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RESUMEN

NEUROTRANSMISORES y sus RECEPTORESEN MÉDULAESPINAL DE
RATAS DIABETICAS

La diabetes es un desorden endócrino-metabólico asociado con alteraciones

funcionales que entre otras incluye una disfunción sexual. Un gran porcentaje de

pacientes diabéticos de sexo masculino presentan trastornos de disfunción sexual

asociados a problemas de impotencia en los estadios avanzados de ésta patología. La

región lumbosacra de la médula espinal interviene en la inervación del pene a través de

los nervios pélvicos y pudendos regulando de esta manera los mecanismos de erección

peneana y de eyaculación. El objetivo de este trabajo fue investigar los factores, que

pueden estar modulando este mecanismo en la diabetes experimental. Para ello se

estudiaron las características morfológicas y bioquímicas de la región lumbaró/sacrol de

la médula espinal de animales con diabetes inducida por tratamiento con estreptozotocina

utilizando además otros modelos que también presentan una disminución en la respuesta

sexual. Metodología: Se utilizaron: l- ratas macho con diabetes inducida por

estreptozotocina con o sin tratamiento con insulina, 2- ratas con hipogonadismo funcional

obtenido mediante tratamiento neonatal con monosodio glutamato (MSG), 3- ratas macho

gonadectomizadas (GDX) y/o adrenalectomizadas (ADX) con o sin el tratamiento

hormonal correspondiente, y 4- ratas macho intactas desde los 10 dias de vida hasta los

20 meses de edad. La médula espinal fue extraída por laminectomia dorsal y el tejido

procesado según correspondiere al tipo de ensayo a realizar. ,Para los estudios

morfológicos de los núcleos motores, se utilizaron técnicas histológicas (tinción de Nissl

o tinción con tetraóxido (le osmio) seguidas del análisis por microscopía óptica o

microscopía electrónica. Los distintos factores probablemente involucrados en la

regulación de los mecanismos de erección peneana y eyaculación fueron estudiados

utilizando diversas técnicas tales como: autorradiografia cuantitariva para evaluar

cambios en los receptores del sistema GABAérgico tipo GABA-B, GABA-A y sitios de

unión para benzodiacepinas; los receptores mu- y delta-opioides y los receptores para los

neuropéptidos ocitocina y vasopresina. La técnica de cromatografía líquida de alta

performance fue utilizada para evaluar los niveles tisulares de los aminoácidos GABA y

glutamato. Técnicas de radioinmunoensayo fueron utilizadas para determinar los niveles

de testosterona plasmática y los niveles de beta-endorfinas tisulares. La técnicas
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¡nmunohistoquímica fue utilizada para determinar la localización y expresión del factor

de crecimiento insulinico de tipo l (lGF-I) y la técnica histoquimica de reactividad

NADPH diaforasa fue utilizada para el estudio de neuronas nitrérgicas.

Resultados: Los animales diabéticos mostraron una reducción significativa del volumen

del núcleo espinal del bulbocavemoso (sexualmente dimórfico), respecto al grupo

control, como consecuencia de una reducción en el tamaño de sus motoneuronas, que

presentaron signos de degeneramiento neuronal. Todas las alteraciones fueron revertidas

por insulina. Los sistemas de neuromoduladores estudiados presentaron alteraciones en
los animales diabéticos así como en los animales con alteraciones endócrinas. El estudio

del sistema GABAéigico presentó marcación específica de los receptores en asta dorsal y

región central, con aumento significativo en la densidad de los receptores tipo GABA-B

en los animales diabéticos respecto al control, con una disminución en la afinidad y un

aumento en el número total de sitios de unión. Los sitios receptores de tipo central para

benzodiacepinas presentaron una disminución significativa de su densidad, asociada con

disminución en la afinidad y en el número de sitios totales en animales diabéticos. En
ambos casos los valores alterados volvieron a su nivel control con el tratamiento de

insulina. Los receptores tipo GABA-A presentaron un aumento solo en los animales

diabéticos tratados con insulina. El sistema GABAérgico presentó también alteraciones

en animales GDX ó ADX y una disminución en los niveles de receptores, progresiva con

