, medida en cada tiempo estudiado, estd significativamente
disminuida en las ratas nefroticas A diferencia de lo que se presentd en los machos, las
concentraciones de FSH no varian significativamente ni al comparar los valores de ratas
control contra nefroticas, ni en las concentraciones que se presentaron después del estimulo

con LHRH en ambos grupos

100
300 ng LHRH / 100gr de peso
el ¥ I
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_IJE 50
£
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Figura 10. Concentraciones séricas de LH y FSH determinadas en cada intervalo de
tiempo estabtecido después de la estimulacidn con LHRH en ratas de los grupos control (barras
rayadas) y nefrotico (barras negras). Log valores se expresan como ¢l promedio = EEM de
doses diferentes experimentos Los datos se analizaron con el método ANOVA de dos vias para
el efecto de grupe (control contra nefrético) * P<0 0001, La flecha indica el momento en gue
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En la figura 11 se presentan Ios datos obtenidos de progesterona y estradiol después
de estimular a la rata in vive con hCG. Se observan diferencias de concentracién de
progesterona v estradiol entre ios grupos control y nefrticas con 1 dosis, Ja concentracién
encontrada en €] dia 10 casi se mantiene, mientras que los grupos con 4 dosis presentaron
diferencias que ya fueron significativas. En los resuitados de estradiol se observa que el dia
10 se presentaron valores no detectables de estradiol y este valor se mantiene ziin con la

aplicacitn de 1 o 4 dosis de hCG.
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Dia 10 Dia 10+1 dosis Dia 10+4 dosis
hCG hCG

Figura 11. Concentraciones séricas de progesterona y estradiol de ratas de los grupos
control (barras rayadas) y nefrotico (barras negras) determinadas en el dia 10 antes y después
de 1 o 4 désis de hCG Los valores se expresan como el promedic =EEM de dos diferentes
experimentos. Se aplicéd la Prueba de t de Student. * P<0 .05
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V1. DISCUSION.

Los resultados del presente trabajo demuestran la existencia de alteraciones en las unidades
hipofisiaria y gonadal del eje  hipotdlamo-hipofisis-génada como consecuencia  del
establecimiento del sindrome nefrdtico experimental. Particularmente los resultados indican
que aun con diferencias entre los géneros, en ambos sexos se presentan fallas en la respuesta

hipofisiaria al estimulo con LHRH, asi como en la respuesta gonadal al estirulo con hCG

Con el fin de determinar si las alieraciones endocrino-reproductivas se inician a nivel
hipofisiario o gonadal, en la primera etapa del estudio se evalud cronolégicamente el perfil
hormonal en ratas de‘ ambos sexos con sindrome nefrotico en estado agudo Los resultados del
perfil hormonal en machos {Figura 1) muestran que desde el dia 3 posterior a la aplicacién del
ANP, todas ias hormonas evaluadas presentan una tendencia a disminuir, la cual hacia el dia 7 v
10 alcanza significancia estadistica Tomando en cuenta gue se ha informado previamente que
el estado.zgudo del sindrome nefrdtico experimental se presenta entre los dias 7-10 posteriores
a la induccion del sindrome (102), los resultados indican, gque las anormalidades hormonales
aparecen al mismo tiempo que las principales alteraciones bioquimicas de la nefrosis. Por otro
lado la evaluacidén temporzl del perfil hormonal de ia rata hembia nefrdtica, la cual fue
previamente Teportada por nuestro grupo {98), indica que a diferencia de los machos los
cambios hormonales en la hembra nefrética no se presentan en el mismo dia (Figura 4) Asi, a
partir de! dia 3 la concentracion de estradiol disminuye, a partir del dia 7 la concentracién de
LH disminuye significativamente, y la concentracidén de progestercna disminuye hasta el dia
10, fa FSH no presenta cambio aparente a lo largo de todo el estudio. Esta evaluacion nos
permite observar que las alteraciones endocrino gonadales se presentan de manera diferente
entre los géneros ya que, en fa rata macho nefrotica, todas las hormonas cambian al mismo
tiempo, y no s posible definir en qué unidad se inicia ef dafio endocrino Sin embarge, en la
rata hembra la disfuncién hormonal reproductiva parece iniciarse en el ovario, o al menos la
sintesis de estradiol parece ser la primera manifestacion en el eje hipotalamo-hipofisis-génada
por efecto de la nefiosis en la hembra Este d.ato es muy interesante dado que en otra
enfermedad del rifion como la falla renal se sabe que los valores de estradiol tienden a
incrementarse sustancialmente {108), lo cual nos da un indicio de que el hipoestrogenismo es
una caracteristica no solo importante desde el punto de vista repreductivo, sino distintiva de la

nefrosis
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Adicionalmente, los datos de las mediciones temporales del perfil hormonal en ratas nefraticas
de cualguier sexe nos conducen a las siguientes observaciones: a) la disminucién en la
concentracion de esteroides sexuales circulantes tiene un impacto directo sobre sus actividades
intracelulares en tejido blanco, asi en los machos nefréticos el peso de prostata ventral v
vesicula seminal disminuyen significativamente v en las hembras nefroticas es evidente la
pérdida del ciclo estral, b) la disminucidn de esteroides sexuales como androstendiona y
progesterona que se forman en las reacciones iniciales de la ruta estercidogénica gonadat
sugiere fusrtemente [a existencia de un dafio en la esteroidogénesis testicular y ovarica en el
sindrome nefrético, ¥ ¢} el hecho de que las concentraciones de ambas gonadotropinas no se
eleven como respuesta a los niveles bajos v a veces casi indetectables de esteroides sexuales
circulantes, también muestran una pérdida de los mecanismos de control por retroalimentacion

del eje hipotalamo-hipéfisis-gdnadz asociado al sindrome nefrético

En lz segunda etapz del estudio se evalud la funcidn hipofisiaria de la rata nefrdtica en base a
una prueba dindmica con LHRH. En la rata macho, los resultados muestran una clara falla
hipofisiaria va que & pesar de que la concentracidén de ambas gonadotropinas aumento a lo lfargo
de los 80 minutos posteriores al estimulo con LHRH (Figura 2), tanto LH como FSH se
liberaron en menor concentracidn con respecto & los animales control Por su parte el estudio
realizado en hembras nefréticas indica que solamente la respuesta hipofisiaria en términos de
LH se altera (Figura 8}, lo cual nos lleva a especular que ciertamente hay disfuncién
bipofisiaria, pero, que si esta umidad es capaz de Hberar FSH en forma normal durante el
sindrome nefrético, tanto en condiciones basales como estimuladas con LHRH, se asume la
existencia de mecanismos especificos involucrados en el control de la sintesis y liberacion de
cada gonadotropina y que aquel que regula & LH se encuentra especificamente afectado en Ja
hembra con sindrome nefrotico Estos resultados apoyan las evidencias reportadas respecto a la
existencia de un factor liberador para FSH o FSHRII diferente del LHRH Por gjemplo, &
empleo de suero anti LHRH o el uso de antagonistas puede suprimir la liberacion de LH sin
alterar el pulso de FSH {103-104) Ademés, algunos péptidos inhiben Ja fiberacion de LH pero
no la de FSH, mientras otros estimulan FSH sin afectar LH (103) En conjunto podemaos decir
que ademas de que los mecanismos hipofisiarios de control de LH v FSH puedan ser diferentes

entre si, estos se alteran de manera distinta segun ef género durante el sindrome nefrotico



