
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA

DE MÉXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLÓGICAS

FACULTAD DE CIENCIAS

f

EVALUACIÓN FUNCIONAL DEL EJE
HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-GÓNADA EN

EL SÍNDROME NEFRÓTICO AGUDO

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADÉMICO DE
MAESTRA EN CIENCIAS (BIOLOGÍA CELULAR)

P R E S E N T A
BIOL. LAURA CATALINA1DÍAZ BONILLA

DIRECTORA DE TESIS:
DRA. MARTA ALICIA MENIÍVARIRAHETA

MÉXICO, DF JUNIO, 2002



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



DEDICATORIA.

Llegar a este momento ha significado mucho esfuerzo, tiempo y
paciencia no solo de mi parte sino de toda mi familia, por ello quiero
agradecerles a todos ellos su apoyo.. Ser parte y ahora formar una familia es
una de las más grandes bendiciones que Dios me ha dado.

A m hijo Ornar Jesús (Pushi).

Gracias hijo por darme el honor de ser tu mamá, de verte crecer; de
estar junto a ti y de hacerme sentir de nuevo una nina y dejarme ver ei mundo
a través de tus ojitos Tu presencia es todo lo que nos faltaba a tu papá y a mi..

A mi esposo Ornar

Gracias Ornar porque siempre cuento contigo. Tu amor es el sostén de
mi vida, todo lo que hago siempre tiene algo de tí.

A mis papas Ramón y Lulú:

Gracias por apoyarme en todo. Ahora no solo fue su amor el que me dio
fuerza para seguir adelante, además me regalaron la tranquilidad de saber que
cuidan a mi hijo mientras desarrollaba este trabajo y sin eso tal vez no lo
hubiera terminado Ustedes son muy importantes para mí



AGRADECIMIENTOS.

Agradezco a todos los sinodales por su tiempo para revisar esta tesis Al
Dr José Pedraza, a la Dra Ma Teresa Benítez, a la Dra Marta Menjívar, a la
Dra Elena Zambrano, a la Dra Ma Luisa Fanjul, al M. en C Mario Cárdenas
y a la M en C, Guadalupe Oitiz..

Gracias a la Dra Marta Menjívar y al M en C Mario Cárdenas, por
toda su ayuda técnica y académica y por su disposición para enseñarme más
del tema y resolver mis dudas.. Gracias por compartir sus conocimientos
conmigo



RESUMEN

El síndrome nefrótico (SN) es una enfermedad renal que se caracteriza por la

presencia de profundos cambios metabólicos, principalmente proteinuria, hipoproteinemia e

hípercolesterolemia Estas alteraciones son consecuencia directa o indirecta de un aumento

en la permeabilidad glomerular lo que peimite una filtración excesiva de proteínas del

piasma al espacio urinario La causa primaria de este aumento en ia filtración es la

alteración de la barrera de fiiíración glomerular que al microscopio electrónico se observa

como un borrarniento de los podocitos y desprendimiento de la lámina rara externa Esta

enfermedad se presenta en el 15 a 20 % de los adultos con SN idiopático y

predominantemente afecta al sexo masculino Los cambios metabóiicos son generalmente

reversibles peio con recaídas frecuentes. En estudios previos, nuestro grupo encontró que

en la ratas nefróticas macho y hembra existe una disfunción endocrina ya que se presenta

hipogonadismo-hipogonadotiópico El presente trabajo tuvo como objetivo principal

investigar el estado funcional de la hipófisis y gónadas (ovario y testículo) en el SN

experimental mediante pruebas dinámicas.

El SN se indujo administrando una sola dosis subcutánea de aminonucleósido de

puromicina (ANP, 150 mg/Kg de peso) a ratas adultas Wistar de ambos sexos, ios grupos

controles recibieron solución salina Se evaluó la función endocrina en base a las

concentraciones hormonales, ciclo estral y peso de los tejidos andrógeno dependientes

Todas las mediciones se realizaron los días 3, 7 y 10 después de la inyección de ANP para

investigar si alguna de las unidades dei eje hipotálamo-hipófisis-gónada se altera y origina

las disfunciones previamente mencionadas Las alteraciones metabólicas se valoraron con

la medición de proteínas en suero y en orina y de colesterol en suero En suero se realizó

también la cuantifrcación de la hormona iuteinizante (LH), hormona folículo estimulante

(FSH), progesterona (P4), testosterona (T)f estradiol (E2) y androstendiona por

radioinmunoanáÜsis (PJA) Se evaluó la respuesta de la hipófisis de ratas controles y

nefróticas de ambos sexos a un estímulo de la hormona liberadora de gonadotropinas

(LHRH) (300ng/100g de peso) y de la unidad gonadal con la administración de una o

cuatro dosis de la hormona gonadotropina coriónica (hCG) (SUI/rata) Se colectó orina de

24 hr para la cuantifícación de proteínas totales Se registraron los pesos de los animales

así como de los tejidos andrógeno dependientes, próstata ventral y vesícula seminal, en las



ratas macho En las ratas hembra se monitoreó el ciclo estral mediante exudados vaginales

antes y después de la inducción del SN

Los resultados mostraron que el ciclo estral se perdió a partir del día 4 de la inducción del

SN y permaneció en diestro hasta eí día del sacrificio, ías concenti aciones de LH, P4 y £2

de catas hembras nefróticas disminuyeron significativamente respecto a los grupos control,

mientras que ¡as de LH, FSH, A, T, y E2 disminuyeron significativamente en machos

nefróticos con respecto al grupo control.. En respuesta a la baja concentración de

andrógenos se observó una disminución significativa en el peso de !os tejidos andrógeno

dependientes (vesícula seminal y próstata ventral). La secreción de LH y FSH después de la

administración de LHRH a ratas machos nefróticas fije menor que la de ios grupos

controles en cada uno de los tiempos establecidos En las ratas hembras nefróticas se

encontró 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 grupos controles y

nefróticos Los datos de secreción de hormonas esteroides en ratas macho después de la

administración de hCG revelaron que no hubo diferencias significativas entre los grupos

control y nefrótico en la secreción de P4 y T, pero sí en las concentraciones de £2 En las

hembras nefróticas se observó que la secreción de P4 y E2 se encontró disminuida

significativamente el día 10.

Nuestras conclusiones son las siguientes 1) Existe una disfunción en ambas unidades de!

eje hipófisis gónada durante el SN experimental 2) Las alteraciones hormonales que se

presentan en el SN se instalan al mismo tiempo que las anormalidades bioquímicas (día 7)

3) La respuesta atenuada de la hipófisis de animales nefróticos posiblemente fue el reflejo

de una disminución en su síntesis o de una respuesta parcialmente alterada al estímulo que

se oüginó desde e! receptor 4) La respuesta de las gónadas en ambos sexos al estímulo de

hCG reflejó una alteración en la ruta esteroidogénica, que en los machos se presenta en la

síntesis 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 es la P450 aromatasa, ya que los niveles de £2

Rieron prácticamente indetectables Esto pudiera deberse a una disminución muy marcada

en la síntesis de esta enzima o a una disminución en su actividad.

FALLA DE ORIGEN
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I. INTRODUCCIÓN.

I.LEje hipotálamo - hipófisis - gónada.

El hipotálamo constituye el punto de unión entre el cerebro y la glándula

hipofisiaria La secreción de hormonas adenohipofisiarias está controlada positiva y

negativamente por factores hipotalámicos Las hormonas hipofisiarias liberadas a la

circulación periférica, regulan el crecimiento celular, la diferenciación, así como, las

actividades en los órganos blanco (Fig 1).

CEREB1— -^
Neuronas

Peptidérgicas

Bioaminérgicas

Medio ambiente

Estímulos

sensoriales

Hormonas esteioides J>

Figura 1 Esquema del eje Hipotélamo-Hipófisis-Gónada Comunicación entre las unidades
y retroalimentación por medio de sus productos



Esta secreción de hormonas está controlada por el sistema nervioso central a través

de reguladores hipotalámicos como la hormona liberadora de gonadotropinas (LHRH o

GnRH)

El mantenimiento del medio ambiente interno requiere múltiples señales que

convergen sobre el sistema neurona! del hipotálamo e] cual, según el caso, provee a través

de las hormonas hipofisiarias una respuesta endocrina metabólica específica

La íntima asociación anatómica y funcional de la glándula hipofisiaria con el

hipotálamo se lleva a cabo entre la eminencia media hipotalámica y ia adenobipófisis, por

medio de un sistema vascular portal el cual provee un delimitado paso de sustancias

provenientes del cerebro, tales como LHRH que es la responsable del control de la

glándula hipofísiaria anterior (1)

En la conexión hipotáíamo-hipófisis, la dirección del flujo sanguíneo se da

principalmente en dirección a la hipófisis, la interrupción de esta conexión conduce a una

disminución en los niveles de gonadotropinas así como una eventual atrofia gonadal y la

consecuente falla en ia secreción de esteroides (2) Existe también un flujo retrógrado en el

sistema vascular portal, el cual constituye el asa corta del sistema de control por

retroalimentación entre el hipotálamo y la hipófisis (3)

Ll.l . Hormonas hipotalámicas.

El hipotálamo juega un papel importante en la regulación de la función reproductiva

La secreción de las hormonas derivadas de la parte anterior de la hipófisis está controlada

por el sistema nervioso central (SNC) a través de reguladores hipotalámicos uno de los

cuales es LHRH (3)

El área preóptica y la región media basal dei hipotálamo contienen importantes

centros para el control de la secreción de gonadotropinas Las neuronas peptidérgicas en

esta región secretan LHRH Las neuronas de otras regiones del cerebro presentan

terminales en esta área e influencian la síntesis y liberación de LHRH vía mecanismos

catecolaminérgicos, dopaminérgicos y otros más relacionados con endoiftnas (4-5) El

péptido LHRH constituye el vínculo humoral entre el componente neural y el endocrino de

la función reproductiva (6)



La LHRH esta constituida por 10 aminoáririn* t ;^
° CLd0S' t i e n e u n a v'da med a circulante de 0

a 4 minutos y se sintetiza inicialmente como un -
. , , ^vwüuia, id pie pro LHRH

T imTT periodicidad de los pulsos de liberación de te
LHRH ocurre cada 60 a 100 minutos en e, hipotálamo rned.0

centrales ejercen efectos activadores

;Senos tienen un efecto inhibidor (9) La liberación ^ ae L ^ H varia

en telacon a la concentración ci.culante de ¡as hormonas esteroides,

J eracion es máxima el día de la oleada preovulatoña de la

(10)

1.1.1.1. Mecanismos de acción de LHRH.

DeS p u é s d e q u e LHRH Se une a su recepto, en ,a mem b rana de ,os g

e una sene d e respuestas c d u l a r e s ^ ^ _

: ° : ';;ubuffldades aife y ^ d e LH ̂  - * — « - -
S1 comO de ,os procesos de g . i c o s . ^ n E,ste p I,ceso es dependiente de

e de AMP, u t f a f o s f o l n 0 s í t o s i d o s C D m 0 s e ^ o « ^
protéma cinasa C (11)

LHRH está ampl íen te d1Stribuido en el SNC aSÍ como en otros tepdos Sin

embargo, su papel en sitios dtstmtos de la hipófisis aun se desconoce (12)

La regulación fisio,ógica de la Htoacón pulsáti. de LH y FSH por m e d l 0 d e l o t

pulsos a p r o p ^ de LHKH ifflplica ,a interacción con ,os factores ovanco, estradil

P r o g e S t e ona .nh.b.na, a c t ™ , M ^ myo ^ sm ^ ffidot '
~ d 5 n d . n ü m w o d e g o n a d o t r o m ramb¡os ^ ^ <

e 1 , E d a d e s al& y b e ta de LH y F S H y secreción G e n e r a , d e eStas ho rmonaS ( I 3 )

La Lberacon ep.sód.ca y Pu,sati, de LH*H resu.ta en una überadón igualante pu.sa i de

a Son a d o trop l n as ^ s . a r . a s y una respuesta episód.ca en las ce.u.as b.anco de LH
FSH La candad de LH y F S H q u e s e ,,bera e n ̂ ^ & fe

del estatus hormonal (1). y



I..I..2. Hormonas hipofisiarias,.

Las hormonas hipofisiarías que controlan a las gónadas son LH y FSH. Ambas

hormonas son secretadas por las mismas células basófílas en la hipófisis anterior por

estímulo de LHRH LH y FSH al igual que la hormona estimulante de ia tiroides (TSH) y

la gonadoüopina coriónica (hCG) son glicoproteínas compuestas de dos cadenas

poiipeptidicas denominadas subunidades alfa y beta (14)

La subunidad alfa en las cuatro hormonas es idéntica, parece ser que un único gen

codifica para la expresión de esta subunidad la cual, se sabe, consta de 92 aminoácidos y

dos cadenas laterales de carbohidratos (14)

La cadena beta de cada glicoproteína es la que finalmente determina las

características inmunológicas y funcionales de cada hormona (15) La subunidad beta de

LH y FSH está compuesta de 115 aminoácidos, una cadena lateral de carbohidratos en la

LH y dos en la FSH La subunidad beta de la LH y la hCG son similares excepto en e)

extremo carboxilo de la hCG que contiene 30 aminoácidos adicionales y más residuos de

carbohidratos (15) El peso molecular de la LH es aproximadamente de 28,000 y de FSH

de 33,000 aunque este peso no es exacto por la gran variabilidad de los carbohidratos que

constituyen estas moléculas Los residuos de monosacáridos presentes en ambas

gonadotropinas son mañosa, galactosa, N-acetilgalacíosamina y ácido siálico (16-17).

Las diferencias dadas por el tipo y número de carbohidratos en las gonadotropinas

son responsables de la variación en los puntos isoeléctricos y en la vida media de las

isoformas de estas moléculas.. En general la forma más alcalina de LH tiene una mayor

potencia biológica pero se retira de la circulación rápidamente La isoforma más acida es

menos activa y se metaboliza lentamente, por lo que ias concentraciones circulantes son

altas (1) En el caso de la FSH la remoción enzimática del ácido siálico conduce a una

disminución de su vida media plasmática circulante (16-17). La vida media de ia LH se

describe con un comportamiento exponencial en dos fases: una inicial de 40 minutos y la

segunda de 120 minutos La hCG por estar1 más glicosilada, presenta una vida media aún

mayor (18).. La tasa de depuración metabólica de la LH es de 25 ml/min (19). Solo una

pequeña fracción de la LH secretada aparece en orina (20) La FSH tiene una vida media

con un comportamiento dobie exponencial como la LH y sus vidas medias son de 3 9 y 70

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



Se han aislado gonadotíopinas de las hipófisis de muchas especies, incluyendo

humanos, vacas, cerdos y ratas así como anfibios, peces y una variedad de otros

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

I .L21 Mecanismo de acción de las gonadotropinas.