Ia edad. Por otro lado los niveles de GABA mostraron una disminución significativa en la

médula espinal de ratas diabéticas. En el estudio del sistema opioide se observó presencia

de los receptores tipo mu y delta en el asta dorsal, con disminución significativa de los

tipo mu, asociada a un aumento en la constante de disociación, en animales diabéticos

que fue revertida por tratamiento con insulina. No se evidenciaron cambios en los

receptores tipo delta. Los animales con diabetes experimental presentaron un aumento

significativo en el contenido de beta-endorfinas en la medula espinal. No se observaron

diferencias en los receptores mu-opioides por GDX y/o ADX. El análisis del sistema de

receptores para ocitocina y para vasopresina demostró marcación específica para ambos

receptores, el primero en asta dorsal y el segundo sobre los núcleos pudendos. El receptor

para ocitocina presentó disminución significativa de su densidad en animales diabéticos y

en animales MSG respecto a sus grupos control, y el receptor para vasopresina también

se mostró alterado con la diabetes. En ambos casos los valores se nonnalizaron por el

reemplazo con insulina. Además los receptores para vasopresina presentaron una

disminución significativa en ratas hembras intactas respecto a machos intactos. Los

animales GDX y los ADX presentaron disminución de la densidad de los receptores para

vasopresina respecto a su control. Además se observaron diferencias significativas entre
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hembras y machos con menor expresión de estos receptores en los núcleos sexuales

dimórñcos del primer grupo. El estudio de lGF-I permitió describir la presencia de este

factor las láminas IV y V del asta dorsal y en los entrecruzamientos fibrosos de Ia

comisura gris ventral al epéndimo con disminución significativa del área de expresión en

animales diabéticos, en animales tratados neonatalmente con MSG y en animales GDX.

El estudio de la actividad NADPH-diaforasa demostró la presencia de la NOS en las

neuronas de: las astas dorsales, de la región circundante al epéndimo, de la columna

celular interrnediolateral y de los núcleos motores pudendos, presentando alteraciones

morfológicas y de actividad enzimática en los diabéticos y su reversión por tratamiento
con insulina. Conclusiones: Los factores neuromoduladores estudiados se ven alterados

en la diabetes expe'Éimental inducida por estreptozotocina, y esta variación podría ser

generada tanto por la falta de insulina per se o por la hiperglucemia crónica, como por las
alteraciones de los ejes gonadal y adrenal que ocurren en esta patología. Las alteraciones

en los factores neuromoduladores podrían estar involucrados en la regulación de los

mecanismos de erección peneana y eyaculación modulando el tono muscular peneano a

través del nervio pudendo y/o la dilatación vascular que regula el flujo sanguíneo a través

del nervio pélvico. Estos estudios aportan información de importancia para comprensión

de la fisiopatología de la disfunción sexual relacionada con la erección peneana ya sea

durante estadios avanzados de la diabetes, o en modelos con analogía endócrina, que

podrán permitir el desarrollo terapéuticas para un mejoramiento en la.calidad de vida del
individuo afectado.

Palabras Claves:

Impotencia sexual - diabetes — estreptozotocina - sistema GABAérgico — sistema

opioide - IGF-I —ocitocina —vasopresina - NADPH-diaforasa —médula espinal.



ABSTRACT

NEUROTRANSMITTERS AND THEIR RECEPTORS AT SPINAL 6'ORD OF
DIABEH'C RAT5

Diabetes is an endocrine-metabolic disorder that has been associated with

functional alterations including sexual impotence. A great percentage of male diabetic

patients show sexual dysfunction associated to impotence at later stages of this

pathology. The lumlgosacral region of spinal cord innervates the penis' through pelvic and
pudendal nerves and regulates the penis erection and ejaculation mechanisms. The aim of

this work was to study changes on the possible factors involved in the modulation of

these mechanisms in the experimental diabetes model. Morphological a nd biochemical

characteristics of the lumbar6/sacrall spinal cord were evaluated usingstreptozotocine