Condicion semejante se ha reportado en otras enfermedades renales como ia falla renal, en la

que los hombres son més afectados que las mujeres (105-107)

Por otre lado, sabiendo de la necesidad de un apropiade estimulo de gonadotropinas para la
sintesis de esteroides gonadales, el cual comprende un ritmo de lberacién pulsatil y la
glicosilacion especifica de LH y FSH (108-113), es posible pensar que durante el sindrome
nefrdtico pudiera haberse perdido el ritmo de liberacidén hormonal o que existan fallas a nivel de
la glicosilacién de las gonadotropinas, lo cual constituya el factor neuro-endocrine a partir ded
cual se desencadenan las alteraciones hormonales asociadas a la nefrosis.

En la siguiente etapa del estudio se evalué la funcién gonadal en base a una prueba dindmica
con hCG Se emplearon dos diferentes esquemas de dosis del estimulo con hCG. En los machos
nefréticos, ambos tratamientos resultaron ea una respuesta testicular normal i2 vivo en términos
de la biosintesis de testosterona (Figura 5), io que indica que la actividad bioldgica testicular de
las gonadoiropinas asi como la maquinariz esteroidogénica aparentemente se preserva durante
el sindrome nefrdtico Sin embargo, ya que las concentraciones de estradiol en ratas nefroticas
antes y después de los estimulos con hCG fueron indetectables, v considerando que la sintesis
de estradicl es responsabilidad de la enzima P450 aromatasa (P450arom) (testicular y
periférica) (36), podemos concluir que en la condicion nefrdtica se presenta un efecto dafiino
sobre la P450arom el cual podria implicar un factor o elemento comin que afecte a todos los
promotores tejido-especifico que se sabe regulan a la P450arom (114) Los resultados def
estudio en animafes hembra nefréticos son igualmente interesantes aunque diferentes
Encontramos que con los dos esquemas de aplicacién de hCG a las hembras nefroticas no fue
posible estimuiar la sintesis de progesterona y estradiol En este caso los resultados sugieren
que la enzima detreminante en la sintesis de esteroides sexuales gonadales, fa P450sce (side
cleavage chain), la cual convierte pregnenolona a progesterona se alteran durante fa nefrosis de
la hembra, asi como la P450arom mencichada en el caso de los machos nefroticos Si bien estos
resuftados pueden ser explicados en base a fallas en la calidad de las gonadotropinas
hipofisiarias © por alteraciones sobre los receptores de LH v FSH, los hallazgos fueron
inesperados dado gue en un estudio previe (101) encontramos que las feromonas del macho
intacto estimulan la sintesis de estradiol y restauran la funcién reproductiva er la hembra
nefrética. A este respecto podemos especular que a diferencia de uno o mis bolos de hCG, las
feromonas probablemente ofrecen un mecanismo mas fino y positive sobre el propuesto eje

érganc vomeronasal-hipotalamo-hipofisis-génada { 113-120)
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Los resultados del presente estudio amplian el conocimiento acerca de la disfuncion endocring
reproductiva asociada al sindrome nefiético En conjunto los datos indican claramente que en la
condicion nefrdtica se presenta disfuncidn hipofisiaria v gonadal, cuya manifestacion es

especifica del género.
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V1, CONCLUSIONES.

L

(V8]

En el sindrome nefidtico experimental agudo inducido por ANP se

presentan alteraciones hormonales que se instalan al mismo tiempo que las

ancrmalidades bicquimicas caracteristicas de este sindrome, es decir se

inician en el dia 3 posterior a la aplicacidn del ANP y alcanzan

significancia estadistica en los dfas 7 y 10

Durante el proceso de instalacion y establecimiento del sindrome nefrético se

perdieron los mecanismos de control por retrealimentacion que regulan el eje

hipotalamo-hipéfisis-gonada, ya que, permanecen circulando concentraciones

muy bajas de gonadotropinas con niveles de estradiol indetectables

La disfuncion endocrino-reproductiva que se presentd en el sindrome

nefrético se manifestd de diferente manera entre los géneros

2}

0)

En la rata macho nefidtica se dafian las funciones ds la
hipdfisis y de la génada al mismo tiempe (dia 7) y como
consecuencia de ello es en ese dia en donde se observa una
disminucién significativa en las concentraciones de

gonadotropinas y hormanas estercides circulantes

En la rate hembra nefrética la  disfuncion  hormonal
reproductiva parece iniciarse en el ovario debido a la

disminucion significativa de estradiol desde el dia 3

4 El sindrome nefrdtico tuve un efecte dafiino sobre iz funcién de las unidades

del eje hipofisis-gonada y el resultado de esta disfuncion se manifiesto

también de diferente manera en cada géneso.
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a)

o)

La hipéfisis de ratas macho nefrdticos respondi¢ de manera
atenuada a! estimulo con EHRH para la secrecién de LH v
FSH En las ratas hembra solo se alteran los mecanismos
invalucrados en el control de la sintesis y secrecion de LH
va que la concentracién de FSH se mantiene sin diferencias
significativas al compararias con el grupo control