Tanto la LH como la FSH se secretan en forma coordinada para regular la

maduración y función del testícuio y el ovario así como la gametogénesis y la

esteroidogénesis. Ambas ejercen sus efectos en las gónadas, inicialmente a través de la

unión con los receptores de membrana de alta afinidad y con excepción del receptor de

LH-hCG; son específicos para cada hormona Estos receptores son glicoproíeínas y están

constituidos por siete dominios transmembranales (24-25) La unión de ía hormona con el

receptor activa ia proteína G unida a un nucleótido de guanidina que a su vez activa la

adenilato ciclasa y aumenta la concentración de AMPc como segundo mensajero Este

proceso ¡leva finalmente a la síntesis y secreción de hormonas esteroides La síntesis y

secreción de LH y FSH se regula positiva o negativamente por las concentraciones de

estradiól y progesterona a nivel del hipotálamo y la hipófisis (23)

Además de las hormonas esteroides, al menos tres proteínas derivadas de las células

de la granulosa modulan la formación y secreción de FSH de la hipófisis, la activina parece

estimular mientras que la inhibina y folistatina suprimen.. A su vez éstas tres proteínas son

inducidas por la propia FSH (26) El control positivo es básico para promover la oleada de

LH requerida para iniciar la ovulación, la cual es disparada por una brusca elevación y

persistencia del nivel sérico de estradiól (27).

La distribución de las isoformas de LH y FSH en la hipófisis varía durante el ciclo

reproductor y depende de la influencia de estradiol y LHRH (17) La cantidad de

isoformas de LH básicas, biológicamente más potentes que (as acidas, 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 circulación y esto parece estar

asociado directa o indirectamente a esteroides gonadales (29). La LH estimula a las

enzimas de la esteroidogénesis, la reacción paso limitante es la ruptura del colesterol que

da lugar a la pregnenolona, esto conduce a un aumento en la síntesis de esteroides sexuales

(30)



1,1 2,1.1. Función testicular de las gonadotropinas.

El testículo contiene dos unidades funcionales, una red tubular que consta de células

germinales y células de Sertoli para la producción y transporte de esperma al ducto

excretor y un sistema intersticial constituido por las células de Leydig, las cuales contienen

toda la maquinaiia enzimáíica para la producción de andrógenos (3 ])

En las células de Leydig, la función de la LH es ia activación de la esteroidogénesis,

mediante cambios en la producción de AMPc, el cual incrementa la actividad de la cinasa

A de proteína, fosforilación de AMPc, fosforilación de componentes regulatorios celulares

y síntesis de proteínas que modulan la ruta esteroidogénica (32)

AJ parecer existen receptores en exceso para la LH en las células de Leydig, dado

que la mayor respuesta fisiológica se realiza cuando solo una fracción de estos sitios han

sido ocupados (33). La regulación de la biosíntesis de testosterona por LH ocurre en los

estadios iniciales de su biosíntesis principalmente en la conversión de colesterol a

pregnenolona en la mitocondria

La FSH en el testículo actúa principalmente en la maduración de los tubos

seminíferos y la espermatogénesis (32) La presencia de la FSH es necesaria para la

iniciación de la espermatogénesis pero el mantenimiento de esta lequíeie de la presencia de

altas concentraciones intratesticulares de andrógenos (33)

En las células de Sertoli la FSH se une a su receptor específico y da inicio a una

serie de eventos bioquímicos similares a los producidos por LH (33). En estas células se

activa la proteina cinasa A dependiente de AMPc (34) y se estimula la transcripción y la

síntesis proteica la cual incluye la síntesis de proteínas unidoras de andrógenos (35), así

como la activación del complejo de aromatasas que convierten testosterona en estradiol

(36) La FSH juega además un papel indirecto en la esteroidogénesis dado que induce la

maduración de las células de Leydig durante el desarrollo e incrementa el numero de

receptores para LH en estas células (37)



1.1.2 1.2. Función ovárica délas gonadotropinas.

En el ovario se encuentran dos compartimientos básicos: corteza y médula La

corteza contiene estructuras foliculares en diferentes estados de desarrollo circundadas por

el estroma y las células intersticiales La médula está constituida principalmente por vasos

sanguíneos, nervios y fibras musculares (38). Durante el ciclo ovulatorio, un coordinado

mecanismo multihormonal da por resultado el desarrollo y liberación de un gameto

femenino

En el ovario, ia acción de la 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 la FSH

activan la esteroidogénesis a través de sus receptores por medio de AMPc y proteina

cinasa A (39) Los receptores para FSH se han encontrado únicamente en las células de la

granulosa (40), los que son para LH se espresan en las células de la granulosa sólo en

algunos estadios de maduración (41), y están presentes de manera constitutiva en las

células de la teca ovárica (42)

1.1.3. Esteroidogénesis gonadal.

En los mamíferos existen tres órganos endocrinos especializados en la producción de

esteroides: la glándula suprarrenal, el ovario y el testículo En estadios específicos como el

embarazo, la placenta se piesenta como la mayor fuente de hormonas esteroides (1)

Las rutas bioquímicas y los complejos enzimáticos son muy similares en todos los

tejidos esteroidogénicos.. Los esteroides son derivados del colesterol, el cual es un producto

de la hidrólisis de los esteres de colesterol almacenados en forma de lípidos en el

organismo, estas reservas se forman por síntesis de novo de colesterol o por transferencia

de éste a las células a partir del torrente sanguíneo (43)
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Figura 2.- Estero i dogénesis gonadal..

El primer paso en la biosíntesis de andrógenos y estrógenos es la ruptura de la

cadena lateral del colesterol por la enzima P450scc (side cíeavage Caín) la cual es un

complejo enzimático asociado a ia membrana rniíocondrial que cataliza tres reacciones

separadas 20o>bidroxi¡ación, 22-hidroxilación y el rompimiento de ia cadena lateral de!

colesterol entre los carbonos C20 y C22 del coiesteroi para producir pregnenoiona y ácido

isocaproico, estas reacciones son consideradas el paso limitante en la esteroidogénesis

(43), La P450scc se expresa predominamemente en la corteza suprarenal, en e! testículo

ésta se encuentra en las células de Leydig, en el ovario se expresa en las células de la teca

y ia granulosa La pregnenoiona resultante de la reacción anterior es convertida a

progesterona por una reacción catalizada por un complejo enzimático microsomal

designado como 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A'1-^5 ¡somerasa (3 0-HSD), este
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complejo produce la deshidrogenación e isomerización de esteioides C2i y C)9, esia

enzima también tiene como sustrato !a 17a hidroxipregnenolona y la

dehidroepiandrostendiona. (DHEA). La 3(3-HSD se localiza en las membianas del retículo

endopiásmico y rnitocondria Se ha detectado actividad de la 3 (3-HSD en tejidos

clásicamente esteroidigénicos como la placenta, adrenales, ovario (teca interna) y testiculo(

células de Leydig), y en tejidos como pulmón, endometrio, próstata, corazón y cerebro,

entre otros

El siguiente paso, es la 17a-hidroxilación de pregnenolona o progesterona y la

ruptura en el carbono 17 y 22 es catalizada por la 17a-hidroxilasa asociada a citocromo

P450 (P450cl7), esta enzima posee actividad enzimática tanto de 17a-hidroxilación como

de i 7-22-liasa, y constituye la reacción clave de la biosíntesis de andrógenos (44), sus

intermediarios pueden ser convertidos a dehidroepiandrostendiona y androstendiona,

respectivamente La P450l7a se expresa en tejido gonadal y adrenal, en el ovario la se

expresa únicamente en la células de la teca., donde dirige la síntesis de andrógenos y

estrógenos y en la corteza adrenal en donde participa en la formación de glucocorticoides y

andrógenos adrenales

El paso final hacia la biosíntesis de estrógenos es la reacción reversible entre la

androstendiona y la testosterona por medio de la enzima ¡7¡3-bidroxiesteioide

deshidrogenasa ó enzima tipo 3 (Í7|3-HSD) y la aromatasa La 17PHSD cataliza la

interconversión de 17-hidroxi y 17-cetoesteroides, como la estrona y el esíradiol o

androstendiona y tesíosíerona

Finalmente, la conversión de esteroides 0-19 a compuestos estiogénicos C-18 es

catalizada por el complejo enzimático del retículo endopiásmico conocido como

aromatasa Este complejo incluye la aromatasa citocromo P450 y NADPH citocromo P450

reductasa La aromatasa es una hemoproteína microsoma! y es responsable de la fijación

de estetoides G-19, de las dos reacciones de hidroxiiación en la posición 19, de la

hidtoxilación en C2 y la consecuente aromatización del anillo A (45-46) para la formación

de un anillo A fenólico característico de los estrógenos (43)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



1.1.4 Desarrollo folicular.

El desarrollo folicular en la rata sigue el patrón que la regulación hormonal del ciclo

estial le impone A lo largo de este ciclo se presentan en forma sucesiva las fases de estro,

metaestro o diestro I, diestro II y proestro

Una oleada de LH y FSH ocurre la tarde del proestro y la de FSH se mantiene en la

mañana del estro Los folículos que maduran durante un ciclo determinado, en respuesta al

incremento cíclico de gonadotropinas, inician su crecimiento alrededor de 19 días antes de

ia ovulación 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 ovulación, selecciona de entre el lote de folículos en

crecimiento, aquéllos que ovuiarán y se íuteinizarán en el siguiente proesíro (47) Los

estadios finales del desarrollo folicular dependen en gran parte de las gonadotropinas (48)

Los folículos no seleccionados o incapaces de respondei a la señal de las gonadotropinas,

se convienen en atrésicos y no maduran completamente (47) Aunque la atresia puede

ocurrir en varios estadios se observa principalmente en pequeños fbíículos antrales La

atresia folicular constituye ia muerte y degeneración del folículo Eí ovocito experimenta

picnosís producto de la apoptósis, y posteriormente se observa necrosis y finalmente ocurre

una reabsorción total Las células de la granulosa sufren reducción en el índice mitótico y

citólisis precedida por picnosis nuclear. Las céiulas de la teca se hipertrofian. £1 antro es

invadido por capilares y fibroblastos y finalmente se colapsa (49).

Los receptores de FSH están limitados a la células granulosas y los de LH están

presentes en la teca, células intersticiales y lúteas y en grados variables en la células de la

granulosa de acuerdo a su estadio de maduración (50). El examen de la relación entre el

crecimiento folicular y los receptores a las gonadotropinas demuestran que el incremento

en el número de receptores a FSH se debe en gran parte a que los estrógenos inducen la

proliferación de las células de la granulosa (51) Conforme avanza la maduración de los

folículos, aumenta el contenido de receptores para LH en las células de la teca, sobre todo

durante el proceso previo al incremento pieovulatorio de gonadotropinas. En el foliculo

maduro, la FSH junto con el estradiol causan incremento de receptores de LH en células de

la granulosa
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Al inicio de¡ ciclo ovulatorio la FSH estimula la actividad de la aromatasa de las

células de la granulosa, lo que da como resultado el aumento de ia concentración folicular

de estrógenos (52), cuyo nivel creciente incrementa Ja captación folicular de FSH y la

sensibilidad de la acción a la misma (53) Uno o varios folículos producen relativamente

más estrógenos que los otros Este o éstos folículos dominantes participan en una

secuencia ordenada de sucesos durante los cuales la FSH y los estrógenos estimulan el

crecimiento, la formación del antro, ei 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 3a presencia continua de FSH para mantenerse Además el estradiol se encuentra

en altas concentraciones en el antro del folículo en desarrollo, lo que permite asegurar un

ambiente favorable para ei crecimiento y maduración de los folículos (55)

II.5, Ciclo estral.

El ciclo reproductivo en los mamíferos euterios, a excepción del ser humano y

algunos otros primates, se denomina cíelo estiaí. El ciclo estral es el tiempo que transcurre

entre dos periodos de celo (estro) del animal Su duración depende de la especie en estudio

y, en algunos casos, de condiciones ambientales, particularmente la duración del ciclo luz-

oscuridad El propósito del ciclo estral es llevar a un grupo de folículos ováricos a la

maduración y ovulación, y aí mismo tiempo, inducir la conducta sexual que provoca el

apareamiento y la fertilización de los huevos ovulados En algunas ratas de laboratorio,

cada ciclo dura cuatro o cinco días y está acoplado al ciclo de luz-oscuridad y durante el

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 los cambios morfológicos

del epitelio vaginal y que reflejan la actividad ovárica como consecuencia a su vez, del

ambiente hormonal. La fase de estro tiene una duración de 9 a 12 horas y se caracteriza

por la receptividad sexual de la hembra para la cópula. Depende de la presencia de

estradiol y progesterona y de su interacción con el hipotálamo (56) Durante esta fase

ocurre una rápida maduración de múltiples folículos ováricos, aumento del tamaño del

útero y una rápida proliferación de la mucosa vaginal, lo que puede observarse en la

citología exfoüativa en donde se encuentran células epiteliales superficiales, cornificadas

y anucleadas Al final de esta fase se produce la ovulación La siguiente fase, diestro I dura

aproximadamente 21 horas y se inicia poco después de la ovulación Los ovarios contienen
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los cuerpos lúteos y folículos pequeños y el tamaño y vascularización del útero

disminuyen. En el frotis vaginal se observan muchos leucocitos polimorfonucleares y

pocas células comineadas El diestro II es la fase que dura más tiempo (60 a 70 horas) y

principalmente se observan leucocitos y algunas células epiteliales básales nucleadas En

esta fase ocurre una involución de los cuerpos lúteos y mayor regresión uterina La fase de

proestro se caracteriza por la presencia de células epiteliales básales nucleadas y dura

alrededor de 12 horas, y ocurre involución funcional de los cuerpos lúteos y tumefacción

preovulatoria de los cuerpos de folículos oválicos (57).

El ciclo estral en la rata se regula por periodos de luz y oscuridad, ya que éstos

controlan la producción de la hormona melatonina coordinada a su vez por el núcleo

sup raqui asm ático del hipotálamo La melatonina se produce en la glándula pineal e inhibe

la actividad de las gónadas Esta sigue un ritmo ciicadiano de síntesis y secreción, con

niveles bajos o indetectables durante el día y valores máximos durante la noche De esta

forma la melaíonina ejerce un efecto secuencial sobre el desarrollo folicular y con esto, la

progresión del ciclo estral Los folículos más avanzados que se exponen a los niveles

mínimos de meiatonina en la fase diurna del proestro, terminan su desarrollo produciendo

grandes cantidades de estradiol y como consecuencia el aumento de LH y FSH, lo cual

induce la fase de estro y la liberación de dichos foliculos maduios. De acuerdo con lo

anterior, se ha observado que las ratas expuestas a iluminación constante se mantienen en

estro. (58).

L2. El riñon.

En condiciones normales el riñon se encarga de la excreción de metaboütos, el

mantenimiento de! pH de los fluidos corporales así como de mantener el agua y electrolitos

circulantes dentro de valoies fisiológicos, con todo ello se mantienen las concentraciones

internas de cada ion, el volumen y presión sanguínea dentro de límites tolerables para la

vida, así como la osmolaridad y el balance ácido-base del ambiente interno y se encarga

de eliminar desechos metabólicos de células y sustancias extrañas al organismo. Todos

estos procesos del ajuste de la composición de la sangre ocurren en la unidad

mor fo funcional del riñon llamada nefrona, Cada riñon contiene aproximadamente un

millón de nefronas Cada nefrona consta de dos elementos uno vascular de! cual recibe y
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devuelve el plasma y uno tubular en donde se lleva a cabo el ajuste de la composición de

¡a sangre (64).