(STZ)-induced diabetic rats and other models with a known diminished sexual response.
Methods: The animal models used were: l- STZ- induced diabetic male rats with or

without insulin treatment, 2- Animals neonatally treated with glutamate monosodium

(MSG), 3- Animals that were gonadectomized (GDX) and/or adrenalectomized (ADX)

and then treated or not with the corresponding hormone, and 4- Intact male rats from lO

days old to 20 months ‘old. Spinal cords were removed by dorsal laminectomy and the

tissue was processed according to the assay. Histological methods (Nissl or osmium

tetroxide staining) were used to evaluate the morphology of the different motor nuclei.

Tissue sections were analysed by optical or electronic microscopy. Different factors

involved in penile erection and ejaculation were studied using different techniques such

as: Quantitative autoradiography to study GABAergic receptors system GABA-B,

GABA-A and benzodiazepine receptors sites, mu- and delta-opioid receptors and

oxytocin and vasopressin receptors. High performance liquid chromalography to evaluate

tissular levels of GABA and glutamate amino acids. Radioimmunoassay techniques were

used to determine plasmatic testosterone levels and tissular beta-endorphins.
Immunohistochemical technique was used to determine IGF-I, and histochemical

NADPH-diaphorase reactivity technique was used to study nitrergic neurons. Results:

Diabetic animals showed a significant reduction in the volume of the spinal nucleus of

the bulbocavemosus as a consequence of a decrease in motoneuronal size. These neurons

also presented some neuronal degeneration signs. All alterations were reverted by insulin
treatment. All the studied systems showed changes in the diabetic animals as well as in
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those animals with endocrine alterations. The evaluation of the GABAergic system

showed specific labelling at the dorsal hom and central region of ,the spinal cord. A

significant increase in the GABA-B receptors density was found in diabetic rats, this was

associated with a decrease in the affinity and an increase in the total number of binding

sites. Moreover GABA levels showed a significant decrease in spinal cord ofdiabetic

rats. The benzodiazepine receptor sites showed a significant density decrease in diabetic

animals, associated with a decrease in the affinity and the total binding sites. ln both

cases insulin treatment was able to restore the altered receptor values. GABA-A receptors

showed a significant increase in the diabetic animals that were treated with insulin. The

GABAergic system also showed changes in GDX, ADX animals and a time depending

decrease of the receptors levels with age. The study of the opioid system showed the
presence of mu- and delta-opioid receptor types in the dorsal hom with a significant

decrease of the mu reCeptor type in diabetic rats. These changes were associated with an
increase in the dissociation constant that could be reverted with insulin treatment. There

were not changes in delta-opioid receptors type density. Experimental diabetic animals

showed a significant increase in the beta-endorphins content at spinal cord. No changes

were observed on the opioid receptors on GDX and/or ADX animals. Oxytocin receptors

were found on the dorsal hom of the spinal cord meanwhile the specific binding for

vasopressin was seen on the pudendal nuclei. Receptor binding sites for both

neuropeptides showed a significant decrease in diabetic animals and oxytocin showed

similar results in MSG animals. ln both cases the changes were restored to control values

after insulin treatment. Vasopressin binding sites showed a significant decrease on GDX

and ADX animals. Moreover, when intact animals of both sexes were compared, females

also showed lower amount o fv asopressin analogue binding than in rnale tissue. IGF-I

immunoreactivity was observed in layers IV and V of dorsal hom and in the ependimal

ventral grey commissure. A significant reduction of the expression area was seen in

diabetic animals, as well as in the MSG and GDX animals. The NADPH-diaphorase

reactivity showed the presence of nitrergic neurons at: the dorsal homs, the ependimus,

the intermediolateral cell column and at the motor pudendal nuclei. Changes on the

morphological cell characteristics as well as on the enzymatic activity was seen in

diabetics animals being these changes reverted by insulin treatment. Conclusions: The
neuromodulator factors evaluated were all altered in the STZ induced diabetic animals

and those variations could be generated by insulin lack “per se”, by the chronic

hyperglycemia, or by alterations in the gonadal and adrenal axis seen in this pathology.