La respuesta de las gdénadas de animales nefrdticos al
estimulo con hCG reflejé una alteracidon en la ruta
esteroidogénica que en los machos se presentd en la sintesis
de estradio! y en las hembras desde la sintesis de

progesterona
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Abstract

To investigate the pimditary-testicular funetion in nephrotic rats, a sequence of experiments was
undertaken in adult male rats after a singie dose of puromycin aminonuclecside (PAN) Endocrine
modifications were evaluated chronolegically throughout the experimental disease in order to determine
the appearance of hormone alterations which lead to the axis dysfunction. Serum concentration of LH,
FSH, androsienedione, total and free testosterone, estradial as well as urine testosterone were measured
by specific RIAs on days 3, 7 and 10 afier treatment on nephrotic and control groups. Prolactin was atso
evaluated on day 10. Likewise, total weight of various androgen responsive tissues from both groups
was recorded, and the number of androgen receptor (AR) binding sites were determined. To know the
functionai status of the hipophyseai-testicular unit, groups of nephrotic and control rats were stimulated
with LHRH {300 ng/100 g b w ) or with one or four doses of hCG (8 UI}, respectively Additionalty, the
relative in vino biological activity of FSH from nephrotic and conwel rats before and afier LHRH
stimulus was determined. The results from the hormonal profile revealed clear endocrine disorders
characterized by a progressive diminution of all serum hormones except prolactin and-urine testosterone,
which remained unmodified. The weight of the main androgen responsive tissues, the ventral prostate
and the seminal vesicle, decreased parallefly to androgen diminution The binding analysis of AR shows
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a significam elevation of the available androgen sites in all analyzed tissues except Kidney and
hypothalamus, The secretion of LH and FSH from nephrotic animals afier LHRH administration was
lower than that from intact animals at the registered times, Interestingly, the biological activity of FSH
from nephrotic rats was not detectable at both, before and afier LHRM administration. Testicular
response 10 hCG stimuli, in terms of testosterone synthesis was not significantly different in the two
groups analyzed with respect 1o the intact animals By contrast, no response was observed in terms of
estradic] production et either one or four doses of hCG. On the whole, the results presented herein allow
us 10 conclude that experimental nephrosis has a hannful effect on the pituitary-testicular axis, and
strongly suggests that the endocrine dysfunction is initiated at the hypophyseal level; even though a
specific testicular damage is also present @ 2002 Elsevier Science Inc All nights reserved.

Keywords Nephrosis; Sex stereid hormones; Gonadotropins; LHRH; hCG; Bicactivity

Introduction

Human and experimental nephrotic syndrome are mainly charactetized by profound
alterations in the metabolism of plasma proteins [1] In children this iliness has been asscciated
with poor growth at puberty and delayed secondary sexual development [2]. Likewise, during
adulthood endocrine disorders have been related to nephrotic svndiome. However, most en-
docrinological studies of this illness concern themselves with the investigation of the pituitary-
thyroid axis function {3,4). Thus, although it is well known “that the gopadal function is
adversely affected by rénal diseases, such as chronic renal failure [5], only few studies have
examined this important issue in the nephrotic syndrome To owr knowledge, the pituitary-
gonadal axis in male nephrotic rats has been the object of two reports; unfortunately, however,
their findings are pot consistent. Glass et al. found hypogonadotropic-hypogonadism [6] and
Elias et 21 hypergonadotropic-hypogenadism [7]

In an attempt to obtain more precise information about the endocrine disorders associated
with the nephrotic syndrome, our group has previously established the existence of pituitary-
ovarian dysfunction in the nephrotic syndroma{8] as well as the effect of the nephrotic stage
upon fertility capacity [9] using the rat experimental model In the present study, in a time
course experiment the reproductive hormonal profile was characterized, and the pituitary and
the testicular function was separately evaluated in rats with puromycin aminonucleoside-

induced nephrotic syndrome.

Methods

Reagenis

Puromycin aminonuclecside (PAN) was purchased from Sigma Chemicel Co. (St. Louis,
MQ). LHRH 0.1 mg/m} (Relefact LHRH, Hoechst AG, Frankfuri, Gexmany} hCG 5000 U/ml
{gonadotropyl-c, Hoechst Marion Roussel, Mexico City, México) [17 -metit->*H)dimetilnor-

S8
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testosterone {DMNT; ea=8% Cifmmol]) was purchased from New Englang Nuclear Boston,
MA. All other chemicals were reagent grade and available commercially.

Animals

Adult mate Wistar rats weighing 200-250 g were maintained under 14:10 h light.darkness
cycles. Water and food pellets were available ad libitum

Experimental design

Nephrotic syndrome was induced by a single subcutanecus injection of a 2% PAN solution
(15 mg/100 g body weight) in 0.9% saline [10] The control groups received a sham-injection
of saline Rats were kept in metabolic cages for 24 h before the experiments to coilect urine
samples. Animals were killed by decapitation on days 3, 7 and 10 after wreatment. Serum
samples were thenw collected and stored at 20 C until assayed. Prostate and seminal vesicles
were excised, cleaned and weighed

Pituntary function

On day 10 five groups of nephiratic (n=5) as well as five groups of intact animals (n=>5) were
selected to receive a single 1.p dose of LHRH (300 ng/ 100 g body weight), one group from
each treatment killed at 0, 20, 40, 60 and 80 minutes respectively, afier releasing factor
administration Serum samples were stored to measure LH and FSH concentrations The same
experiment was performed five times

Testicular function

Two groups of nephrotic (n=135) as well as two groups of intact animals (n=3) were stimulated
with hCG (8 Ul/dose); one of each group received a single dose on day 14 while the other group
received a daily dose of hCG for four days, from day 7 to 10 after PAN administration The
animals were killed on day 10 and serum was stored at 20 C until testosterone and estradiol
measurements were made The experiment was performed twice.

Hormone assay

Serum LH, FSH, and prolactin were measured by specific radioimmunoassay using the
double antibody technique with reagents and protoco! supplied by the National Hormone and
Pitvitary Program (NIDDX, Baltimore, MD) The intra- and inter-assay coefficients of var-
iations were 5.1% and 6 3% for LH, 4% and 7 9% for FSH, and $ 2% and 7.1% for prolactin
respectively. The results were expressed in ng/m! of the international reference standard NIH
LH-RP-3, FSH-RP-2 and PRL-RP-3. Serum concentrations of androstenedione, total and free
lestosterone and estradiol were measured by radioimimunoassay using kits purchased from
Diagnostic Products (Los Angeles, CA). The intta- and inter-assay coefficients of variation

<
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Table 1 .
Biochemical determinations in serum and urine from eontrol {C) and nephrotic (N} rats

Days Serum total protein®g/d]  Serum cholesierol® md/d!  Serum albumin® g/di  Urine protein® mg/24 b »
ic 73202 5633 32201 1532 3
N 59%04 8047 34=02 277=14 7
7C 7Tx02 756 £ 4 34201 249=4 3
N 44£0] 357.0 £ 21 14006 570.0 £ 44 7
16C 83204 6227 3.1z 0.08 2987 3
N 5001 3240+ 16 12003 4106 % 56 9

Results are expressed as mean = SEM
¢ Two-way ANOVA; p < 0.0001

were & 1% and 8 3% for androstenedione, 4 4% and § 2% for total testosterone, 3.6% and 9.7%
for fiee testosterone, and 6.1% and 7 4% for eswadiol respectively.