Ei movimiento inicial del plasma que viaja por los capilares sanguíneos hacia el

túbulo renal para formar el filtrado ocurre a través de un tamiz o filtro que se llama

barrera glomerular (figura 3) Esta barrera está constituida por tres elementos.

1) Células endoteüales, que presentan en su superficie carbohidratoa

polianiónicos (podocalixina) (65), este endotelio presenta poros por io que

no es una barrera significativa para el paso de moléculas

2) La membrana basal glomerular (MBG), que consta de tres capas que

difieren en la densidad electrónica al visualizarse con marcadores de

metales pesados: lámina rara interna, lámina densa y lámina raía externa,

estas láminas están formadas por colágena tipo IV, presentan una alta

densidad de cargas negativas y están constituidas por proteogiicanos

heparán sulfato, laminina, nidógeno, fibronectína y entacina, esta lámina

impide el paso de proteínas pequeñas y como resultado todas las proteínas

de la sangre tiende a permanecer ahí mientras la filtración ocurre En el

humano la MBG tiene un espesor de 240-340nm y cada capa ocupa

aproximadamente una tercera parte dei total (66)

3) Células del epitelio viceral que forman un epitelio escamoso simple

modificado de una célula de grosor, cada célula presenta proyecciones

citoplásmicas llamadas podocitos que abrazan el capilar y están

parcialmente embebidos en la lámina rara externa a una profundidad de 40

-50 nm En ios podocitos se encuentra una sialoproteina, la podocalixina,

que es más abundante en los podocitos que en las células endoteliales. Entre

las interdigitaciones de los podocitos vecinos y sus proyecciones

(pedicelos) se encuentran diafragmas de filtración de 4-6nm (67).
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De acuerdo con la descripción estructura! anterior los espacios y la carga negativa

son fundamentales para mantener !a estructura normal y establecer las propiedades de

filtración selectivas de ia pared de los capilares glomerulares. Los factores que determinan

el paso de las moléculas por la barrera de filtración son las características de las partículas

como el tamaño y la deformabilidad, la carga eléctrica y ia configuración molecular así

como la hemodinámica glomerulai.

glü-Ter

*Á\ I

endclrei'al

Figura 3 Corte histológico de nefrona en donde se observa ta barrera de filtración
glomeruiar.

FALLA DE ORIGEN
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1.3. Síndrome nefrótico.

El síndrome nefrótico (SN) es una enfermedad renal que se caracteriza por la

presencia de profundos cambios metabólicos, principalmente bipoproteinemia, proteinuria

e hipercolesterolemia (59), anormalidades en la coagulación y alteraciones en las

concentraciones de casi todas las proteínas plasmáticas (60) Estas alteraciones son

consecuencia directa o indirecta de un aumento en la permeabilidad glomerular que sufre

una filtración excesiva de las proteínas del plasma. El síndrome nefótico puede originarse

por causas desconocidas y se le denomina síndrome nefrótico idiopático, o bien, por causas

conocidas llamado síndrome nefrótico secundario, que puede aparecer como consecuencia

de una amplia variedad de procesos patológicos incluyendo trastornos inmunitarios,

lesiones tóxicas, alteraciones metabólicas, defectos bioquímicos y trastornos vasculares

(61)

1.3.1 Características del síndrome nefrótico

El SN puede ser producido por diferentes padecimientos cuya característica cornun

es la proteinuria de magnitud suficiente para causar hipoproteinemia (60) La proteinuria

abundante (3 5g/l 73m2/dia en ei humano) es 3a distinción del estado nefrótico debido a

que rara vez se observa proteinuria de esta magnitud en las enfermedades túbulo

intersticíales y vasculares del riñon (61) El mecanismo por ef cual se produce la

proteinuria en el humano no está completamente dilucidado Sin embargo las evidencias

indican que existe un daño en la barrera de filtración glomemlar que aumenta la

permeabilidad glomerular a las proteínas de alto peso molecular como la albúmina (63)

En la nefrosis inducida por aminonucleósido de puromicina (ANP) la filtración

fracciona! de macromoléculas amónicas y sin carga se encuentra muy elevada, lo que

sugiere que la selectividad, tanto de tamaño como de caiga, está alterada Se ha propuesto

que uno de los mecanismos responsables de la proteinuiia masiva en ei síndrome nefrótico

podría ser la lesión de la células epiteliales glomeruiares que resulta en la pérdida de

procesos podocíticos, por fusión y expansión de los mismos como consecuencia de la

pérdida de la carga negativa de su superficie (68) También ocurre una disgregación del
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citoesqueleto de los procesos podocíticos y estos se separan de la membrana basal

glomerular (69), no es claro si los proíeoglicanos como el heparán sulfato (HS-PG) de la

barrera de filtración glomerular disminuyen en la nefrosis por AMP, sin embargo, en los

pacientes con SN congénito, los sitios aniónicos ricos en heparán sulfato están

prácticamente ausentes

Se ha encontrado en los animales neñóticos inducidos con ANP la presencia de

proteinuria no selectiva Todas las fracciones se incrementan en la orina durante los 8-10

días posteriores a la administración de la droga (70). También se ha reportado un aumento

en la transcripción del gen de la albúmina en el hígado de ratas nefróticas (71,72)

La causa principal de ia hiperiipidemia parece ser el aumento de la síntesis hepática

de proteínas entre ellas las lipoproteinas, en respuesta a ia disminución de la presión

oncótica del plasma causada por la hipoalbuminemia (60), además de este incremento en la

síntesis de proteínas, la hiperiipidemia en el SN resulta de la disminución en el catabolismo

de lipoproteínas La modificación de ia presión oncóíica de! plasma contribuye a la

formación del edema (73) y esta produce hipovoiemia La hipovolemia induce el aumento

de concentración de aldosterona y hormona antidiuretica, lo cual trae como consecuencia

la retención de sodio y agua, que son causa también del edema (73).

Asi pues, el SN deberá ser visto como el punto final común de una variedad de

procesos patológicos que dañan las propiedades de permeabilidad de la pared de ios

capilares glomerulares (61)

1.3.2. Causas del síndrome nefrótico.

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 mínimos, glomerulonefritis proliferativa del mesangio,

glomeruloescleíosis focal y segmentaria, glomerulopatía membranosa y glomerulonefritis

membranoproliferativa



b) Secundario a otras enfermedades

Infecciones, medicamentos, neoplasia multisistémrca (diabetes mellitus, lupus

etitematoso y heredofamiliar) (61).

1,3.3. Enfermedad de cambios mínimos.

La enfermedad de cambios mínimos es la forma más frecuente de SN idiopático

(primario), que se encuentra en el 70-80% en los niños y en los adultos mayores de 16 años

representa el 15-20% presentándose con mayor porcentaje en los hombres que en las

mujeres En esta forma del SN el microscopio de luz no muestra alteraciones de los

capilares glomerulares (de ahi la designación de cambios mínimos), sin embargo con el

microscopio electrónico es notabie un borramiento de los procesos pódales del epitelio El

microscopio de inmunofíuorescencia reveía depósitos irregulares e ínespecífícos de

inmunoglobulinas o de componentes del complemento que pueden también estar ausentes

Los pacientes se presentan con SN declarado, presión arterial normal, velocidad de

filtración glomerular normal o reducida ligeramente Inexplicablemente casi siempre se

presentan remisiones y recaídas espontáneas con proteinuria abundante El tratamiento es

empírico y sintomático, si se toma en cuenta que se desconocen ía etiología y la

patogénesis Existen muchas pruebas de que ios corticosteroides aumentan notablemente la

tendencia natural de esta enfermedad a tener remisiones espontáneas, pero aún así el

tratamiento diario o en días alternos con esteroides por vía oral parece ser igualmente

efectivo (61)

1.3.4. Inducción experimental del SN.

Ei SN puede ser inducido experimental mente, inyectando suero antiriñon,

daumicina, adriamicina y ANP (74)



1.3.4.1. Ammonucleósido de puromicina.

El aminonucteósido de puromicina (ó-dimetilamino 9 - (3'-arnino-3'- desoxi •- beta -

D- ribofuranosil) purina) es un derivado de la puromicina (Fig 4) Este último se obtiene

del hongo actinomiceto Streptomvces alboniger. se presenta de forma cristalina y

transparente en el suelo donde vive el hongo La puromicina es un inhibidor de la síntesis

de proteínas debido a que su estructura es muy semejante al aminoacil ARN de

transferencia (ARNt) ¡o que impide la unión del fragmento aminoacil-ARNt ai sitio A del

ribosoma (75) y evita la transferencia de aminoácidos del ARNt a la proteína, es decir que

el crecimiento de la cadena polipeptídica se interrumpe en el ribosoma (76) lo que permite

la formación de pequeños pépíidos a partir de ¡os aminoácidos unidos originalmente a]

ARNt (77)

PUROMICINA

HO-CHj

ANP
FALLA DE ORIGEN

Figura 4 Estructura de la puromicina y aminonucleósido de puromicina

Eí ANP se sintetizó en 1954 por Baker (78) a partir del residuo p-metoxitirosil

unido al grupo amino del azúcar de la puromicina (79) La estructura de la puromicina está

constituida de dos partes un anillo de purina con un grupo dimetilamino en la posición 6 y

un arninoazúcar desoxirribosídico en posición 3' (80) Se ha observado que ninguna de las

partes estructurales del ANP constituyen por si sola un agente nefrotóxico, por lo que solo

el ANP íntegro tiene esta capacidad (82)
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E\ ANP presenta una actividad tripanicida de ti es a cuatro veces mayor que la

puromicina e inhibe e! crecimiento inmoral mamario en ratones mejor que la puromicina.

También se ha administrado en pacientes con cáncer y parece más tóxico que la

puromicina Las dosis diarias de 3-4 mg/Kg por 15 días causan severa proteinuria y

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

El mecanismo por el que ANP interfíeie con la síntesis del ARN no se conoce, pero

se ha sugerido que el ANP interfiere en ia ruta del metabolismo de las purinas, bloqueando

las vías enzimáticas necesarias para la síntesis de ácidos nucleicos y nucleoproteinas (82)

También se desconoce el mecanismo por el cual el ANP causa daño renal, pero existen

estudios que indican que ei daño celular está mediado por la presencia de radicales libres

del oxígeno y sus especies reactivas tales como peróxido de hidrógeno (H2O2), iones

superóxido (CV) e hidroxilo (OH") que son productos dei metabolismo del ANP (83)

Se ha encontrado que el .ANP es especie específico ya que presenta alta

nefroíoxicidad en la rata (84), en el hombre (85) y en el mono en pequeñas dosis produce

SN (86) Observándose que en estos, la enfermedad es menos severa que en ratas En el

peno se observa mediana nefrotoxicidad ya que se presentan lesiones renales

microscópicas semejantes a las descritas en ratas, así como proteinuria e hipoalbuminemia,

pero no presentan edema, ni hipercolesterolemia (87) En el cobayo no se produce

nefrotoxicidad pero si toxicidad generalizada (88)

El ANP es un compuesto muy utilizado para el estudio del SN dado que en especies

animales como ia rata, su administración en dosis que varían alrededor de 15mg/100mg de

peso, induce el padecimiento con las características del SN denominado de cambios

mínimos del humano, principalmente entre los días 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 S hr y de

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

En la nefrosis inducida por ANP ia filtración fraccionaí de macromolécuías aniónicas

y sin carga se encuentra muy elevada lo cual sugiere que la selectividad tanto por tamaño

como de carga está alterada (91-92) La lesión morfológica característica del síndrome

nefrótico es la fusión de ios procesos podocíticos, la cual parece deberse a la pérdida de la

carga de la superficie (93)



No está claro si los PG-HS de )a bañera de filtración glomemJar disminuyen en la

nefrosis por ANP sin embargo en los pacientes con síndrome nefrótíco congénito, los sitios

aniónicos con heparan sulfato, están prácticamente ausentes (94,95)

Estudios en animales nefrótícos inducidos con ANP indican la presencia de

proteinuria no selectiva, en esta enfermedad todas las fracciones incrementan en la orina

durante los 8 días posteriores a la administración de la droga (70).. También se ha reportado

un aumento en la transcripción del gen de la albúmina en el hígado de ratas nefroticas

(71,72)

1.4. Alteraciones endocrinas reproductivas.

El síndrome nefrótico es un padecimiento de alta frecuencia dentro de los trastornos

renales, por lo cual ha sido ampliamente estudiado, sin embargo, a pesar de que en los

pacientes nefróticos, se reconocen anormalidades en la función reproductiva que afectan

principalmente al sexo masculino, no existen en la actualidad estudios que analicen las

posibles alteraciones endocrinas de pacientes neftóticos, así como los mecanismos

ñsiopatológicos involucrados en la disfunción del aparato reproductor

Hasta 1992, existían solo dos reportes que evaluaban la función endocrina

reproductiva en modelos experimentales, en los que se intentó explorar el efecto del SN

sobre la función de! eje hipotálamo-hipófisis-gónada en forma experimenta] Estas

investigaciones se realizaron en ratas macho a ias que se les indujo el SN con ANP, Glass

y cois (96) en 1985, reportaron desarrollo de hipoandrogenisrao que se manifestó en una

reducción significativa en ei peso de la próstata y vesículas seminales, disminución de los

niveles séricos de testosterona libre y totat y de la testosterona liberada del testículo

incubado in vitro £1 peso y la estructura histológica de los testículos no se modificó Se

consideró que el hipoandrogenismo fue consecuencia de la baja producción de

gonadotropinas, más que a un defecto testicular intrínseco, y que la disminución de

gonadotropinas a su vez, fue secundaria a un efecto del testículo sobre 3a unidad

hipotálamo-hipófisis. Las concentraciones de testosterona estaban disminuidas así como de

la hormona luteinizante (LH) y presentaban respuestas normales a nivel testicular e

hipofisiario por estimulo de hCG y LHRH respectivamente Los autores concluyeron que

la rata macho nefrótica desarrolló, hipogonadismo hipogonadotiópico, el cual se relacionó
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con un incremento en ia sensibilidad hipofisiaria a los efectos de retroaiimentacion

negativa de la testosterona

Elias y cois (97) en 1992, en otro estudio similar, informaron la presencia de

hipogonadismo con altos niveles de LH circulantes. En este trabajo se observó que en las

ratas macho nefróticas había una reducción significativa de testosterona, androstendiona,

estradiol y estrona plasmáticas, io que indicó un posible daño en la esteroidogénesis

testicular También se observó un aumento de LH y un marcado incremento en la

excreción urinaria de testosterona. Los autores sugirieron que la pérdida urinaria de

tesíosterona junto con su proteína de unión contribuyó en parte a la disminución de

testosterona en suero lo cual a su vez, estimuló la síntesis y liberación de LH Los valores

pico de LH y FSH obtenidos después de la administración de GnRH no mostraron

variación

Nuestro grupo de trabajo en 1995 (98) realizó un trabajo en ratas hembra con SN

agudo, en donde se encontró la existencia de disfunción en el eje hipotálamo-hipófisis-

gónada, que se manifiesto básicamente por hipogonadismo hipogonadotrópico, la pérdida

del ciclo estral después de 4 días de ia inducción del síndrome por ANP Se encontraron

niveles de LH y progesterona significativamente bajos Al mismo tiempo la concentración

de estradiol presentó valores no detectables El examen histológico de los ovarios reveló

un incremento considerable en el número de folículos atrésicos Se consideró que la

disfunción endócrino-reproductiva invoiucró probablemente a tejidos esteroidogénicos

como el ovario y/o la glándula suprarrenal y sugirió la existencia de una alteración en el

eje hipotálamo-hipófisis-gónada

Posteriormente en 1997 (99) se estudiaron ías alteraciones endocrino reproductivas

en la rata hembra y macho con SN agudo (día 10, donde se presentan las mayores

aiteraciones) y el período de remisión (día 30) Durante todo el experimento se siguió el

ciclo estral de las ratas por medio de frotis vaginales y la fertilidad se estimó por la

proporción de embarazos de las hembras nefróticas o inducción de embarazo por los

machos nefróticos Los resultados mostraron que todos los niveles de hormonas que fueron

medidos (LH, FSH, y progesterona), así como 17 J3-estradiol en las hembras y testosterona

total en los machos, se redujeron significativamente en el estado nefiótico (día 10), excepto