The observed alterations may be involved in the regulation of penile erection and

ejaculation mechanisms regulating the penile muscular tone through pudendal nerve or
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the vascular dilatation regulating the blood flow through the pelvic nerve. These studies

provide important information to the comprehension of the pathophysiology of the sexual

dysfunction related with the penile erection during advanced stages of diabetes as well as

in models with endocrine analogy. They may allow the development of new therapeutic

strategies to improve the life quality of affected patients.

Key words:

Sexual impotence —diabetes - streptozotocíne —GABAergic system —opioid system —

lGF-l —oxytocin receptor —vasopressin receptor —NADPH-diaphorase —spinal cord.
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INTRODUCCION GENERAL

La diabetes es un desorden endócrino-metabólico que ha sido asociado con

alteraciones funcionales y estructurales del sistema nervioso central y periférico. Entre

estas alteraciones se incluye la aparición de problemas relacionados con la

reproducción. En el caso de los pacientes dibéticos de sexo masculino, uno de

transtomos que afecta su condición de vida, se relaciona con la aparición de impotencia

sexual. En la región lumbosacra de la médula espinal de los mamíferos se ubica una
serie de núcleos motores que regulan la contracción de la vasculatura y musculatura

peneana siendo estds músculos los que intervienen en los mecanismos de la erección

peneana y Ia eyaculación. Estos núcleos motores, que presentan un dimorfismo sexual,

están sujetos al control de neurootransmisores, neuropétidos y hormonas esteroides, que

pueden afectar su respuesta y alterar la respuesta eréctil. El propósito de esta Tesis

Doctoral ha sido caracterizar alteraciones capaces de regular la respuesta asociada con

la erección y/o eyaculación en la región lumbar de la médula espinal de animales con

diabetes experimental.

I- Diabetes Mellitus

La diabetes es una patología compleja caracterizada por presentar

principalmente una alteración en el metabolismo de la glucosa. Esta alteración está

relacionada con disminución o falta de acción o secreción de insulina, produciendo el

estado de hiperglucemia. Dada la acción de esta hormona en el metabolismo intermedio,

en la diabetes se observan alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, así

como en el metabolismo de los ácidos grasos y de las proteínas. Se genera entonces un

desorden endócrino y metabólico asociado con alteraciones funcionales y estructurales

en múltiples sistemas orgánicos. Las complicaciones diabéticas tardías en pacientes

humanos incluyen retinopatías, nefropatías, afecciones cardiovasculares, úlceras

dérrnicas, alteraciones en la función sexual y disfunción del sistema nervioso con

neuropatía autónoma y periférica, atrofia degenerativa que afecta los nervios motores y

sensoriales, desórdenes en la percepción del dolor incluyendo dolor espontáneo,

alodinia e hiperalgesia, alteraciones electrolíticas, neuroquímicas y de permeabilidad de

la barrera hematoencefálica donde la exposición crónica a niveles elevados de glucosa

alteran el normal funcionamiento cerebral (Bailes'02, Mooradian'88).
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La diabetes ha sido clasificada en dos tipos principales, la diabetes de tipo l

(DMl-ID) o insulino dependiente y la diabetes de tipo 2 (DMZ-NID) o no insulino

dependiente, asociada generalmente con resistencia a la acción de la insulina. Sin

embargo, existen excepciones a esta clasificación dado que la Diabetes Mellitus

presenta divisiones difusas entre los dos tipos principales, dando lugar a clasificaciones

más amplias basadas en los síntomas clínicos.