Androgen recepior

[17 -metil-*H] dimetilnortestosterone ([*H JDMNT) (1-2 nmol/L) was used as the radio-
ligand in the incubation of cytosolic fraction extracted from the ventral prostate, the seminal
vesicle, the kidney, the hypothalamus and pitvitary of contrel and nephrotic animals on day 10
after PAN administration. Non-specific binding was determined by the addition of an excess
(100 fold) of radioinert DMNT [11].

Anabtical determinations

The total protein in seyum and uvrine as well as cholesteral in serum were measured by
colorimetric methods, as described previously [8,10].

In witro broassay of FSH

The human embryonic kidney-derived 293 cell line transfected with the human FSH
teceptor cDNA was kindly donated by Dt Aaron 1.W. Hsueh, Standford University, CA,

Table 2

Body weight and androgen-dependent tissue weights from control {C) and nephrotic (N) rats

Days Body weight® ¢ Ventra) prosine® g Seminal vesicle® p n
3C 29892 G20 00 063+00) 3
N 250 £ 87 016£00] 036+ (.02 7
7C 307 = 14 030+ 003 0.71 £0.04 3
N 297 =87 013 %001 0272005 7
we 0= 15 023002 072007 3
N 276 £ 8.6 0,00 =0.01 .15 £ 0.01 9

Results are expressed as mean = SEM.
® Two-way ANOVA; p=00(3.
® Two-way ANOVA; p < 0,000}
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USA. The origin, handling, ligand specificity and biochemical properties of the recombinant

human FSH receptor expressed by this cell line have been described elsewhere [12]. Trans-
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Fig 1| Serum hormene concentrations from control {C) and nephrotic {N) rats determined on days 3, 7 and 10

after PAN administration Values show the mean * SEM. *twe way ANQVA, p < 0 0001
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fected 293 cells (2 10° cells’culture dish) were exposed to increasing doses of each serum
samples from centrol and nephrotic rats, obtained before and 40 minutes 2fter LERH stimudus,
Each serum samples were added to the cells in the presence of 0125 mM 3-isobutil-/-
methylxanthine (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA) for 24 h at 37 C. After incubation,

Testosterone
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Day 3 Day 7 Day 10
Control Nephrotic
Fig 2 Serum total, free and urine testosterone data from control and nephrotic males at all time points Values

show the mean + SEM. # one way ANOVA, p < () 05 of control vs nephrotic group on day 7 * one way ANOVA,
p < 0.00] of control vs nephrotic group on day 10
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Androgen Receptor

3HIZ)_MNT fmolfmg protein

Vendral Seminal Kidngy Hypothalamus Pituiiary
Prostate Vesicle

Fig 3 Specific binding of [*H]dimethylnariesiosierane (DMNTY in cyiosol from various tissues obtained from
conirel (C) and nephrotic (N) rats Cytosol fractions (100 1) were incubated overnight with saturating amount of
[PHIDMNT (4 0 nM) with or without a 100-fold excess of unlabelled DMNT. Data are presenied as the mean valne
(£SEM) of specifically bound [PH]DMNT for four determinations. * Student’s r-1es1, p<0.05 of control vs nephrotic
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Fig 4. Serum LH and FSH concentrations determined at each time point after LHRH stimulation in contzol (C)
and nephrotic (N) groups. Values are expressed as the mean = SEM *= two way ANOVA for the effect of group
(nephrotics cr controls), p < 0.0001 Arrow show the titme when LHRH was administered. :
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lotal (intra- and extracellular) ¢AMP concentrations were determined by radieimmuncassay
afler acetylation of both the samples and cAMP standards,

cAMP radicimmuncassay

The radicimmunoassay of ¢cAMP was performed as previously described by Zambrano
et al. 1996 [13] The assay employved 2-O-monosuccinyl cAMP tyrosylmethy] ester. (Sigma
Chemical St. Louis, MO, USA) iodinated by the chloramin-T method as the labelling ligand
and the CV-27 ¢cAMP antjserurn (NIDDK) at a final dilation of 1:150,000. After incubation
at4 C for 24 h, antibody-bound and free cAMP were separated by ethanolic precipitation
followed by centrifugation at 1200 g at 4 C The intra- inter-assay coefficients of varialion
were <6% and <12%, respectively The standard curve was constructed using rat FSH-RP-2
(NIDDK.) and human recombinant FSH (rec-F3H;0rg32489, Organon International BV,
Css; Holland) as the FSH standards. Each serum sample from control o1 nephrotic rats was
tested for in vitto bicactivity at 4 different doses ranging from 12.5 to 75 leulture dish, in
triplicate incubations. The relative in vitro biological activity of FSH was calculated con-
sidering each dose anafyzed and is expressed as the bioassay/fimmunocassay (B/1) acivity
ratio, in this case, the ratio of activity in the in vitro bioassay relative to the activity in the
radicimmunoassay. (B/RIA).

§;§
E‘m"‘\'; |
\ \
NN

pay 1¢ Day 1041 dose Day 10+4 doses

hCG hCG

Fig. 5 Serum testosterone and estradio] concentrations from contrel {C) and nephrotie (N) rats, delermined on dav
10 before and afier ! o 4 doses of hCG. * Student’s r1est, p < 005 of contrel vs. nephrotic
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Fig 6. Bioactivity of FSH in terms of cAMP production by 29% cells transfected with hFSH receptor Standard
curves were performed with yat fFSH-RP2 and human rec-FSH. Jrser: the B/ ratio for control and nephrotic
groups, before {Pre} and 40 minutes after LHRH sumuli Values show the mean = SEM *p < 0 05

Statistical analysis

The results of biochemical determination and tissue weights (Tables 1 and 2), as well as
hormonal measurements on days 3, 7 and 10, or after LHRH stimulus (Figs 1 and 4), were
evaluated by two-way ANOVA Data from total, free and urinary testosterone (Fig. 2) were
analyzed by one way ANOVA and the Dunnett test. The unpaired student’s t-test was used to
assess data from binding of androgen receptor (Fig. 3), results of lestosterone or estradiol
concentrations released after gonadotropin stimulus (Fig 5), as well as to eveluate differences
between FSH B/l ratie (Fig 6). P < { 05 was constdered to be significant’ Statistical analysis
was performed by using analyzing Data wth Graph Pad Prism (version 3; Graph Pad Software,
San Diego, CA).