FSH en las hembras, y regresaron a sus valores normales después de 30 días En el día 10,

ia testosterona libre disminuyó significativamente en las ratas nefróticas, mientras que la
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testosterona urinaria permaneció sin modificaciones El ciclo estral se interrumpió el úia .3

y se reestableció hasta el dia 23. La capacidad de fertilizar de los machos nefróticos no se

perdió completamente durante la fase aguda ya que el 37% de estos animales fueron

fértiles mientras que ninguna de las hembras en esta fase lo fue En la fase de remisión se

recuperó la capacidad reproductiva en ambos sexos, Se concluyó que las ratas con nefrosis

aguda experimental de ambos sexos desarrollaron un hipogonadismo hipogonadotrópico

transitorio el cuai resultó en una baja en la capacidad reproductiva durante ía fase aguda y

que afectó principalmente a las hembras

En 1999 (100), se publicó un trabajo sobre la función reproductiva en ratas macho

con nefrosis crónica Se encontró que en las ratas nefróticas ocurre una disfunción

endocrina que se caracterizó por bajas concentraciones de LH y FSH en el primer mes

después del cuai fueron similares o mayores a las control. La testosterona y el estradiol

disminuyeron en todo el experimento La masa de los testículos no se alteró. La masa de

las vesículas seminales y Ja próstata disminuyó durante las dos primeras semanas y

después fue esencialmente normal La capacidad reproductiva de los machos fue de 0% en

el día 7, mientras que en el día 14, el 16% del grupo fue capaz de cruzarse exitosamente y

posteriormente todos los animales se recuperaron Este trabajo demostró que las ratas con

SN crónico, desarrollan una importante disfundón endocrina caracterizada principalmente

por una persistente baja concentración de testosterona que deteriora la capacidad

reproductiva transitoriamente. Se concluyó que en ia neñosis crónica se estableció una

disfunción endocrina importante en la que se presentaron dos fases, la primera que

probablemente es irreversible y se caracterizó por las bajas concentiaciones de

testosterona y la existencia de una falla en la respuesta a las gonadotropinas y la segunda

que es reversible, la alteración transitoria de las glándulas sexuales accesorias

Con estos antecedentes, se planteó el objetivo del tercer trabajo de nuestro grupo,

estudiar las alteraciones endocrino-teproductivas en la rata hembra con SN crónico (101)

El seguimiento del SN crónico se realizó durante 112 días La rata hembra con

síndrome nefrótico crónico, inducido con ANP, presentó disfunción endocrino

reproductiva que se manifestó con una alteración temporal del patrón del ciclo estrai,

principalmente entre los días 3 a 53, fechas en que la presencia de proestros y estros fue

menor en los animales nefróticos Durante los 1¡2 días la LH mantuvo su nivel mas bajo,

correspondiente al diestro y ios valores de estradiol fueron indetectables o

significativamente bajos, las concentraciones de FSH y progesterona presentaron una
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ligera tendencia a disminuir a partir del día 56 La prolactina mostró una condición cíclica

normal durante todo el estudio y se presentó en todas las fechas una disminución crónica

de la capacidad reproductiva aproximadamente 33-55% La estimulación de las raías

hembra por ia presencia de la rata macho fértil contribuyó a restablecer la ciclicidad y los

niveles de estradiol, en la rata con SN crónico En este trabajo se concluyó que en la

nefrosis crónica de la rata existe alteración del mecanismo de regulación del eje

hipotálamo-hipófisis-ovario, cuyas causas podrían ser diversas Un dato interesante es que

la presencia del macho fértil o su orina contribuyeron a reesíablecer la función

reproductiva de la hembra con SN crónico lo que sugirió la participación de feromonas.

Los datos aportados por nuestro grupo nos permiten establecer que los animales con

SN presentan alteraciones en el eje hipotálamo-hipófisis-gónada pero no se sabe cual es el

estado funcional de la hipófisis y gónadas de animales nefróticos de ambos sexos Para

determinar1 esto, se propuso realizar pruebas dinámicas en el día 10 (fase aguda del

síndrome)5 y analizar la respuesta de animales nefróticos y controles ante un estimulo con

LHRH para conocer el estado funcional de la hipófisis y la respuesta de animales

nefróticos y controles a un estimulo con hCG y establecer el estado funcional de las

gónadas de animales nefróticos Se propuso realizar estos dos expeiimentos en grupos de

ratas macho y hembra por separado



II. HIPÓTESIS

Dados los cambios endocrino-reproductivos previamente encontrados en 3a rata con

síndrome nefrótico inducido por ANP, es de esperarse que la respuesta de la hipófisis y la

"ónada a estímulos extemos esté alterada en estos animales

III. OBJETIVO.

Evaluar mediante pruebas dinámicas el estado de la hipófisis y las gónadas (ovario y

testículo) en el síndrome nefrótico experimental

III. 1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS.

1) Estudio cronológico de las gonadotropinas (LH y FSH) y hormonas esteroides

circulantes (progesíerona, andró stendiona, testosterona y estradiol) de ratas macho

nefrótico s

2) Estudio cronológico de las gonadotíopinas (LH y FSH) y hormonas esteroides

circulantes (progesterona y estradiol) de ratas hembra neñóticas

3) Evaluar la respuesta hipofisiaria de ratas macho nefróticas al estímulo con LHRH

4) Evaluar la respuesta hipofisiaria de ratas hembra nefróticas al estímulo con LHRH

5) Evaluar la respuesta gonadal de ratas nefróticas macho al estímulo con hCG.

6) Evaluar la respuesta gonadai de ratas nefióticas hembra a! estímulo con hCG
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ÍV. MATERIALES Y MÉTODOS

ÍV.l. Diseño experimental.

IV.. Ll. Etapa I.- Evaluación de la instalación del síndrome nefrótico

Con el objetivo de determinar ¡a aparición de la alteración hormonal que conduce a

la disfunción del eje reproductor en el transcurso del establecimiento del SN, la evaluación

del padecimiento se realizó los días 3, 7 y 10 posteriores a la inyección de ANP en el grupo

de ratas I y se dividió en dos subgrupos de acuerdo al género machos (grupo LA) (n=5), y

hembras (grupo IB) (n=5), en este grupo solo se realizó la evaluación en el día 10 ya que

los días 3 y 7 están previamente reportados (98) El perfil hormonal de las muestras

obtenidas del experimento cronológico (días 3, 7, y 10) de animales nefróticos y controles

se valoró con la medición de las hormonas LH, FSH, progesterona y estradiol en ambos

sexos; además, se midió andróstendiona y testosterona en los machos y se determinaron

también los pesos de los tejidos andrógeno-dependientes como próstata ventral y vesícula

seminal Este experimento se repitió 5 veces con ratas macho y dos veces con ratas

hembra

IV.1.2, Etapa IX- Evaluación de la función hipofisiaria al estimulo con LHRH en ratas

macho y en ratas hembra

Para evaluar- el efecto de la nefrosis experimental sobre ía hipófisis de ratas

nefróticas se formaron dos grupos, uno se llamó IIA y en él se trabajó con 5 grupos de

ratas macho (controles n=5 y nefróticos n=5 ) y en el grupo IIB con 2 grupos de ratas

hembra (controles n=5 y nefróticas n=5). Se estimuló a los grupos contro! y nefrótico el día

]0, con LHRH en solución salina con una concentración 0 1 mg/ml la cual se administró

una sola inyección empleando una dosis de 300 ng/ 100 gr de peso y posteriormente se

fueron decapitando en los tiempos 0', 2O'; 40', 60' y 80', después de la administración del

factor liberador y se recolectó la sangre Las muestras de suero se almacenaron para la

medición de las concentraciones de LH y FSH, a -20°C hasta eí ensayo. El perfil hormonal
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de las muestras de suero obtenidas de animales hembras y machos en el día 10 del SN

estimulados con LHRH (función hipofisiaria) se valoró con ías mediciones de LH y FSH

IV.L3, Etapa III - Evaluación de la función gonadal aí estímulo con hCG en ambos sexos

Se estimularon dos grupos de ratas nefróticas (n=5) y dos grupos de animales

controles (n=5) con hCG (8UI /dosis), un grupo de cada uno recibió una sola dosis en el

día 10 mientras que los otros grupos de animales recibieron una dosis diaria de hCG

durante cuatro días, a partir de! día 7 al día 10 después de la administración del PAN Este

experimento se llevó a cabo en ratas macho (grupo ÍIIA) y hembras (giupo 1IIB) Este

experimento se repitió dos veces en ambos géneros Todos los animales se sacrificaron

cuatro horas después de ia inyección del día 10 El suero se almacenó a -20°C para la

medición de hormonas (progesterona y estradiol) además de testosterona en los machos Se

llevaron a cabo dos réplicas del experimento. Las muestras de suero se valoraron con la

medición de progesterona y estradiol en ambos sexos además de testosterona en machos.

IV.2. Reactivos.

La 17j3-metil-3H dimetilnortestosterona (DMNT; ae= 89 Ci/mmol) se obtuvo de

New Englang Nuclear1 (Boston, MA) El yodo radiactivo (12SI), (ae = 942 mCi/ml) de MDS

Nordion (Ontario Canadá) distribuido por Internacional de Energía Nuclear SA de CV La

presentación comercial de LHRH se compró como Relefact LHRH (Hoechst AG;

Frankíurt, Germany). La hCG se obtuvo como gonadotropyl-c, (Hoechst Marión Roussel,

México D F , México) El aminonucleósido de puromicina (ANP) se compro a Sigma

Chemicai Co, (St Louis, MO). Los demás reactivos fueron grado reactivo y comprados

comer cialmente

IV.4. Animales.

Se utilizaron ratas macho y hembra Wistar, adultas de 250 g de peso promedio,

mantenidas en ciclos de 12h luz y 12h oscuridad, con agua y comida ad libitum» La comida

fue de Lab Diet Brand Animal Food (PMI Feeds, St Louis, Mo, USA) que contiene 23%

de proteína cruda como mínimo



Las ratas hembra debieron presentar a] menos dos ciclos estrales completos para ser

elegidas para los experimentos. Se consideró que el ciclo estral de la rata ocurre cada 4

días en patrones que comprenden 3 etapas principales Diestro (Diestro I + Diestro II),

Proestro (P) y Estro (E) y se monitorearon por medio del estudio de cambios del epitelio

vaginal, mediante frotis vaginales diarios Estas determinaciones se llevaron a cabo antes y

durante todo el experimento

El SN se les indujo inyectando una dosis única (15 mg/lOOg de peso) vía subcutánea

de ANP; este fue el día 0 El ANP se disolvió en solución salina y cada animal recibió la

dosis establecida en una mezcla al 2% Se incluyeron ratas control que se inyectaron con

solución salina isotónica Los grupos fueron de 5 animales controles y 5 neuróticos como

mínimo

IV.5.. Determinaciones bioquímicas.,

Las raías controles y nefróticos de los grupos IA y IB, se sacrificaron por

decapitación en los días mencionados y se recolectó la sangre de la cual se obtuvo el suero

que se mantuvo a -20 °C hasta su procesamiento Se valoró el estado nefrótico basándose

en las características de proteinuria, hipoproteinernia e hipercolesterolemia Se

determinaron los valores de proteína total y colesteiol en suero así como la proteína total

urinaria mediante métodos colorimétricos previamente descritos (98).

Las ratas se mantuvieron en jaulas metabóücas 24 horas antes de los experimentos

para recolectar una muestra de orina, de la cual se midió el volumen urinario, y se obtuvo

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

El estado nefrótico en cada experimento se valoró con base a las características de

proteinuria, hipoproteinernia e hipercolesterolemia

IV.6. Determinaciones hormonales

La concentración de hormonas proteicas en suero se midieron por

radioinmunoanáíisis (RÍA) de doble anticuerpo Para cuantificar LH y FSH se emplearon

reactivos y métodos proporcionados por The National Hormone and Pituitary Progiam

(Baltimore, MD, USA) Los resultados se expresaron en ng/ml en términos de los

estándares de referencia internacional correspondientes, LH-RP3, y FSH-RP-2 Los
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coeficientes de variación intra e interanálisis fueron para la LH de 5 1% y 6 5%, y para la

FSH de 4% y 7 9%, respectivamente..

Las concentraciones séricas de progesterona, androstendiona, tesíosterona, y

estradiol se midieron por RÍA utilizando "kits" de la compañía Diagnostic Products

Corporation (Los Angeles, CA) Y se determinaron los coeficientes de variación intra e

interensayo, para progesterona 2 0 y 5 4 %, para androstendiona 6.1% y 8 3%, para

testosterona 4 4% y 8.2%, y para estradiol 6 1% y 7.4%, respectivamente.

Los estándares de yodación altamente purificados fueron para LH (NIADDK-rLH-I-

9), y para FSH (NIADDK-rFSH-I-8), se marcaron con 12Í"I por el método de Cloramina T

IV.,8, Análisis estadístico

Los resultados de las determinaciones bioquímicas y e! peso de los tejidos (tabia 1 y

2), asi como las mediciones hormonales los días 3, 7 y 10 o después del estímulo con

LHRH se evaluaron por el análisis de ANOVA de dos vías La prueba de í de student no

pareada se utilizó para analizar los resultados de ias concentraciones de testosterona,

progesterona y estradiol liberados después del estímulo con hCG, se consideró p=0.05

como significativo comparado con el control El análisis estadístico se llevó a cabo

utilizando el analizador de datos con Grapa Pad Prism (versión 3; Graph Pad Software lnc,

San Diego, CA)
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V. RESULTADOS.