I.a- Diabetes Mellitus de tipo I

La DMl-ID comprende entre el lO y 15% de los casos de diabetes. Clínicamente

se caracteriza por hiperglucemia y cetoacidosis. Aparece generalmente en la infancia o

en la adolescencia, hasta los 30 años. Los factores iniciadores de la patología no han

sido esclarecidos aún, sin embargo existiría una base genética predisponente en un gran

porcentaje de los casos, así como también factores ambientales, agentes químicos,

virales y de la dieta (Hawa'02, Jaeckel'02, Ramsingh'97, Kimpimakí'Ol). La patología

está asociada con la pérdida total y específica de las células [3pancreáticas de los islotes

de Langerhans, productoras de insulina. Por lo cual, una vez establecida la enfermedad,

el páncreas presenta una relación aumentada en su composición de células (X.

(productoras de glucagón), células 6 (productoras de somatostatinas) y células

productoras del péptido P. La DMl-lD ha sido caracterizada como una enfermedad

autoinmune en la cual el individuo desarrolla autoanticuerpos principalmente contra el

antígeno leucocitario humano (HLA), contra el gen de la insulina, contra las células de

los islotes de Langerhans, contra la enzima ácido glutámico decarboxilasa (GAD) y

contra el antígeno 2 de los islotes (lA-2A) (Onengut-Gumuscu'OZ, Tom'03), que

intervienen en un proceso de destrucción selectiva de las células [3del páncreas. Un alto

nivel de anticuerpos para GAD luego de que se manifiesta la enfermedad es pronóstico

de baja función de las células B dentro de los primeros años, npor el contrario,

anticuerpos contra las células de los islotes de Langerhans indican una función de

células |3 más conservada para los primeros tres años (Tom'03). Estos anticuerpos

asociados a la diabetes, pueden ser detectados en las mujeres con diabetes de tipo l

embarazadas, pueden ser transferidos a la circulación fetal y ser detectables en el cordón

umbilical, representando una verdadera inducción de autoinmunidad (Hamalainen'OZ).
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I.b- La Diabetes Mellitus de tipo 2

La DMZ-NlD es un desorden metabólico crónico que resulta de defectos en la

secreción y en la acción de la insulina debidos a una disminución en su afinidad por el

receptor (Passaro'Ol, Yli-Jarvinene'95). Con el tiempo se establece una falla progresiva

de las células B del páncreas. Este tipo de diabetes es más frecuente que la de tipo l y

representa el 85 a 90% de los casos. Clínicamente se caracteriza por hiperglucemia,

resistencia a la insulina y, a diferencia de la DMl-ID, baja frecuencia de cetoacidosis.
Generalmente aparece en individuos adultos mayores de 40 años como consecuencia del

sedentarismo, la obesidad y el estrés, aunque ha sido descripta su aparición también en

niños y jóvenes. El tratamiento involucra el control en la dieta, el ejercicio y la terapia

combinada de h ipoglucemiantes orales e insulina, una vez que ha sido establecida la

falla en las células B (Passaro'Ol, Rewers'95). El tratamiento con insulina resulta

importante para el control tanto de la glucotoxicidad como de la lipotoxicidad y de las

complicaciones vasculares (Chan'03). Además de la secreción anormal de insulina, se

observa una secreción anormal de glucagón. La hiperglucagonemia y la relación

alterada insulina/glucagón juegan un papel importante en el inicio y mantenimiento del

estado de hiperglucemia patológico. Entonces, tanto el glucagón como su receptor

resultan potenciales agentes para el tratamiento terapéutico de este tipo de diabetes

(Jiang'03). '

2- Ereccio’npeneana y eyaculación

Los mecanismos de erección peneana dependen del correcto funcionamiento de

los sistemas vascular, ncurológico y endócrino, los cuales resultan influenciados por

variaciones en los diferentes neurotransmisores y neuropéptidos. La erección peneana

ocurre como respuesta a estímulos de origen periférico y/o supraespinalcs (Wagner '91).

Estructuras espinales y supraespinalcs se complementan en forma integrativa para lograr

una adecuada erección, gatillada por los centros supraespinalcs con reconexión en los

nervios periféricos de origen medular.