Results

The nephrotic stage in male rats was evident in PAN-injected animais on days 7 and 10 by
the presence of proteinuria, hypoproteinemia, hypoalbuminemia and hypercholesterolemia
(Table 1}. The reproductive profile evaluated on days 3, 7 and 10 is shown in Fig. 1 A common
pattern for all evaluated hormones can be observed in all nephrotic groups, on days 7 and 10,
LH, FSH, androstenedione, testosterone and estradiol levels were found significantly reduced
in nephrotic groups respect contrel rats. Similarly, as shown in Fig 2, total testosierone as well
as free testosterone concentrations dropped drasncallty from day 7, whereas, the urine tes-
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tosterone remained unchanged Besides, on day 10, no differences were detected in prolactin
concentration in nephrotic males compared with conirol groups (nephrotics=2 64 = {26
versus controls=2 95 + 030 ng/ml, n=10).

The changes in the body weight and male sex accessory organ weights from contro) and
nephrotic groups are summarized in Table 2. The average of the initial body weight was 265 +
21 g, which mostly decreased on dey 3 after PAN administration; however, on days 7 and 10
we have to consider that these animals presented intraperitonea] fluid retention The weight of
ventral prostate decreased markedly on days 7 and 10 from nephrotic rats, in the same way,
the weight of seminal vesicle decreased significantly from day 3, in all PAN-treated animals

To assess whether the nephrotic stage induced changes in the concentrations of androgen
receptors, experiments were conducted in cytosolic fractions from different target tissues. As
can be seen in Fig. 3, the tissues from nephrotic animals contained more [3H]DMN‘T'-bind
ing sites than those of the contro] group The androgen binding sites concentration showed
significant differences in prostate, serninal vesicles and pituitary, but pot in the kidney
or hypothalamus

The in vivo effect of gonadetropin-releasing hormone (LHRH) on the pituitary in terms of
- LH and FSH released, its presented in Fig 4. The results show the mean of five experiments
- performed. Afier LHRH sdministration, nephrotic animals consistently exhibited a minor LH

and FSH concentrations respect to the control groups Even though, the circylating gonado-
lrapin concentrations increased in nephrotic rats after pituitary stimulus, they never reached the
control values, .

We next studied the functional status of the testicular unit by in vive hCG administration
Fig. 5 shows 2 fairly similar testosterone responst in neplotic as well as in control animals,
either with one dose of hCG on day 10 or 4 doses of hCG administered during the acule phase
of the illness In contrast, no changes were noticed in estradiol concentration from nephrotic
males after both, one or 4 doses of hCG.

In the present study, we also examined the capacity of FSH to induce 2 measurable Tesponse
In 2-bicassay system. A cell line transfected with the human FSH receptor which has been
optimized in a heterologous test for rats [12) was employed and to properly interpret the results,
pituitary standards from human and 1ats were included As can be observed in Fig. 6, using
increasing doses of both rat (RP-2) and human (rec) FSH standards an appropriate cAMP
production by transfected 293 cells were observed However, the relative in vito bioactivity of
FSH from nephrotic rats was not able to induce response in the bioassay syster (Fig. 6, inset)
The discrepancy between B/I ratio in serum from control before {Pre) and 40 minutes after
LHRH adminisiration has been observed by other authors [14} and explained by the limited

‘pruitary reserve to synthesize bioactive forms of gonadotropin under highly demanding
conditions such as the admirjstration of pharmacological doses of exogenous LHRH.

Discussion

To address the relevance of reproductive dysfunction during the nephrotic syndrome, in this
study we investigated the pituitary-testicular axis status on the experimental model of this

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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important disease The findings can be numbered as follows; 1) diminution of gonadotropin
and steroid hormones, 2} decrease of both total and free testosterone in serum without urinary
Josses, 3) increase in the number of androgen receptor binding sites on ventral prostate, seminal
vesicle and pituitary, 4) diminution of pituilary response to LHRH stimuli, 5} undetectable in
virro FSH bioactivity, and 6) zbnorma! testicular response to hCG, particularly in terms of
estradiol biosynthesis.

The time-course study was designed to know if the hormonal changes were initiated at the
pituitary or at the gonadal level Taking into sccount the fact that the acute stage of experimental
nephrotic syndrome is presented between days 7 to 10 [13], the results indicate that ali hor-
mones were affected and that all those hommenal abnormalities appear once the main hio-
chemical characteristics of nephrosis were installed (Fig. 1 and Table 1). By contrast, in
previous report from female nephrotic rats [8] it was found that among other important changes,
estradio] decrease significantly since day 3 and FSH do not change along the study. Thus, even
though with these results we could not claiify in which part of the reproductive axis the
dysfunction was initiated, we can conclude that axis abnormalities are different between the
gender and, as we have previously established in female nephrotic rats [8], hypogonadotrepic-
hypogonadism is the hallmatk of male nephrosis

The data from hormonal measurements also showed a lack of elevation of gonadowopin
levels in spite of the steroid withdrawal in nephrotic rats, which reflected a lack of feed back
control of hypothalamic pituitary unit. However, the significantly diminution of steroid hor-
mones from androstenedione to estradiol conld also indicates a damage in the testicular
steroid synthesis pathway Likewise, the diminution of ventrd] prostate and seminal vesicle
weights revealed the impact of steroid hormone diminution upon those tissues during the
study. Te know if such hormonal alierations were the resuit of an hypersensitivity to the
negative feedback effect of testasterone, as mentioned by Glass et al [6], we first investigated,
using the time-course experiment design, the concentration of total, free and urinary testos-
terone in male nephrotic rats. Interestingly, the results showed that neither testosterone (free or
total) nor the urinary testosterone increased during the experimental nephrosis; on the con-
trary, they tended to decrease (Fig. 2), thus indicating that the hypogonadotropic-hiypogonad-
ism can not be explained by the effect of an increased free fraction of the circulating
testosterone upon the pitvitary or hypothalamic unit. Secondly, we made the analysis of the
androgen receptor by measury the number of the available androgen binding sites inmephrotic
tissues. We found that the receptor sites increased not only in the androgen dependent tissues
of the ventral prostate and seminal vesicle but alsc in the pituitary. Even though these daa
supported the idea of a possible hypersensitivity of the pitwitary to testosterone via an increase
in the number of apdrogen receptors, these phenomenon could be simply duve to the androgen
depletion [16].