VI. RATAS MACHO.

En la tabla 1 se presentan ios resultados de las determinaciones bioquímicas

realizadas con ios sueros de ratas macho nefróticas y controles de los días 3, 7 y JO

después de la administración deí ANP En esta tabla observamos que las características del

SN. proteinuría, hipoproteinemia hipoalbuminemia e hipercolesteíolemia, se inician en los

animaies desde el día 3 y se instalan entre ios días 7 y 10 que es el periodo en el que

observamos diferencias significativas entre los valores del grupo control y nefrótico

Tabla 1. Determinaciones bioquímicas en suero y orina de ratas control y
nefróticas

Día

3
C
í\l

7
C
N

10
c
IM

Proteína
sérica totala

{g/<W

7 3 ±0 2
5.9 ±0 4

7.7 ± 0.2
4 4 + 0.1

8.3 ±0 4
5,0+0.1

Colesterol
sérico3

(mg/dl)

563 + 3
804 + 7

76.6 ± 4
357 0 +21

62 2 ±7
324,0± 16

Albúmina
sérica3

(9/dl)

32±0 .1
3 4 ± 0 2

3 4 ± 0 1
1 4 ± 0 06

3,1 ±0 08
1.2 ±0.03

Proteína
urinaria3

(mg/24h}

1 5 3 ± 2
27 7 + 4

24 9 + 4
570,0 + 44

2 9 8 ± 7
410.0+56

n

3
7

3
7

3
9

Los resultados se expresan como el promedio ± EEM '° ANOVA de dos vías; P<0.0001
C = control N = nefrótico Se realizaron 5 replicas del experimento

En la figura 5 se presenta el perfil reproductivo evaluado los días 3, 7 y 10 en ratas

macho control y nefróticos En este perfil se observa que las diferencias entre ej grupo

control y nefrótico son estadísticamente significativas a partir del dia 7 Los valores de LH,

FSH, androstendiona, testosterona y estradiol se encontraron significativamente reducidos

en las ratas nefróticas con respecto a su grupo control.
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Figura 5 Concentración de hormonas séricas de ratas macho control (barras rayadas) y
nefróticas (barras negras) determinadas los días 3, 7 y 10 después de la administración de ANP
Los valores se muestran como el promedio ± EEM * ANOVA de dos vías, p< 0.0001.
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En la tabla 2 se observan los cambios en el peso del cueipo y en e¡ peso de los

órganos sexuales accesorios de los grupos control y nefióticos El promedio de peso del

cuerpo inicial fue de 265±21 g, el cual decrece en el dia 3 después de la administración de

ANP, posteriormente esta diferencia no es tan grande (días 7 y 10) y esto se debe a que en

esta etapa de ia enfermedad, presentan retención de fluido intraperitoneal y esto hace que y

parezca que los pesos de controles y nefróticas son similares

Al comparar el peso de ios órganos sexuales accesorios (próstata ventral y vesícula

seminal) encontramos que el peso de la próstata ventral de ratas nefróticas decrece

marcadamente en los días 7 y 10. Por otro lado el peso de la vesícula seminal decrece

significativamente desde el día 3 en todas las ratas nefróticas

Tabla 2. Peso del cuerpo y de [os tejidos andrógeno dependientes de ratas
macho control y nefróticas

Días

3 C
N

7 C
N

10 C
N

Peso del
cuerpoa

(g)

298 + 9,2
250 ±8.7

307 ±14
297 ±8.7

310+15
276 ±8.6

Próstata
ventral"

(g)

0 20 ± 0 01
0 16 ±0 01

0 30 ±0.03
0 13 ±0.01

0 23 ± 0.02
0.10 + 001

Vesícula
seminal6

(g)

0 63 + 0.01
0 36 ± 0 02

0.71 ±0.04
0 27 ±0.05

0,72 ± 0.07
0,15 ±0 01

n

3
7

3
7

3
9

Los resultados se expresan como el promedio ± EÉM
a ANOVA de dos vías; p= 0 003 bANOVA de dos vías ; p<0 0001

N = grupo nefrótico C = grupo control.

En la figura 6 se observan los resultados de ía secreción de LH y FSH de ratas

control y nefróticas después de la estimulación w vivo con la LHRH (Etapa II grupo HA)

Los resultados que se muestran son el piomedío de cinco experimentos llevados a cabo En

esta gráfica observamos que las concentraciones de LH y FSH del grupo nefrótico en cada



tiempo evaluado son menores que las del grupo control Es importante observar que tas

concentraciones de gonadotropinas se elevan al transcurrir- el tiempo en las ratas nefróticas

después de ser estimuladas su hipófisis con LHRH, sin embargo, nunca alcanzan los

valores presentados por las ratas control y ia diferencia entre las concentraciones de ambas

gonadotropinas de los dos grupos fue siempre estadísticamente significativa

300 na LHRH /lOOarde peso

80

Figura 6. Concentraciones séricas de L.H y FSH determinadas en cada intervalo de tiempo
después de !a administración de LHRH en ratas macho de los grupos control (barras rayadas) y
nefrótico (barras negras).. Los valores se expresan como ei promedio ± EEM Los datos se
analizaron con el método ANOVA de dos vías para e! efecto de grupo (nefróticos contra
controles), *p<0.0001. La flecha indica ei momento en el que fue administrada la hormona
LHRH
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El siguiente estudio que realizamos fue la respuesta testicular in vivo al estimulo con

hCG ( Etapa III grupo UTA) En la figura 7 observamos que la concentración presentada de

testosterona en los animales controles y nefróíicos en el día 10 después de ¡a

administración de ANP presenta una diferencia estadísticamente significativa Después de

20 minutos de la administración de hCG la magnitud de respuesta de ambos grupos es

similar, tanto en los grupos que recibieron 4 dosis de hCG (desde el día 7 al 10), como en

los grupos que recibieron 1 dosis de hCG y se decapitaron 4 hr después Por otro lado las

concentraciones de estradiol encontradas el dia 10 y después de la administración de 1 o 4

dosis de hCG no presentan modificaciones, la diferencia entie eilos continúa siendo

estadísticamente significativa y los valores son casi indetectables en los animales

nefróticos
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Figura 7 Se muestran las concentraciones séricas de progesterona, testosterona y
estradiol de ratas macho control (barras rayadas) y nefróticas (barras negras) determinadas el
día 10 antes y después de 1 o 4 dosis de hCG. Los datos se analizaron con ia prueba de t de
student entre grupos C y 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 bioquímicas

realizadas con los sueros de ratas hembra controles y nefróticos del día 10 después de ia

administración de ANP En esta tabla se observa que las ratas empleadas para los

experimentos de estímulo a hipófisis y a gónada realmente eran nefróticas ya que

presentaron las características de hipoproteinemia, hipercolesterolemia y proteinuria Los

valores de los días 3 y 7 en ratas hembras ya fueron reportados previamente (98)

Tabla 3.- Determinaciones bioquímicas de ratas hembra controles y nefróticas.

Grupo

C

N

Protema
sérica total-

(R/dl)

10±2

60 ±2*

Colesterol sérico,

(mg/dl)

60 ±3

302 ±34*

Proteína
urinaria

(mg/24hr)

7.3 ± 1.5

378 ±44*

n

13

13

P <0.0001.

N = grupo nefrótico

En la figura 8 se presenta ei perfil reproductivo de ratas hembra de grupos control y

nefrótico publicado en 1995 por nuestro grupo (98) en el que se evaluaron los días 1, 3, 7

y 10 y se observó que las concentraciones de estradiol de ratas nefróticas disminuyen

significativamente desde el día 3 y así se mantienen los días 7 y 10, en los que parece

aumentar cada vez más la diferencia entre ellos hasta llegar a valores de cero en el día 10

Posteriormente en e¡ día 7 aparecen diferencias significativas en los valores de las

concentraciones de LH y finalmente en el día 10 también se presentan entre los valores de

piogesterona de ratas control y nefróticas En este día 10 existen diferencias significativas

en las concentraciones de LH, piogesterona y estradiol Es interesante notar- que en las

ratas hembra los valores de FSH no sufren modificaciones que puedan considerarse

estadísticamente significativas como ocurre en los machos en donde los valores

disminuyen a partir del día 7
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Rgura 8, Se presenta el perfil reproductivo de las ratas hembra de los grupos control
(barras rayadas) y nefrótico (barras negras) evaluados los días 1, 3, 7 y 10.. Tomado de
Menjívaretal 1995.. (98).,
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En ia figura 9 se observan los resultados correspondientes al seguimiento del ciclo

estral- Los datos representan el promedio de dos experimentos.. Las diferentes fases del

cicio estra! están expresadas como e3 porcentaje de diestro, proestro y estro,

respectivamente Estos porcentajes juntos constituyen ei 100% de las ratas En las ratas

control los ciclos tuvieron una duración de 4 días durante todo el tiempo de los

experimentos En ias ratas nefróticas, el ciclo estral se alteró, los porcentajes de proestro y

estro disminuyeron a 0% y ios de diestro se incrementaron hasta 100% a partir del día 3 del

estudio En los días 6 y 7 del estudio se presentó un porcentaje pequeño (42 y 16%,

respectivamente) de proestros pero no culminaron en estro.

D ía

Figura 9.. Seguimiento del ciclo estral por citología exfoliativa vaginal que se realizó 5 días
antes y 10 días después de la administración de ANP (Día 0),, Se registró el número diario de
diestros, proestros y estros, como porcentaje de, al menos, 15 animales controles (cuadros) y
15 nefróticos (asteriscos), respectivamente La flecha indica e! día en el que se inyectaron con
ANP..
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En la figura 10 observamos los resultados de la respuesta de ¡a hipófisis a] estímulo

con LHRH de los grupos de ratas control y nefróticas (Etapa II grupo IIB) La

concentración de LH, medida en cada tiempo estudiado, está significativamente

disminuida en las ratas nefróticas A diferencia de lo que se presentó en los machos, las

concentraciones de FSH no varían significativamente ni al comparar ios valores de ratas

control contra nefróticas, ni en las concentraciones que se presentaron después del estímulo

con LHRH en ambos grupos

100
300 ng LHRH / 100gr de peso

t

20 40 60

Minutos
80

Figura 10, Concentraciones séricas de LH y FSH determinadas en cada intervalo de
tiempo establecido después de la estimulación con LHRH en ratas de los grupos control (barras
rayadas) y nefrótico (barras negras), Los valores se expresan como el promedio ± EEM de
tíoses diferentes experimentos Los datos se analizaron con el método ANOVA de dos vías para
el efecto de grupo (control contra nefrótico) * P<0 0001, La flecha indica el momento en que
fue administrada la LHRH.,
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En ía figura 11 se presentan ios datos obtenidos de progesteíona y estradiol después

de estimular a la rata m vivo con hCG Se observan diferencias de concentración de

progesteíona y estradiol entre ios grupos control y nefróticas con 1 dosis, ]a concentración

encontrada en el día 10 casi se mantiene, mientras que los grupos con 4 dosis presentaron

diferencias que ya fueron significativas. En los resultados de esíradiol se observa que el día

10 se presentaron valores no detectables de esíradiol y este valor se mantiene aún con la

aplicación de ] o 4 dosis de hCG.
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Figura 11. Concentraciones séricas de progesterona y estradiol de ratas de los grupos
control (barras rayadas) y nefrótico (barras negras) determinadas en el día 10 antes y después
de 1 o 4 dosis de hCG Los valores se expresan como el promedio ±EEM de dos diferentes
experimentos Se aplicó la Prueba de t de Student. * P<0.05
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VI. DISCUSIÓN.

Los resultados del presente tiabajo demuestran la existencia de alteraciones en las unidades

hipofisiaria y gonadal del eje hipotálamo-hipófisis-gónada como consecuencia del

establecimiento del síndrome nefrótico experimenta! Particularmente los resultados indican

que aun con diferencias entre los géneros, en ambos sexos se presentan fallas en la respuesta

hipofisiaria al estímulo con LHRH, así como en la respuesta gonadal al estímulo con hCG

Con el fin de determinar si las alteraciones endocrino-reproducíivas se inician a nivel

hipofisiario o gonadal, en la primera etapa del estudio se evaluó cronológicamente el perfil

hormonal en ratas de ambos sexos con síndrome nefrótico en estado agudo Los resultados del

perfil hormonal en machos (Figura 1) muestran que desde el día 3 posterior a la aplicación del

ANP, todas las hormonas evaluadas presentan una tendencia a disminuir, la cual hacia el día 7 y

10 alcanza significancia estadística Tomando en cuenta que se ha informado previamente que

el estado.agudo del síndrome nefrótico experimental se presenta entre los días 7-10 posteriores

a la inducción del síndrome (302), los resultados indican, que las anormalidades hormonales

aparecen al mismo tiempo que las principales alteraciones bioquímicas de la nefrosis Por otro

lado la evaluación temporal del perfil hormonal de la rata hembra nefrótica, la cual fue

previamente reportada por nuestro grupo (98), indica que a diferencia de los machos los

cambios hormonales en ia hembra nefrótica no se presentan en el mismo día (Figura 4) Así, a

partir del día 3 la concentración de estradiol disminuye, a partir del día 7 la concentración de

LH disminuye significativamente, y la concentración de progesterona disminuye hasta el día

10, ia FSH no presenta cambio aparente a lo largo de todo el estudio. Esta evaluación nos

permite observar que las alteraciones endocrino gonadales se presentan de manera diferente

entre los géneros ya que, en la rata macho nefrótica, todas las hormonas cambian al mismo

tiempo, y no es posible definir en qué unidad se inicia ei daño endocrino Sin embargo, en la

rata hembra la disfunción hormonal reproductiva parece iniciarse en el ovario, o al menos la

síntesis de estradiol parece ser la primera manifestación en el eje hipotálamo-hipófisis-gónada

por efecto de la nefrosis en la hembra Este dato es muy interesante dado que en otra

enfermedad del riñon como la falla renaí se sabe que los valores de estradiol tienden a

incrementarse sustanciahnente (108), lo cual nos da un indicio de que el hrpoestrogenismo es

una característica no soio importante desde ei punto de vista reproductivo, sino distintiva de la

nefrosis
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Adicionalmente, los datos de las mediciones temporales del perfil hormonal en ratas nefróticas

de cualquier sexo nos conducen a las siguientes observaciones, a) la disminución en la

concentración de esteroides sexuales circulantes tiene un impacto directo sobre sus actividades

intracelulares en tejido blanco, asi en los machos nefróticos ei peso de próstata ventral y

vesícula seminal disminuyen significativamente y en las hembras nefróticas es evidente la

pérdida del ciclo estral, b) la disminución de esteroides sexuales como androstendiona y

progesteíona que se forman en las reacciones iniciales de la ruta esteioidogénica gonadai

sugiere fuertemente la existencia de un daño en la esteroidogénesis testicular y ovárica en el

síndrome nefrótico, y c) el hecho de que las concentraciones de ambas gonadotropinas no se

eleven como respuesta a los niveles bajos y a veces casi indetectables de esteroides sexuales

circulantes, también muestran una pérdida de los mecanismos de control por retroalirnentación

del eje hipotálamo-hipófisis-gónada asociado al síndrome nefrótico

En la segunda etapa del estudio se evaluó la función hipofísiaria de ia rata nefrótica en base a

una prueba dinámica con LHRH. En la rata macho, los resultados muestran una clara falla

hipofísiaria ya que a pesar de que la concentración de ambas gonadotropinas aumento a lo largo

de los 80 minutos posteriores al estímulo con LHRH (Figuia 2), tanto LH como FSH se

liberaron en menor concentración con respecto a los animales control Por su parte el estudio

realizado en hembras nefróticas indica que solamente la respuesta hipofísiaria en términos de

LH se altera (Figura 6), lo cual nos lleva a especular que ciertamente hay disfunción

hipofísiaria, pero, que si esta unidad es capaz de iiberar FSH en forma normal durante el

síndrome nefrótico, tanto en condiciones básales como estimuladas con LHRH, se asume la

existencia de mecanismos específicos involucrados en el control de la síntesis y liberación de

cada gonadotropina y que aquel que regula a LH se encuentra específicamente afectado en la

hembra con síndrome nefrótico Estos resultados apoyan las evidencias reportadas respecto a la

existencia de un factor liberador para FSH o FSHRH diferente del LHRH Por ejemplo, e!

empleo de suero anti LHRH o el uso de antagonistas puede suprimir la liberación de LH sin

alterar el pulso de FSH (103-104) Además, algunos péptidos inhiben la liberación de LH pero

no la de FSH, mientras otros estimulan FSH sin afectar LH (103) En conjunto podemos decir

que además de que los mecanismos hipofisiarios de control de LH y FSH puedan ser diferentes

entre sí, estos se alteran de manera distinta según el género durante el síndrome nefrótico



Condición semejante se ha reportado en otras enfermedades renales como la talla renal, en ía

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

Por otro Jado, sabiendo de la necesidad de un apropiado estímulo de gonadotropinas para la

síntesis de esteroides gonadales, el cual comprende un ritmo de liberación pulsátil y la

glicosiiación específica de LH y FSH (108-11.3), es posible pensar1 que durante el síndrome

nefrótico pudiera haberse perdido el ritmo de liberación hormonal o que existan fallas a nivel de

¡a glicosiiación de las gonadotropinas, lo cual constituya el factor neuro-endocrino a partir dei

cual se desencadenan las alteraciones hormonales asociadas a la nefrosis.