Los mecanismos de erección peneana incluyen la relajación de las fibras del

músculo liso en los tejidos eréctiles y la dilatación de las arterias peniles. Ambos

fenómenos se encuentran controlados por ramas simpáticas y parasimpáticas del sistema

lO
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nervioso autónomo (Andersson'95). El sistema vascular constituye un mecanismo clave

para la iniciación y mantenimiento de la erección. Periféricamente, el balance

contracción/relajación controla el grado de contracción de los músculos del cuerpo

cavemoso peneano y determinan su estado funcional, regulando su naturaleza

hemodinámica dada por la restricción del flujo venoso saliente y el aumento del flujo

arterial entrante (Andersson'OO).

Múltiples caminos eferentes son activados en la generación de la erección y la

eyaculación. La erección requiere la activación de las vías de vasodilatación
parasimpática en el. pene y la inhibición del tono vasoconstrictor simpático peneano

junto con la activación de la vía vasoconstrictora simpática pélvíca para enviar el flujo

de sangre hacia el pene, con la contracción de los músculos estriados‘peniles para crear

una rigidez completafPor su parte, la eyaculación involucra el cerrado de la vejiga y del

esflnter uretral externo por vías simpáticas y somáticas respectivamente, la estimulación

de la emisión seminal por inervaciones simpáticas y parasimpáticas de las glándulas

sexuales accesorias y el ducto deferente, seguido por contracciones rítmicas del músculo

liso de la uretra y de los músculos estriados perineales. Las flbras nerviosas que

permiten todos estos mecanismos provienen de múltiples segmentos de la médula

espinal en coordinación con las estructuras supraespinales (McKenna'OO).

2.a- Estructuras pro-eréctiles del sistema nervioso central

Como se mencionó anteriormente, la erección peneana ,es controlada por

mecanismos espinales y supraespinales. La estimulación de los nervios peneanos dorsales

activa neuronas en estructuras supraespinales tales como: el área preóptica media anterior

(MPOA), el núcleo paraventricular (PVN) del hipotálamo, el núcleo paragigantocelular

(NPGl), la amígdala media (MeA), la sustancia gris periacueductal (PAG) y la corteza

cerebral. Estos núcleos a su vez envían proyecciones hacia los núcleos lumbosacro

parasimpático y toracolumbar simpático que hacen sinapsis con las neuronas

postganglionares, constituyéndose en el sistema nervioso proeréctil periférico (Giuliano

'95 y '97, Schmidt'OO). El NPGI inhibe la contracción de los músculos perineales y la

erección peneana mientras que el MPOA facilita estos reflejos (McLean'63) (Fig. l ).

Además, otras regiones cerebrales como la sustancia nigra, el hipocampo y el locus

coeruleus también intervienen en la regulación de la erección (Zaharan'Ol, Chen'Ol,

Chang'Ol).
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Los eferentes descendientes parten desde el cerebro y convergen en la columna

dorsal, hasta alcanzar los nervios autónomos toracolumbar y lumbo'sacro en la médula

espinal (MacLean'63) y los núcleos motores situados en las astas ventrales de la médula

espinal lumbosacra involucrados en la función eréctil (Kohama'92).

Por su parte, la información aferente asciende desde la médula espinal afectando

potencialmente la integración de las señales neurales en sitios supraespinales asociados

con el comportamiento sexual que procesa la entrada sensorial desde el pene

(Hubscher'96).
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Fig. l: Estructuras cerebrales involucradas en el control de las funciones sexuales masculinas y su
interconección con la médula espinal como coordinadora de la respuesta sexual. Gráfico extraído y
modificado del trabajo de McKenna'OO.
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2.b- Víasaferente y eferente que modulan Ia erección peneana

La erección peneana resulta de la combinación de una actividad parasimpática

aumentada y una actividad simpática reducida. El pene presenta inervaciones nerviosas

eferentes y aferentes.

La vía eferente sensorial está constituida por el nervio dorsal que emerge desde el

prepucio y la piel del pene y glándulas asociadas, y termina en la región dorsal y área

circundante al epén'dimo del tronco lumbosacro de la médula espinal cumpliendo la

función de iniciacióqy mantenimiento de la erección (Herbert'73, (McKenna'86).