Next, the study was conducted to evaluate the pituitary and the testicular function during
the acute stage of the nephrotic syndrome. The results of the evaiuation of the pituitary
fimction clearly revealed a pituitary failure in the nephrotic rats. The amount of LH and FSH
secreted by nephrotic maies during the 80 minutes evaluated after the injection of hype-
thalamic refeasing factor (LHRH), significantly decreased, as compared with untreated males.
The results showed a minor {or delayed) but sustained increase in serum LH and FSH

©!
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concentrations, which could describe either a partiaily loss of LHRH pituitary response via its
own receptor or a significant reduction in gonadotropin synthesis. These data support the
hypothesis that states that an aberrant neuroendocrine regulation of LHRH or LH/FSH
secretion could be the starting point of the endocrine dysfunction associated with nephrotic
syndrome [8] Similarly, alterations in the hypothalamic-pitaitary unit have been reported in
both human. and animal model of chionic renal failure [17,18]. Interestingly, the endocrine
alterations are not the same in chronic renal failure than those observed during the acute or
chronic state of nephrotic syndrome [19,20]. For example, though hyperprolactinemia is
conunon in uremia [21], our results show consistentiy normal prolactin concentrations, Taken
together, (hese data strongly suggest the existence of mare than one factor or mechanism by
which the hypothalamic andfor the pituitary unit are affected at each specific disease. This
interesting issue deserves future research

Throughout this study we have analyzed the iesticular function in nephrotic rats with
dynamic test, specifically by using two different doses schemes of the hCG stimuli Both
treatments resulted in a normal in vivo testicular response of nephrotic males in terms of
testosterone biosynthesis (Fig 35), indicating that the testicular biological activity of
gonadotropins as well as the steroidogenesis machinery were apparently preserved However,
since circulating estradiol concentrations from nephrotic rats were not detectable at time zero
and after either of the hCG stimuli, and considering that it is known that testicular Leydig
cells possess the capacity to synthesize estrogen {22,237, we speculate that the nephrotic
condition has a specific harmful effect upon aromatase (P450 arom, testicular and peripheral)
indeed, the results from this dynamic test as well as from previous reports of acute and
chronic nephrosis show that hypoestrogenism is a predominant feature of nephrotic syn-
drome [8,9,19,20]. _

I order to explore if the minor pitvitary response to LHRH stimuli 2s well as the low
capability of the testis to respond to hCG, specifically in terms of estradiol production, were
refated not only with FSH quantity but also with its quality, a bicassay system was performed.
The results clearly show that FSH from nephrotic rats has lost the ability to bind to the target
cell receptor even though it can survive in the circulation and be detected by immunological
assay. Likewise, based on the fact that the regulation of P45} arom is contrelled by
gonadotropin hormones via a cAMP-dependent mechanism [24], the lost of FSH bioactivity
i§ in aceordance with the failure observed in estradiol biosynthesis from nephzotic rats (Fig 3)
These data strongly suggest that during the nephrotic syndrome the pituitary production and
secretion of gonadotropin is highly altered.

In conclusion, the results of this study demonstrate the exisience of pituitary-testicular axis
dysfunction during the experimental nephrotic syndrome. The present data aiso show that the
pituitary function is highty diminished and the estradiol biosynthesis is completely suppressed
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Abstract

To investigate the pituitary-ovarian status during the acute state of the nephrotic syndrome,
a sequence of experiments were undertaken in adult female rats after a single dose of the
puromycin aminonucleoside (PAN). The functional condition of the hypophyseal-ovarian
unit was determined in control and nephrotic rats by two dynamic tests. In the first one, 10
days after PAN or placebo administration female rats were stimulated with LHRH (300
ng/100 g b.w.) and samples were collected at 0, 20, 40, 60 and 80 minutes after releasing
factor administration. The second dynamic fest, which was performed in control and
rephrotic rats, consists of one (day 10 after PAN) or four (between days 7 to 10 after PAN)
doses of hCG (8 UT), respectively. In all cases, serum samples were collected on day 10. In
addition, the relative in vitro biological activity of FSH from control and nephrotic rats
before and after LHRH stimulus was determined. The results reveal that after a stimulatory
dose of LHRH the secretion of LH was significantly diminished in nephrotic rats at all
registered times. By contrast, notmal response was observed in terms of FSH secretion in
nephrotic females. On the other hand, no ovarian respense, in terms of progesterone or
estradiol synthesis, was observed in nephrotic rats after either one o1 four stimuli with hCG.
Interestingly, in spite of the normal or high concentrations of FSH, the biological activity of
FSH was totally abolished in nephrotic rats On the whele, the results from this study
indicate that the nephrotic syndrome had a harmful effect on the pituitary-ovarian unit, and
strongly suggest that the endocrine dysfunction could be initiated at the hypophysial level;

even though a specific ovarian damage is also predictable.



Introduction
Renal discases are complex disorders where usually, in addition to the specific damage
upon renal structures, alterations in the endocrine system are also present (1-3). In this
context, our group has characterized the reproductive-endocrine alterations associated
specifically to the nephrotic syndrome at both, experimental model and male patients (6-
11)  Particularly, using the pwomycin aminonucleoside (PAN) compound, which
reproduces the nephrotic syndrome, simiiar to the minimal changes human disease (12}, we
have reported that female nephrotic syndrome is characterized by loss of estrous cycle,
follicular atresia, low circulating LH and undetectable levels of estradiol as well as fertility
diminution (6-7, 9). However, the existence of specific alterations at the pituitary and/or
ovarian unit rtemain unknown. Accordingly, the present study was designed to assess, based
on two different dynamic tests and the evaluation of the FSH biological potency, the status

of the pituitary and the ovary during the acute stage of the experimental nephrotic

syndrome



Materials and methods

Reagents

Puromycin aminonucleoside (PAN), 1-methyl-3-isobutil-xanthine and 2-O-monosucciny]
cAMP tyrosylmethyl ester were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)
Reagents for RIA of LH and FSH were kindly provided by the National Hormone and
Pituitary Program (NIH) (Baltimore, MD) RIA kits for progesterone and estradiol were
purchased from Diagnostic Products Corporation (Los Angeles, CA, USA) LHRH 0.1
mg/mi (Relefact LHRH), was from Hoechst AG (Frankfurt, Germany). bCG 5000 U/ml
{gonadotropyi-c), was from Hoechst Marion Roussel (Mexico City, México). All other
chemicals were of reagent grade and avajlable commercially.

Animals

Adult fermale Wistar rats of 2-month-oid, weighing 220 té) 250 g at the start of the
experiments, were used. Only those animals showing 4-day estrous cycles were included.
The animals were fed with Lab Diet brand animal food containing not less than 23% crude
protein from PMI Feeds (St Louis, MO). Water and food pellet were available ad iibitum.
Monitoring the estrous cycle

The ovarian cycle was monitored throughout the study based on the vaginal smear patierns,
considering that ovulation occiurs around every 4 days with proestrus, estrus, diestrus 1 and
diestrus 2 phases, and classifying the stages accordingly to Fox er @/ (13) and Freeman et
al (14) critenia.