En la siguiente etapa de] estudio se evaluó la función gonadal en base a una prueba dinámica

con hCG Se emplearon dos diferentes esquemas de dosis del estímulo con hCG En íos machos

nefróticos, ambos tratamientos resultaron en una respuesta testicuíai normal in vivo en términos

de la biosíntesis de testosterona (Figura 5), ¡o que indica que la actividad biológica testicular de

las gonadotropinas así como la maquinaria esteroidogénica aparentemente se preserva durante

el síndrome nefrótico Sin embargo, ya que ias concentraciones de estradiol en ratas neuróticas

antes y después de los estímulos con hCG fueron indetectables, y considerando que la síntesis

de estradiol es responsabilidad de la enzima P450 aromatasa (P450arom) (testicular y

periférica) (36), podemos concluir que en la condición nefrótica se presenta un efecto dañino

sobre la P450arom el cual podría implicar un factor o elemento común que afecte a todos los

promotores tejido-específico que se sabe regulan a la P450aiom (134) Los resultados del

estudio en animaies hembra nefróticos son igualmente interesantes aunque diferentes

Encontramos que con ios dos esquemas de aplicación de hCG a las hembras nefróticas no fue

posible estimuíar la síntesis de progesterona y estradiol En este caso los resultados sugieren

que la enzima detreminante en la síntesis de esteroides sexuales gonadales, la P450scc (side

cleavage chain), la cual convierte pregnenolona a progesterona se aíteían durante ía nefrosis de

la hembra, así como la P450arom mencionada en el caso de los machos nefróticos Si bien estos

resultados pueden ser explicados en base a fallas en la calidad de las gonadotropinas

hipofisiarias o por alteraciones sobre los receptores de LH y FSH, los hallazgos fueron

inesperados dado que en un estudio previo (101) encontrarnos que las feromonas del macho

intacto estimulan la síntesis de estradio! y restauran la función reproductiva en la hembra

nefrótica. A este respecto podemos especular que a diferencia de uno o más bolos de bCG, las

feromonas probablemente ofrecen un mecanismo más fino y positivo sobre el propuesto eje

órgano vomeronasal-hipotálamo-hipóftsis-gónada (115-120 )
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Los resultados del presente estudio amplían el conocimiento acerca de la disfunción endocrino

reproductiva asociada al síndrome nefrótico En conjunto los datos indican claramente que en la

condición nefiótica se presenta disfunción hipofisiaiia y gonadal, cuya manifestación es

específica del género



VI. CONCLUSIONES.

I.. En el síndrome nefrótico experimental agudo inducido por ANP se

presentan alteraciones hormonales que se instalan al mismo tiempo que las

anormalidades bioquímicas características de este síndrome, es decir se

inician en el día 3 posterior a la aplicación del ANP y alcanzan

significancia estadística en los días 7 y 10

2.. Durante el proceso de instalación y establecimiento del síndrome nefrótico se

perdieron ios mecanismos de control por retroalimeatación que regulan el eje

hipotálamo-hipófisis-gónada, ya que, permanecen circulando concentraciones

muy bajas de gonadotropinas con niveles de estradiol indetectables

3 La disfunción endocrinoiepioductiva que se presentó en el síndrome

nefrótico se manifestó de diferente manera entre los señeros

a) En la rata macho aefiótica se dañan las funciones de la

hipófisis y de la gónada al mismo tiempo (día 7) y como

consecuencia de ello es en ese día en donde se observa una

disminución significativa en las concentraciones de

gonadotropinas y hormonas estecoídes circulantes

b) En la rata hembra neurótica la disfunción hormonal

reproductiva parece iniciarse en el ovario debido a ¡a

disminución significativa de estradiol desde el día 3

4 El síndrome nefrótico tuvo un efecto dañino sobre la función de las unidades

del eje hipófísis-gónada y el resultado de esta disfunción se manifiesto

también de diferente manera en cada señero.
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a) La hipófisis de ratas macho nefrótícos respondió de manera

atenuada al estímulo con LHRH para la secreción de LH y

FSH En las ratas hembra solo se alteran los mecanismos

involucrados en eí control de la síntesis y secreción de LH

ya que la concentración de FSH se mantiene sin diferencias

significativas ai compararlas con el grupo control

b) La respuesta de las gónadas de animales nefróticos al

estímulo con hCG reflejó una alteración en la ruta

esteroidogénica que en ios machos se presentó en la síntesis

de estradiol y en las hembras desde la síntesis de

progesterona
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Abstract

Tb investígate the pituitary-testicular function in nephrotic rats, a sequence of experiments was
undertaken in aduJt male rats after a single dose of puromycin aminonucleoside (PAN) Endocrine
modifications were evaluated chronologically throughoul the expeiimental disease in ordeno determine
the appearance of hormone aJierations which lead to the axis dysfunction, Serum concentration of LH,
FSH, androsienedione, total and free testosterone, estradiol as well as uriñe testosterone were measured
by specificRJAs ondays3?7 and lOañertreatmenton nephrotic and control gioups.. Piolactin was aiso
evaiuated on day ]0. Likewise, total weight of various andiogen responsive tíssues froro both groups
was recoided, and the number of androgen receptor (AR) binding sites were determined. To know the
funcíional status of the hipophyseal-testicular unit, groups of nephrotic and control rats were stiinuteted
with LHRH (300 ng/100 g b w) or with one or fbui doses of hCC (8 UI), respectively Additionally, the
relaiive in vino biológica] activity oí'FSH froro nephrotic and control rats befbre and after LHRH
stimulus was determined,. The results from the hoimonal profíle revealed ciear endocrine disorders
chaiacteri2ed by a progressive diminution of all serum hormones except prolactin andurine testosterone,
which remained unmodifíed. Tíie weight of the main androgen íesponsive tissueS; the ventral prostate
and the seminal vesicíe, decreased parallelly to androgen diminution The binding analysis of AR shows
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a significan! elevation oí' the available androgen sites in al] analyzed tissues except kidney and
hypothalamus, The secreiion of'LH and FSH from nephrotic animáis añer LHRH administradon was
lower than ihat from intací animáis at the registered times, Intereslingly, the biológica! activity of FSH
from nephrotic rats was noi delectable at both, before and añer LHRH administranon. Tesiicular
response lo hCG stimuli, in terms of testosierone synthesis was noi significantly différent in the two
groups analyzed with respeci lo the intact animáis By contras!, no response was observed in lerms oí
estradio! produciion at eitheroneoifóur doses ofhCG. On ihewhole, the results presented hereinallow
us 10 conclude that experimental nephrosis has a harmful effect on the pituitary-testicular axis, and
strongly suggests that the endocrine dysfunction is initiated al the hypophyseal level; even though a
specific testicular damage is also present © 2002 Elsevier Science Lnc All rights reserved.

Keywordí Nephrosis; Sex steroid hormones; Gonadotropins; LHRH; bCG; Bioaciivity

Introduction

Human and experimental nephrotic syndrome are mainly charactetized by profound
aherations in the metabolism of plasma proteins[l] Inchildien ihis illness has been associated
with pooi growth al puberty and delayed secondary sexual development [2] Likewise, during
adulthood endocrine disoiders have been related to nephrotic syndiome However, most en-
dociinologicaí studies of this illness concern themseives with the investigation of the pituitary-
thyroid axis ñinction [3,4], Thtis, altbough it is well known'that the gonadal function is
adverseiy affected by renal diseases, such as chronic renal faüure [5], only few studies have
exarnined this ímportant issue in the nephiotic syndrome To our knowledge, the pituitary-
gonadal axis in maie nephroíic rats has been the object of lwo repoits; unfbrtunateiy, however,
their fmdings are not consistent. Glass et al. found hypogonadotropic-hypogonadism [6] and
Elias etal hypergonadotropic-hypogonadism [7]

3n an attempí 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 syndrome[8] as well as the effect of the nephrotic stage
upon fertility capacity [9] usíng the rat experimenta] model ín the present study, in a time
course experiment the reproductive hormonal profile was characterized, and the pituilary and
the testicular function was sepaiately evaluated in rats with puromycin aminonucieoside-
induced nephiotic syndrome.

Methods

Reageníi

Puromycin aminonucleoside (PAN) was purchased fiom Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO), LHRH 0,1 mg/ml (Relefáct LHRH, Hoechst AG, Frankfbrt, Geimany) hCG 5000 U/ml
{gonadotropyl-cf Hoechst Marión Roussei, México City, México) [17 -metii-3H]dimetilnor-
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testosteíone (DMNT; ea=89 Ci/mmol) was purcbased from New Engíang Nuclear Boston,
MA.. All other chemicals weie reagenl grade and available commercially

Animáis

Aduit male Wistar rats weighing 200-250 g were maintained under 14:10 h lighíidarkness
cycles, Water and fbod pellets were available ad libitum

Experimenta! deugn

Nephroíic syndiome was ¡nduced by a single subcutaneous injection of a 2% PAN solution
(15 mg/lOOgbody weight) in 0.9% saline []0] The contro] groups received a sham-injection
of satine Rats were kept in metabolic cages for 24 h before the experiments to collect uriñe
samples.. Animáis were killed by decapitation on days 3, 7 and 10 afier treatment. Serum
sampies were then collecled and slored at 20 C until assayed.. Prostate and seminal vesicles
were excised, cleaned and wejghed

Pituiiary function

On day 10 five gioups of nephrotic (n=5) as well as fíve groups of íntact animáis (n=5) were
selected to receive a single i.,p dose of LHRH (300 ng/ 100 g body weight), one group from
each treatment killed at 0, 20, 40, 60 and 80 minutes respeétively, añer releasing factor
administraron Serum samples were stored to measure LH and FSH concentrations Tbe same
experiment was peiformed five times

Testicular function

Two groups ofnephiotic (n=5) as well as two groups of intact animáis (n=5) were stimulated
withhCG (8 Ul/dose); one ofeach group received a single dose on day 10 while tbe other group
received a daiiy dose oí hCG for four days, from day 7 to 10 añer PAN administration The
animáis were killed on day 10 and serum was síoied at 20 C until testosterone and estradio!
measurements were made The experiment was performed twice.,

Hormone assay

Serum LH, FSH, and prolactin wete measured by specific radioimmunoassay using the
double antibody technique with reagents and protocoi supplied by the National Hormone and
Pituitary Progiam (NIDDK, Baltimore, MD) The intra- and inter-assay coeñicíenís of var-
iations were 5.1% and 6 5% for LH, 4% and 7.9% for FSH, and 5 2% and 7.1% for prolactin
respectively. The results were expressed in ng/m! of the intemational reférence standard NIH
LH-RP-3, FSH-RP-2 and PRL-RP-3. Serum concenuations of androstenedione, tota] and free
testosterone and estradio] were measured by radioimmunoassay using kits purchased from
Diagnostic Products (Los Angeles, CA).. The intra- and inter-assay coeffícients of variation



2772 var el a! /Life Saenc&s 70 (2002) 2769-2782

Tibie 1
Biochemicaí detemiinations in serum and uriñe from control (C) and nephrotic (N) rats

Days Serum total protem°g/dl Serum cho]es¡erola md/dl Serum albumin" g/d! Uriñe protein* mg/24 h

3 C
N
7 C
N
JOC
N

73 ±0.2
5 9 ± 0.4
7 7 ± 0..2
4 4 ± 0 1
S..3 ± 0 4
5.0 ±0.1

56 .3 ± 3
80.4 ± 7
76,6 ± 4

357.0 ±21
62..2 ± 7

324.0 ± 16

32 = 0.1
3.4 ±0.2
3.4 ± 0 ]
] .4 ± 0,06
3.1 i 0.08
1.2 = 0.03

353 = 2
27 7 = 4
24.9 ± 4

570 0 ± 44
2 9 8 * 7

430.0 ± 5 6

3
7
.3
7
3
9

Results are expressed as mean = S£M
' Two-way ANOVA; p < 0.0001

wereó í%and S 3%forandrostenedione,4 4%and 8 2% for total testosterone, 3.6%and 9,7%
for fiee testosteíone, and 6.1% and 7 4% for estradiol respectiveiy.

Androgen receptor

[} 7 -meti]-3H] dimetünortestosterone ([3H jDMNT) (3 -2 nmol/L) was used as the radio-
ligand in the incubation of cytosolic fraction extracied from ihe ventral proslate, the seminal
vesicle, the kidney, the hypothaiamus and pituitary of control and nephrotic animáis on day 10
añer PAN administration Non-specifíc binding was determined by the addilion of an excess
(100 fold) of radioinert DMNT [11]

Analytical deiernunatiom

The total piotein in serum and uriñe as well as cholesterol in serum were measuied by
colorimetric methods, as described pieviously [8,10]..