Experi.mental design

Nephrotic syndrome was induced by a single subcutaneous injection of a 2% PAN solution

(13 mg/100 g body weight} in 0.9 % saline {13). Control rats received a sham;injection of



saline. On day 9 rats were kept in metabolic cages for 24 hows to collect urine samples,
Animals were killed by decapitation on day 10 after each dynamic test was performed and
serum samples were collected and stored at 20°C until assayed

LHRH dynamic test

The pituitary function was evaluated y the measurement of the LH and FSH released in
response to LHRH administration. On day 10 five groups of nephrotic as well as five
groups of control rats {n=5) received a single ip. dose of LHRH (300 ng/ 100 g body

weight) and thereafter, one group from each treatment was killed at 0, 20, 40, 60 and 80

minutes respectively.

hCG dynamic test

The ovarian function was evaiuated by the measurement the progesterone and estradiol
released in response to kCG administration. Two groups of nephrotic as well as two groups
of intact animais (n=5) were stimulated with {8 UV dose); dhe of each group received a
single dose on day 10 while the other group received a daily dose of hCG for four days,
from day 7 to 10 after PAN administration. The animals were killed on day 10 and blood
serum was stored until the performance of steroid hormone measurement.

Hormonal assays _

Serum LH and FSH wére measured by specific RIA by using the double antibody technique
with reagents and protocol supplied by NIH The intra- and inter-assay coefficients of
variations were 5.1% and 6 5% for LH and 4% and 7.9% for FSH, respectively. The results
are expressed in ng/m! of international reference standards NIH LH-RP-3 and FSH-RP-2.
The steroid hormones, progesterone and estradiol, were also measured by specific RIA. The

- intra and inter-assay coefficients of vartations were 2.1% and 6.0% for progesterone and

3.8% and 7.1% for estradiol, respectively.



Analytical determinations

Considering that nephrotic syndrome is chaxécterized by proteinuria, hypoproteinemia and
hypercholesterolemia, total protein in serum and vrine as well as cholesterol in serum were
measured by spectrophotometric methods, as reported by Pedraza-Chaverti er af. (6, 15)

In vitro bioassay of FSH

The human embryonic kidney-derived 293 cell line (HEK-293) transfected with the human
FSH receptor cDNA was kindly donated by Dr. Aaron J. W, Hsueh, Standford Unjversity,
CA, USA The origin, handling, ligand specificity and biochemical properties of the
recombinant human FSH receptor expressed by this cell line have been desciribed by Tilly
et af (16) This system has been optimized as a heterologous test for rats where standards
from hurnan and rats have been inciuded (16, 10). Transfected 293 cells (2x1 0° cells/culture
dish) were exposed to increasing deses of each serum sarnp]t;.s from control and nephrotic
rats, obtained before and after LHRH stimulus. Each serum sample was added to the cells
in the presence of 0.125 mM l-methyl-3-isobutil-xanthine for 24 h at 37°C  After
incubation, total (intra- and extracellular) cAMP concentrations were determined by RIA
after acetylation of the samples and cAMP standards. |

cAMP radicimmunoassay

The RIA of cAMP was performed as previously described by Zambrano er al. 1996 (17).
The assay employed 2-G-monosuccinyl cAMP tyrosylmethyl ester iodinated by the
chioramin-T method 2s the labeling ligand and the CV-27 cAMP antiserum (NIDDK) at a
final dilution of 1:150,000 After incubation at 4°C for 24 h, antibody-bound and free
cAMP were separated by ethanolic precipitation followed by centrifugation at 1,200xg at

4°C. The intra- and inter-assay coefficients of variation were <6% and <12%, respectively



The standard curve was constructed using rat-FSH RP-2 and human LER-%07 as the FSH
standard Each sample was tested for in-vitro bioactivity at 4 different doses ranging from
12 5 to 75 pl/culture dish, in triplicate incubétions. The relative in vitro biological activity
of FSH was calculated considering each dose analyzed and is expressed as the
bioassay/immunocassay (B/E) aetivity ratio, the ratio of activity in the in vitro bioassay
relative to the activity in the RIA (B/RIA).

Statistical analyses

The results are expressed as mean = SEM Biochemical determinations {Table 1) were
analyzed by unpaired student’s stest Serum LH and FSH concentration measured afier
LHRH (Figure 1) as well as differences between FSH B/l 1atio (Figure 3) weze analyzed by
two-way ANOVA The unpaired student’s ~test was used to assess the progesterone and
estradiol 1eleased after hCG dynamic test (Figure 2) p<0.05 was consider significant.
Statistical analysis was pcz‘fbxmed by the program Analyzing' Data with Graph Pad Prism

version 3, 1999 (Graph Pad Software Inc, San Diego, CA).



Results

PAN-injected rats developed marked proteinuria, hypoproteinemia, hyperlipidemia and
asciiis on day 10 (Table 1} which revealed the nephrotic stage of the female animals.
Likewise, as we have reported previously, female nephrotic rats lost the normal estrous
cycle and set the animals at diestrous stage. Table ! shows the results as percentage of

diestrus (D}, proestrus (P) and estrus (E) stage in both groups of rats.

The resuits of the LHRH dynamic test is presented in Figure 1. As can be observed LH
increased slightly after the LHRH stimulus in nephrotic females compared to control rats.

In contrast, the FSH discharge increased in parallel in nephrotic and control femeles.

The effect of the hCG dynamic test is shown in Figure 2. The data revealed that gonadal
response, in terms of progesterone and estradiol released after one dose of hCG on day 10

o1 four doses of hCG between days 7 to 10, was null in nephrotic females.

The evaluation of the FSH biological potency of serum samples from control and nephrotic
females is shown in Figure 3. This figure shows the B/l FSH ratio from nephrotic and
control rats before (Pre)} and after (20° and 40°) the LHRH administration. It is observed
that the FSH bioactivity from nephrotic rats was significantly lower than the ratio yielded
by control groups. The inset of Figure 3 shows a parallel dose dependent cAMP production
in response to increased doses of both human and rat standards The discrepancy between
B/l ratio in serum from control before (Pre) and 20 and 40 minutes after the LHRH

administration has been observed by other authors (18) and explained by the limited .



pituitary reserve to synthesize bioactive forms of gonadotropin under highly demanding

conditions such as the administration of pharmacological doses of exogenous LHRH.