In vitro bioassay of FSH

The human embryonic kidney-derived 293 cell Hne transfected with the human FSH
receptor cDNA was kindiy donated by Di Aaron J..W. Hsueh, Staiidford University, CA,

Táble 2
Body weight and andro^en-dependeni tissue weights from contio] (C) and nephrotic (N) rats

Days

3 C
N
7C
N
10 C
N

Body weighr5 g

298 ± 9 2
250 ± 8 7
307 ± 14
297 ± 8 7
310± 15
276 ± 8.6

Results are expressed as mean = SEM.
*
b

Two-way ANOVA; p = 0 0Q3.
JVo-way ANOVA; p < 0.0001

Ventral p:ostateb g

0 20 ± 0 01
0 16±O03
0 30 ±0.03
0 13 ± 0 0 3
0 23 = 0.02
OJO ±0.01

Seminal vesic!eb g

0 63 ±0 0!
0 36 ±0.02
0 71 ± 0 04
O..27 = 0 05
0 72 ± 0..07
0.15 ±0.01

n

3
7
3
7
.3
9

CbO
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USA. The origin, handljng, Hgand specificiry and biochemical properties ofthe recombjnant
human FSH receptor expiessed by this cetl )ine have been described elsewhere []2] Tians-

Days

Fig 1 Serum hoimone concentralions from control (C) and nqihrotic (N) rats deteimined on days 3, 7 and 10
añer PAN administraron Valúes show ihe mean ± SEM. *two way ANOVA, p < 0 0001
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fected 293 celis (2 105 cells'cultuie dish) were exposed to increasing doses of each serum
sampJes from control and nephrolic rats, obtained before and 40 minutes after LHRH stimulus.
Each serum samples were added to the cells in the presence of 0.125 mM 3-isobutil-/-
methylxanthine (Sigma Chemical St Louis, MO, USA) fot 24 h at 37 C. After incubation,

Total

Free

Testosterone

Urinary 9-

Day 3 Day 7 Day 10

Control Nephrotic

Fig 2 Serum total, free and uriñe testosterone dais from control and nephrotic males at a!l time points Values
show the mean ± SEN) # one way ANOVA, p < 0 05 of'control vs nephrotic group on day 7 " one way ANO VA,
p < 0.001 of control vs nephiotic group on day 10
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Androgen Receptor

2775

76-

50-

25-

Fig 3 Speciflc binding of [3H]dimethylnortesiosierone (DMNI) in cyrosol from varíous tissues obrained from
control (C) and nephrotic (N) rats Cyiosol fractions (100 1) were incubated oveinighl wíth saturaring amount oí
[JH]DMNT(4 OnM) with orwithouta lOO-foldexcessofunlabelled DMNT1. Dará are presented as ihe mean valué
(=SEM) of specif ically bound [3H]DMNT for four determinaiions * Student's /-íesi, p < 0.05 of control vs nephrotic

20 40 60
Minutes

60

Fig 4. Serum LH and FSH concentrations deteimined ai each time point after LHRH stimulation in coiitro] (C)
and nephrolíc (N) gioups. Valúes are expressed as the mean ± SEM *= two way ANOVA for the eiYect of group
{nephrotics or Controls}, p < 0.0001 Arrow show the time when LHRH was administered..

FALLA DE ORIGEN
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iota! (intra- and extracellular) cAMP concentraiions weie determíned by radioimmunoassay
afler acetylation ofboth the samples and cAMP standards.

cAMP radioimmunoasíay

The radioimmunoassay of cAMP was performed as previousiy described by Zambrano
ei al. 1996 [Í3] The assay employed 2-Ü-monosuccinyl cAMP tyiosylmethy] ester.(Sigma
Chemical St. Louis, MO, USA) iodinated by the chloiamin-T metliod as the labelling ligand
and the CV-27 cAMP antisemm (NIDDK) at a final dilution of 1:150,000. After incubation
at A C for 24 h, anlibody-bound and free cAMP were separated by ethanolic precipitation
followed by cenirifugation al 1200 g at 4 C The intra- inter-assay coefficients of variation
weie <6% and <12%, respecdvely The standard curve was constructed using rat FSH-RP-2
(NIDDK) and human recombinant PSH (rec-FSH;Org32489, Organon Internationa] BV,
Oss; Holland) as the FSH standards.. Each serum sample from control oí nephiotic rats was
tested for in vino bioactivity at 4 different doses ranging from 12 5 to 75 1/culture dish, in
triplícate incubations. The relatjve in vitro biológica! activity of FSH was caículaied con-
sideiing each dose anaiy2ed and is expressed as the bioassay/immunoassay (B/I) activiry
ratio, in this case, the iatio of activity in ihe in vitro bioassay relative to the activity in the
radioimmunoassay (B/RlA)..

Day 10* ' doses
hCG

Fig, 5 Serum testosterone and estradíol concentrations from control (C) and nephrotic (N) rats, deiermined on day
10 before and añei 1 or 4 doses ofhCG.. * Studenl's ;»test, p < 005 of control vs. nephrotic
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rFSH-RF2

• rec-FSH

O 1 10 100

FSHdose (ng/ml)

Fig 6 Bioactivity of FSH in terms of cAMP producliotí by 293 cells transfecied wiih hFSH receptor Standard
curves were performed wíth raí rFSH-RP2 and human rec-FSH ¡nssi: the B/] ratio for control and nephrotic
groups, before (Pre) and 40 minutes after LHRH stimuli Valúes show ihe mean ± SEM *p < 0 05

Statisíical anafysis

The results of biochemicai determination and íissue weights (Tables 1 and 2), as well as
hormona] measurements on days 3, 7 and 10, oí after LHRH stimulus (Figs 1 and 4), weie
evaluated by two-way ANOVA Data froro tota], fiee and urinary testosterone (Fig,, 2) were
analyzed by one way AMOVA and the Dunnett test The unpaired student's t-test was used to
assess data from bínding of andiogen receptor (Fig. 3), results of testosteíone oí estradiol
concentrations released after gonadotropin stimulus (Fig 5), as well as to evalúate diñétences
between FSH B/I ratio (Fig 6). P < 0 05 was considered to be significan! Statistical analysis
was perfbrmed by using analyzing Data wth Graph Pad Prism (versión 3; Graph Pad Software,
San Diego, CA)

Results

The nephrotic stage in male iaís was evident in PAN-injected animáis on days 7 and 10 by
the presence of proteinuria, hypoproteinemia, hypoalburainemia and hypercholesterolemia
(T'able 1). TherepioductiveprofileevaluatedondaysS, 7 and 10 isshown inFig 1 Acommon
pattern for all evaluated hoimones can be observed in all nephrotic gioups, on days 7 and 10,
LH, FSH, andiostenedione, testosterone and estradio] levéis were found significantly icduced
in nephrotic groups respect control rats Simiiarly, as shown in Fig 2, total testosterone as well
as free testosteíone concentrations dropped diaslically fiom day 7, whereas, the mine tes-
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losterone remained unchanged Besides, on day 10, no differences were detecied in prolactin
concentration in nephroíic males compared with control groups (nephrotics=2.64 = 0 26
versus controls~2 95 i 0 30 ng/ml, n= 10)

The changes in íhe body weight and male sex accessory oigan weighís from control and
nephrotic groups are summarized in Táble 2. The average of the initial body weight was 265 ±
21 g, which mostly decreased on day 3 after PAN administration; however, on days ? and 10
we have to consider that these animáis presented intraperitonea! fluid retention The weight of
ventral prostate decreased markedly on days 7 and 10 from nephrotic rats, in the same wayf

¡he weighl of semina! vesicle decreased significantiy from day 3, in sil PAN-treated animáis'
To assess whether the nephrotic stage jnduced changes in the concentrations ofandrogen

receptors, experiments were conducted in cytosoíic fractions from different targeí tissues.. As
can be seen in Fig.. 3, the tissues from nephrotic animáis contained more [3H]DMNT-bind-
ing sites than those oí the control group The androgen binding sites concentration snowed
significant differences in prostate, seminal vesicles and pituitary, but not in the kidney
or hypothalamus

The in vivo effect of gonadctropin-releasing hormone (LHRH) on the pituitary in térras of
LH and FSH released, its presented in Fig 4. The results show the mean of five experimentó
peiformed. After LHRH administration, nephrotic animáis consistently exhibited a minor LH
and FSH concentrations résped to the control groups Even though, the circulating gonado-
tropin concenirations incieased in nephrotic rats after pituitary stimulus, they never ¡eacheti the
control valúes.

We next studied the functiona] status of the testicular unit by in vivo hCG administration
Fig. 5 shows a fáirly similar testosterone íesponse in nephrotic as well as in control animáis
either with one dose of hCG on day J 0 or 4 doses of hCC administered during the acule phase1

of the illness In contrast, no changes were noticed in estrsdiol concentration from nephioEic
males aftei both, one ot 4 doses of hCG.

In the presen! study, we also examined the capacity of FSH to induce a measurabie response
in a bioassay system.. A cell line tTansfected with the human FSH receptor which has been
optimized in a heterologous test forráis [12] was employed and to propeily interpret the results
pituitary standards fiom human and rats weie included As can be observed in Fig 6 using
increasing doses of both rat (RP-2) and human (rec) FSH standards an appropnate 'cAMP
production by transfected 293 cells were observed However, the relative in vitto bioactjvity of
FSH from nephrotic rats was not able to induce response in the bioassay system (Fig, 6, inset)
The discrepancy between B/J ratio in serum from control before (Pre) and 40 minutes after
LHRH administration has been observed by'other authors [14] 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

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

FALLA DE ORIGEN
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imponant disease The findings can be numbered as foliows; ]) diminution of gonadolropin
and síeroid hormones, 2) decrease ofboth total and free tesiosterone in serum wjthout urinary
¡osses, 3) increase in tbe number ofandrogen receptor binding sites on ventral prostate, seminal
vesicle and pituitary, A) diminution of pituitary response to LHRH stimulí, 5) undetectabie in
vino FSH bioactivity, and 6) abnorma! testicuiar response to hCG, particuiarly in térras of
estradiol biosynthesis,.

The time-course study was designed ío know if the hormona! changes were initiated al the
piruitary or al the gonadal level Táking into account the fact that the acute stage of experimenta]
nephrotic syndrome is presented between days 7 to JO [15], the results indícate that all hor-
mones were affected and that all those hormonal abnormaiities appear once the main bio-
cbemical characieristics of nephrosis were installed (Fig,. 1 and Table 1) By contrast, in
previous report from female nephrotic rats [S] it was found that among other impOTtant changes,
estradiol decrease signiñcanüy since day 3 and FSH do not change along the study. Thus, even
though with these resuhs we could not clarify in which parí of the reproductiva axis the
dysfunction was initiated, we can conclude that axis abnormalities are different between the
genderand, as we have previously established in female nephrotic rats [8], hypogonadotropic-
hypogonadism is the hallmaik of male nephrosis

The data from hormonal measurements also showed a lack of elevation of gonadotropin
levéis in spite of the steroid withdrawal in nephrotic tats, which reflected a lack of feed back
control of hypothalamic-pinjitary unit.. However, the significantly diminution oí steroid hor-
mones from androstenedione to estradiol could also indícales a damage in the testicuiar
steioid synthesis pathway Likewise, the diminution of ventral prostate and seminal vesicle
wejghts revealed the impact of steroid honnone diminution upon those tissues during the
study, To know if such hormona] aherations were the resuit of an hypersensitivity to the
negatjve feedback efíect of lestosterone, as mentioned by Glass et al [6], we fírst investigated,
using the time-course experiment design, the concentration of total, free and urinary testos-
terone in maie nephrotic rats., Interestingly, the results showed that neither testosterone (free ot
tota]) ñor the uiinary testosterone increased during the experimental nephrosis; on the con»
trary, they tended to decrease (Fig.. 2), thus jndicating íhat the hypogonadotropic-hypogonad-
ism can not be explained by the effect of an incieased free fraction of the circulating
testosterone upon the pituitary or hypothalamic unit. Secondly, we made the analysis of the
androgen receptor by measury the number of the available andiogen binding sites in nephrotic
tissues., We found that the receptor sites incieased not only in the androgen dependent tissues
of Ehe ventral prostate and seminal vesicle but aiso ín the pituitary, Even though these data
supported the idea of a possible hypersensitivity of the pituitary to testosterone vía an increase
in the number of androgen xeceptors, these phenomenon could be simply due to the androgen
depleííon [16].

Next, th& study was conducted to evalúate the pituitary and the testicuiar function during
the acute stage of the nephrotic syndrome.. The results of the evaiuation of the pituitary
function cleariy revealed a pituitary fáilure in the nephrotic rats.. The amount of LH and FSH
secreteo1 by nephrotic males during the 80 minutes evaluated afier the injection of hypo-
thalamic leleasing factor (LHRH), signifícantiy 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 partially loss of LHRH pituitary response via its
own receptor oí a significan! reduction in gonadotropin synthesis.. These data support the
hypothesis íhat síates that an abenant neuioendocrine regulatíon of LHRH or LH/FSH
secretion could be the starting point of tbe endocrine dysflincíion associated with nephrotic
syndrome [8] Simüarty, alterations in the hypothalaroic-pifuitary unit have been reponed in
both human and animal model of chionic rena! fáílure [17,183.. Inierestingly, the endocrine
aiteíations 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
common in uremia [21], our results show consistently normal prolacíin concentrations, Taken
together. these data stiongly suggesí the existence of more than one factor or mechanism by
which the hypothalamic and/or the pituilary unit are affected al each specifíc disease. This
interesting issue deserves fiiture research

Throughout this study we have analyzed the íesticular function in nephrotic rats with
dynamic test, specifically by using two different doses schemes of the hCG siimulj Both
treatments resuited in a normal in vivo testicular response of nephrotic males in terms of
testosterone biosynthesis (Fig 5), indicating that the testicular biological activity of
gonadotropins as well as the steioidogenesis machinery were apparently preserved However,
since circulating estradiol concentrations from nephiotic rats were not detectable at time zero
and afier either of the hCG stimuli, and consideiing that it is known that testicular Leydig
cells possess the capacity to synthesize estiogen [22,23], we speculate that the nephiotic
condition has a specifíc harmfui effect upon aromatase (P450 arom, testicular and peripheral)
Indeed, the results ñora this dynamic test as well as from previous repoits of acute and
chionic nephrosis show thaí hypoestrogenism is a predominant feature of nephroüc syn-
drome [8,9,19,20]..

In order to explore jf the minor pituitary response to LHRH stimuli as well as the 3ow
capability of the testis to íespond to hCG, specifically in terms of estradiol producdon, were
related not only with FSH quantity but also with its quality, a bioassay system was performed..
The results clearly show that FSH from nephiotic 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.. Likewíse, based on ihe fáct that the regulation of P450 arom is contiolled by
gonadotropin hormones via a cAMP-dependent mechanism [24], the lost of FSH bioactivity
is in accordance with the failure observed in estradiol biosyntnesis from nephEotic rats (Fig 5)
These data strongly suggest that during the nephrotic syndrome the pituitary production and
secretion of gonadotropin is highly altered.