Discussion

The result of the present set of experiments demonstrates that the nephrotic syndrome leads
to an important dysfunction upon the piiuitary-ovarian unit. Particularly in nephrotic
females the minor LH concentration released under baseline and after the LHRH-stimulated
condition, in addition to the low biological potency of the circulating FSH, clearly reveals
the harmful effect of nephrosis upon the pituitary function Likewise, the limited response
to hCG stimulation in terms of progesterone and estradiol released from nephrotic female

rats strongly suggests ovarian damage associated with the nephrotic condition.

So that-GnRH can stimulate gonadotropin secretion, it is important that be released in
pulsatile fashion from the bypothalamus to the hypophysial portal circulation (19) In a
prévious report (6) we speculated that the hypothesis proposéd by Handelsman and Dong
with respect to wiemia model, which state that the aberrant neuroendocrine regulation of
GnRH secretion is the pivotal point from which all changes on the pituitary-gonadal
function follow could be applied to explain the endocrine dysfunction observed in the
nephrotic syndrome. Now with the results of the LHRH and hCG dynamic tests, we think
that the endocrine dysfunction associated to the nephrotic syndrome is an even more
complex phenomenon. Indeed, the fact that the pituitary gland from nephrotic rats was able
to release FSH in a normal fashion, but not LH, after LHRH stimulation indicates that even
though there exists an activation via LHRH r'eééptor, there are different mechanisms
involved in the synthesis and releasing process of each gonadotropin and that one
specifically involved with LH is affected duﬁng the nephrotic syndrome. These results are

in agreement with the evidence that indicates that there must be a separate FSH-releasing

1o



factor (FSHRF) because the pulsatile release of LH and FSH can be dissociated. For
example, LHRH antisera or antagonists can suppress the pulsatile release of LH without
altering the FSH pulses (20, 21) In addition, a number of peptides inhibit LH but not the
FSH release while a few stimulate FSH without affecting LH (20). On the other hand, since
the biological activity of FSH decreases significantly in nephrotic females (Figure 3), and
since it is wel] established that biological potency, the metabolic clearance rate and the
circulating half-lives of FSH are a consequence of the siructural differences of the FSH
molecule that differ in the degree of glycosilation {22), an aiteration in the glycosilation
mechanisms of FSH during the nephrotic syndrome is strongly suggested. Besides, the
ovarian inability from nephrotic rats to synthesize estradiol (Figure 2), which is highly
dependent on bioactive FSH (23), supports this issue Recently has been reported that (10)
conirary to what occurs in this study in nephrotic females, in male nephrotic 1ats not only
the amount of LH but also the FSH secreted by the pituita.t;,' gland on baseline and after
LHRH stimulation were significantly lower than the controls, thus suggesting a gender
difference in the pituitary status dwring the nephiotic syndrome. On the whole, the results
presented here clearly show a pituitary failure associated with the female nephrotic

syadrome, which include alterations in the synthesis, releasing and glycosilation process of

gonadotropins.

The results of the ovarian function evaluation (Figure 2) indicate on baseline or after the
hCG dynamic test that nephrotic rats lose the capacity to synthesize two of the most
important steroid hormones in females, progesterone and estradiol This finding was
unexpected since in previous investigation of female chronic nephrosis, the ovarian

capacity to synthesize estradiol was restored with pheromone stimulation (9). Perhaps the



delicate regulatory mechanism that orchestra the female follicular development (24)
requires a more precise stimuli that one or four bolus of hCG. Moreover, considering that
during folliculogenesis LH and FSH stimulate the stercid production in granulosa and theca
cells by _inducing, through their specific receptors, the expression of steroidogenic enzymes,
particularly P450sce and P430arom (23), it is possible to assume the existence of alterations

on the gonadotropin receptors and/or steroidogenic enzymes during the acute stage of the

nephrotic syndrome.

In summary, the results of the present study extend the cument knowledge about the
endocrine-reproductive dysfunction associated to the nephrotic syndrome. The undoubted
alterations upon the pituitary and the ovarian umit found in this study suggest that the

impéct of the endocrine disorders may be clinically important in women with nephrotic

syndrome.
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Table 1:

Estrous eycle and biochemical data from control (C) and nephrotic (N) rats on day 10

Group | Cycle phase | Serum total Serum Urine
=3 protein® cholesterol protein®
D% P% E% g/dl (mg/dl) (mg/24 h)
C 50116 | 33 10.120.21 59.8+2.6 7.3£1.5
N 100 0 0 6.0£0.19% | 302 4%33* 377.9:44%

®*Values represent mean+SEM. *p<0 05



Figure legends.

Figure 1.
Serum LH and FSH concentrations measured at each time point after LHRH
stimulation in control (C) and nephrotic (N) groups. Values are expressed as the
mean = SEM of three different experiments. *= two way ANCVA for the effect of

group (nephrotic o1 control), p<0.00¢1 Arrows show the time when LHRH was

administered

Figure 2.
Serum progesterone and estradiol concentrations from control (C) and nephrotic (N)
rats, determined on day 10 before and afier 1 or 4 doses of hCG. Values are

expressed as the mean £ SEM of three different experiments.* Student’s #-test,

p<0.03 of control vs nephrotic.

Figure 3. Bioactivity of FSH in terms of ¢cAMP production by 293 cells transfected with
hFSH receptor. The B/l ratio for control and nephrotic groups, before (Pre) as well
as 20 and 40 minutes after LHRH dynamic test Inset: standard curves were
petformed with rat rFSH-RP2 and human rec-FSH. Values show the mean = SEM.

*= two way ANOVA for the effect of group {nephrotic or control), p<0.0001
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To investigate the pituitary-ovarian status during the acwe state of nephrotic syndrome, a sequence of
experiments were undertaken in adult female rats after a single dose of puromycin aminanucleoside

(PAN) The functional condition of the hypophysezi-ovarian uni: was deterreined in control and
nephrotic rats by two dynamic tests. In the first one, 10 days after PAN or placeho administration
female rats were stimulated with LERH (300 ng/100 g b w ) and samples were callected at 0, 20,
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440,

performed in control and nephratic rats, consist of one {on day 10 afier PAN) ar four (between days 7
to 10 afier PAN) doses of hCG (8 U, respectively. In both cases, serum samples were collected on

day 10. The results revealed that after a stimulatory dose of LHRH the secretion of LH was

significantly diminished in nephrotic rats at all registered times By contrast, normal response was
observed in terms of FSH secration in nephrotic females. On the other hand, no ovarian response,

in

terms of progesterone or estradiol synthesis, was observed in nephiotic rats after either one or four

stimuli with hCG. On the whole, the results from this study indicate thaf nephrotic syndrome had

a

harmful effect on the pitvitary-ovarian unit, and strongly suggest that the endocrine dysfunction could

be initiated at the hypophyseal level; even though a specific ovarian damasge is also prediciable.
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