In conclusión, the results of this study demónstrate the existence ofpiíuitary-testicular axis
dysfünction during the experimental nephrotic syndrome. The present data aiso show that the
pituitary function is highiy diminished and the estradiol biosyntbesis is completely suppressed
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Abstract

To investígate the pituitaiy-ovarían status during the acute state ofthe nephrotic syndrome,

a sequence of experiments were undertaken in adult female raís after a single dose of the

puromycin aminonucleoside (PAN). The functional conditíon of the hypophysea¡-ovarían

unit was determined in control and nephrotic raís by two dynamic tests,. In the first one, 10

days after PAN or placebo administration female rats were stimulated with LHRH (300

ng/iOO g b.w.) and samples were collected at 0, 20, 40, 60 and 80 minutes añer releasing

factor administiatíon. The second dynamic test, which was perfoimed in control and

nephrotic rats, consists of one (day 10 after PAN) oí fom (between days 7 to 10 after PAN)

doses ofhCG (8 UI), respectively In all cases, serum samples were collected on day 30. In

addition, the relative in vitro biological activity of FSH from control and nephrotic rats

befbre and añer LHRH stimulus was determined. The results reveal thaí añer a stimuiatory

dose of LHRH the secretíon of LH was signiñcantiy diminished in nephrotic rats at all

regisíered times,. By contrast, norma] response was observed in teims of FSH secretíon in

nephrotic females.. On the other hand, no ovarían response, in terms of progesterone or

estradiol synthesis, was observed in nephrotic rats after eithei one oí four stímuli with hCG.

Inteiestingly, in spite ofthe normal or high concentiations of FSH, the biological activity of

FSH was totally abolished in nephrotic rats On the whole, the results from this study

indícate that the nephrotic syndrome had a harmfül efféct on the pituitary-ovarian unit, and

strongiy suggest that the endocrine dysfunction could be initiated at the hypophysiaí level;

even though a specific ovarían damage is also predictable,,



Introduction

Renal diseases are complex disorders where usually, in addition to the specifíc damage

upon renal stmctuies, alterations in the endocríne system are also present (1-5).. In this

context, our group has characterized the reproductive-endociine alteíations associated

specificaíly to the nephrotic syndrome at both, experimental modei and male patients (6-

31) Paiticulaily, using the puiomycin aminonucleoside (PAN) compound, which

reproduces the nephiotic syndrome, similar to the minimal changes human disease (12), we

have tepoited thaí fémale nephiotic syndrome is characterized by ioss of estrous cycie,

fbllicular atiesia, low circulating LH and undetectable levéis of estradiol as weil as fertílity

diminuíion (6-7, 9) However, the existence of specifíc alterations at the pituitary and/or

ovarían unit iemain unknown., Accordingly, íhe piesent study was designed to assess, based

on two different dynamic tesis and the evaluation of the FSH biológica! potency, the status

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

syndrome



Materials and methods

Reagents

Puromycín aminonucleoside (PAN), l-methyl-3-isobutií-xanthine and 2-0-monosucciny]

cAMP tyrosylmethyl ester were obtained from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA)

Reagents fbr RÍA oí LH and FSH were kindiy provided by íhe National Hormone and

Pituitary Program (NIH) (Baltimore, MD) RÍA kits fbr progesterone and estiadiol were

puichased from Diagnostíc Products Corporation (Los Angeles, CA, USA). LHRH 0,1

mg/ml (Relefáct LHRH), was from Hoechst AG (Frankfuit, Germany). hCG 5000 U/ml

(gonadotropyi-c), was from Hoechst Marión Roussel (México City, México).. AI1 other

chemicals were of reagent grade and avaiiable commercially

Animáis

Adult female Wistar lats of 2-month-oId, weighing 220 to 250 g at the start of íhe

experiments, were used Only those animáis showing 4-day estrous cycles were included.

The animáis 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 weie avaifable ad libitum,

Monitoring the estrous cycle

The ovarían cycle was monitored thi'oughout the study based on the vaginal smear patterns,

consideiing that ovulation occurs aiound every 4 days with proestrus, estrus, diestms 1 and

diestrus 2 phases, and classifying the stages accordingly to Fox et al. (13) and Freeman et

a! (14) criteiia.

Experimental design

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

(15 mg/100 g body weight) in 0.9 % saline (15).. Control tats received a sham-injection of



saline, On day 9 rats were kept in metabolíc cages for 24 hours to coilect uriñe samples.,

Animáis were killed by decapitation on day 10 after each dynamic test was perfbrmed and

seium samples wer-e collected and stored at 20°C until assayed

LHRH dynamic test

The pituitaiy function was evaluated y the measutement of the LH and FSH released in

response to LHRH administration.. On day 10 ñve groups of nephrotic as well as five

groups of contiol rats (n=5) received a single ip.. dose of LHRH (300 ng/ 100 g body

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

minutes respectively,

hCG dynamic test

The ovarían function was evaluated by the measurement the piogesterone and estradiol

released in response to hCG administration Two groups of nephrotic as weli as two gioups

of intact animáis (n=5) were stimulated with (8 UU dose); one of each group received a

single dose on day 10 whíle the othei group received a daily dose of hCG for four days,

ñom day 7 to 10 after PAN administration,, The animáis were killed on day 10 and blood

serum was stored until the performance of steroid hormone measwement

Hormonal assays

Serum LH and FSH were measured by speciñc RÍA by using the double antibody techníque

with reagents and piotocol supplied by NIH The intra- and inter-assay coefficients of

variations weie 5.1% and 6 5% for LH and 4% and 7.9% for FSH, respectively. The results

are exptessed in ng/mí of intemational reference standards NIH LH-RP-3 and FSH-RP-2,

The steroid hormones, piogesterone and estradiol, were also measured by specific RÍA The

intra and inter-assay coefficients of variations weie 2.1% and 6.0% for progesterone and

3,8% and 7.1% for estradiol, respectively..



A.nalytical determinations

Considering that nephiotic syndrome is chaiacterized by proteinuria, hypoproteinemia and

hyperchoJesteroíemia, total protein in serum and uriñe as weü as cholesterol in serum weie

measured by spectropbotometric methods, as reportad by Pedraza-Chaverrí et al. (6,15)

In vitro bioassay of FSH

The human embryonic kidney-derived 293 cell line (HEK-293) transfected wiíh the human

FSH ieceptoi cDNA was kindiy donated by Dr. Aaron J.W.. Hsueh, Standford University,

CA, USA The origin, handling, ligand specifícity and biochemical propeities of the

recombinant human FSH receptor expiessed by this ceií line have been desciíbed by Tilly

el al. (Jó) This system has been optimized as a heteíologous test for rats where standards

from human and rats have been included (16, 30). Transfected 293 cells (2x105 celis/culture

dish) were exposed to increasing doses of each serum samples from control and nephiotic

rats, obtained before and aftei LHRH stimulus. Each serum sampíe was added to the cells

in the presence of 0,125 mM l-methyl-3-Ísobutü-xanthine for 24 h at 37°C Añer

íncubation, totai (intra- and extraceílular) cAMP concentiations were detennined by RÍA

aftei acetylatíon of the samples and cAMP standards.

cAMP radioimraunoassay

The RÍA of CAMP was performed as previously described by Zambrano et al. 1996 (17).,

The assay employed 2-O-monosuccinyl cAMP tyrosylmethyt ester iodinated by the

chloramin-T method as the labeling ligand and the CV-27 cAMP antiserum (NIDDK) at a

final dilution of 1:150,000 Añer incubation at 4°C for 24 h, antibody-bound and free

cAMP were separated by ethanolic precipitation foüowed by centrifugation at l,200xg at

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



The standard curve was constructed using rat-FSH RP-2 and human LER-907 as the FSH

standard Each sample was tested for in-viíro bioactivity at 4 different doses ranging from

12 5 to 75 |il/cultuie dish, in triplícate incubations. The relatíve in vitro biological activity

of FSH was calculaíed considering each dose analyzed and is expressed as the

bioassay/immunoassay (B/I) aetivity ratio, the ratio of activity in the in vitro bioassay

relative to the activity in the RÍA (B/RIA).

Statistical analyses

The íesults ai'e expressed as mean ± SEM Biochemical determinations (Table 1) weie

analyzed by unpaiied student's í-test Serum LH and FSH concentration measured after

LHRH (Figure 1) as well as différences between FSH B/I ratio (Figure 3) were analyzed by

two-way ANOVA The unpaiied student's /-test was used to assess the piogesteíone and

estradiol ieleased añer hCG dynamic test (Figure 2). p<0..0.5 was consider significant..

Statistical analysis was perfbrmed by the program Analyzing Data with Giaph Pad Prism

versión 3, 1999 (Giaph Pad Software Inc, San Diego, CA).



Results

PAN-injected rats developed marked proteinuiia, hypoproteinemia, hyperlipidemia and

ascííis on day 10 (Table 1) which revealed the nephrotic stage of the female animáis.,

Likewise, as we have reponed previously, female nephiotic tats lost the normal estrous

cycle and set íhe animáis at diestrous stage.. Table 1 shows the results as percentage of

diestms (D)? proestrus (P) and estms (E) stage in both groups of rats

The íesuits of the LHRH dynamic test is piesented in Figure 1 As can be observed LH

increased slightiy añer the LHRH stimulus in nephiotic females compared to control rats

ín contrast, the FSH discharge increased in paraílel in nephiotic and control females.

The efféct of the hCG dynamic test is shown in Figure 2., The data revealed that gonadal

response, in terms of piogesterone and estiadiol released after one dose of hCG on day 10

oí four doses of hCG between days 7 to 10, was nuil in nephiotic females..

The evaluation of the FSH biological potency of serum sampües from control and nephrotic

females is shown in Figure 3.. This figure shows the B/I FSH ratio from nephrotic and

control raís before (Pie) and añer (20' and 40') the LHRH administration,. íí is observed

that the FSH bioactivity from nephiotic rats was signiñcantly lower than the ratio yielded

by control groups.. The inset of Figure 3 shows a paialiel dose dependent cAMP production

in response to increased doses of both human and rat standards The discrepancy between

B/I ratio in seium from control before (Pre) and 20 and 40 minutes after the LHRH

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



pituitaiy reserve to synthesize bioactive forms of gonadotropin under highly demandinj

coaditions such as the administration of phaimacological doses ofexogenous LHRH.



Discussion

The result ofthe present seí of experiments demonsírates that the nephrotic syndrome leads

ío an important dysfunction upon the pituitaiy-ovarian unit. Particularly in nephrotic

fémaíes the minor LH concentration ieieased under baseline and after the LHRH-stimulated

condition, in addition to the low biological potency of the circulating FSH, clearly reveáis

the harmful effécí of nephrosis upon the pituitary function Likewise, the iimiíed response

to hCG stimuiation in terms of progesterone and estradiol ieleased fi'om nephrotic fémale

rats strongly suggests ovarían damage associated with the nephrotic condition.

So that GnRH can stimulate gonadotiopin secretion, it is important that be released in

pulsatile fashion ftom the bypothalamus to the hypophysial portal circulation (19). In a

previous repoit (6) we speculated that the hypothesis proposed by Handelsman and Dong

with respect to uremia model, which state that the abeirant neuioendocrine regulation of

GnRH secretion is the pivotal point from which all changes on the pituitary-gonadal

function foilow could be applied to explain the endocrine dysfunction observed in the

nephiotic syndrome, Now with the results ofthe LHRH and hCG dynamic tests, we think

that the endocrine dysfiinction associated to the nephrotic syndrome is an even more

compíex phenomenon.. Indeed, íhe fáct that the pituitary gland ñom nephrotic rats was able

to reíease FSH in a normal fashion, but not LH, after LHRH stimuiation indícates that even

though tfaere exists an activation vía LHRH receptor, there are différent mechanisms

involved in the synthesis and reieasing process of each gonadotropin and that one

specífically involved with LH is affected duiing the nephrotic syndiome.. These results are

in agieement with the evidence that indicates that there must be a sepárate FSH-releasing
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factor (FSHRF) because the pulsatile reléase of LH and FSH can be dissociated.. For

exampte, LHRH antisera OÍ antagonists can suppress the pulsatiie reléase of LH without

altering the FSH pulses (20, 21) In addition, a number of peptides inhibit LH but not the

FSH reléase 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 rale and the

circulating half-Iives of FSH are a consequence of the structuial differences of the FSH

molecule íhat différ in the degiee of glycosilation (22), an alteíation in the glycosilation

mechanisms of FSH during the nephrotic syndrome is stiongly suggested Besides, the

ovarían inability from nephiotic rats to synthesize estradiol (Figure 2), which is highly

dependent on bioactive FSH (23), suppoiís this issue Recently has been reported that (10)

contrary to what occurs in this study in nephrotic females, in male nephiotic rats not only

íhe amount of LH but also the FSH secretea by the pituiíaiy gíand on baseline and after

LHRH stimulatíon were significantly lower than the contiols5 thus suggesting a gender

difference in the pituitaiy status duiing the nephiotic syndrome. On the whole, the results

presented here clearly show a pituitary fáilure associated with the female nephrotic

syndrome, which include alterations in the synthesis, reíeasing and glycosilation process of

gonadotropins..

The results of the ovarían function evaluation (Figure 2) indicate on baseline oí after the

hCG dynamic test that nephrotic rats lose the capacity to synthesize two of the most

important steroid hormones in females, progesterone and estradioi This ñnding was

unexpected since in pievious investigation of female chronic nephrosis, the ovarían

capacity to synthesize estradioi was restored with pheromone stimulation (9). Peihaps the



delicate regulatory mechanism that orchestra the female follicular developmení (24)

requires a more precise stimulí that orse or foui1 boíus of hCG- Moreover, consideiing that

during fblliculogenesis LH and FSH stimulate the steroid production in granulosa and theca

ceíis by inducíng, through their specíñc receptors, the expression of steroidogenic enzymes,

particularly P450scc and P450arom (25), it is possible to assume the existence of alterations

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

nephrotic syndrome,.

ín summary, the results of the present study extend the cuiient knowledge about the

endocríne-repioductive dysfunction associated to the nephrotic syndrome., The undoubted

alterations upon the pítuitary and the ovaiian unit fbund in this study suggest that the

impact of the endocrine disoiders may be clinically important in women with nephrotic

syndrome,.
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Table 1:

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

Group
n=5

C

N

Cycle phase

D% P% E%
50

100

16

0

33

0

Serum total
protein"

g/dl
10..U0.21

6.0±0.19*

Serum
cholesterol"

(mg/df)
59.,'8±2.,6

302 4±33*

Uriñe
protein3

(mg/24 h)
7.3±1.5

377.9±44*

Valúes repiesent mean±SEM. *p<0 05
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Figure legends

Figure 1.

Serum LH and FSH concenírations measured at each time point after LHRH

stimulation in control (C) and nephrotic (N) groups.. Valúes are expressed as the

mean ± SEM of three different experiments. *= two way ANOVA for the eíféct of

group (nephrotic oí control), p<0,0001 Airows show the time when LHRH was

administered

Figure 2.

Serum ptogesterone and estiadiol concentrations from control (C) and nephrotic (N)

rats, deteimined on day 10 befbie and after 1 or 4 doses of hCG.. Vaíues are

expressed as the mean ± SEM of three different experiments* Student's í-test,

p<0.,05 of control vs nephíotic.

Figure 3. Bioactiviíy of FSH in terms of cAMP production by 293 cells íransfécted with

hFSH receptor. The B/I xatio for control and nephíotic groups, before (Pre) as well

as 20 and 40 minutes after LHRH dynamic test ínset: standard cmves were

performed with rat rFSH-RP2 and human rec-FSH.. Valúes show the mean ± SEM

*= two way ANOVA for the effect of group (nephíotic or control), p<0 0001
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