La vía aferen'te está constituida por inervación somática, parasimpática y

simpática. La vía somática está constituida por el nervio pudendo, la vía parasimpática

está constituida por el nervio pélvico y la vía simpática la constituyen el nervio

hipogástrico y la cadena simpática torácicolumbar (Andersson'95, Giuliano'95). En la

rata, los nervios pélvicos y pudendos emergen del tronco lumbosacro (lumbarS-sacrol)

de la médula espinal para llegar hasta el pene. En el ser humano, así como en otras

especies animales que se discutirán más adelante, la ubicación de los nervios que

inervan el pene difiere en su localización anatómica a nivel medular.

El nervio pudendo proviene de los núcleos motores situados en las astas

ventrales de la médula espinal, con extensión lumbarS-lumbaró en la rata. Estos nervios

inervan a los músculos estriados perineales bulbocavemoso e isquiocavernoso cuya

contracción aumenta la presión interna en los cuerpos cavemosos, bombeando sangre

para activar los mecanismos de flujo, como condición final para la obtención y

mantenimiento de la rigidez peneana (Karacan'83, Tang'98, Willem'97) (Fig. 2). Si bien

en la rata estos músculos cumplen una función fundamental para la iniciación y

mantenimiento dc la erección, en humanos su función es menos clara (Elmore'88).

El nervio pélvico proviene de las células de las astas dorsales, de la comisura

gris dorsal y delas células de la columna intennediolateral inferior, del núcleo sacro

parasimpático, que se extienden a lo largo de la médula espinal lumbaró-sacrol en la

rata. Estas neuronas hacen sinapsis en el ganglio del plexo pélvico desde donde fibras

postganglionares alcanzan al pene a través del nervio cavemoso (Hancock'79,
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Nadelhaft'84a) (Fig 2). Este sistema es responsable de la vasodilatación de la
vasculatura peneana para generar la erección (Lue'83).

La tercer vía de ¡nervación peneana es la simpática cuyas neuronas se localizan en

la comisura gris dorsal y columna celular intermediolateral del núcleo toracolumbar

simpático, de los segmentos torácico inferior y lumbar superior (torácicol l-lumbar2) de

la médula espinal y envían sus axones hacia el nervio hipogástrico, el cual se contacta

también con el plexo pélvico para alcanzar al pene a través del nervio cavernoso

(Hancock'79, Janig'87, Junermann'89, Nadelhaft'85b y '87) (Fig. 2). La estimulación de

esta via tiene función antieréctil, promoviendo la relajación de la musculatura lisa

peneana y la consecuente vasodilatación (Dail’89).

Columna
Toracicolumbar

Simpática

V
Nervi Columna

Lumbosacra

/ Parasimpática

vejiga

Esfínter externo—>. “1-”
, /v ' .

Musculos Nervro pudendo
bulbocavernoso e"

e isquiocavernoso _
Nervro dorsal del pene

Fig. 2: Vías somáticas, parasimpáticas y simpáticas eferentes en la ¡nervación medular del pene en
el hombre. Diagrama extraído y modificado del trabajo de Steers'OO.



Verónica Berta Dotfman

La región lumbosacra de la médula espinal presenta una red neural capaz de

integrar la infomiación central y periférica, representando el mayor sitio de regulación

de la erección peneana.

La arborización dendrítica de las motoneuronas de los núcleos motores lumbares

de la médula espinal que están involucrados en la inervación peneana, se extiende hacia

otras áreas del mismo segmento medular como las astas dorsales, la región circundante

al epéndimo, la comisura gris y la columna intennediolateral, y además las dendritas de

un núcleo motor se extienden también hacia el mismo núcleo de la porción contralateral

y hasta los otros núcleos motores de la misma región. Esto sugiere una posible
interconexión entre ‘motoneuronas e intemeuronas de esta región, transfonnándola en

una buena candidata para la regulación de la erección peneana, integrando la

información de o rigen periférico y s upraespinal, redistribuyendo la información hacia

neuronas autónomas y somáticas, y regulando a los neuromediadores (Sasek'84,

Tang'98).

2.c- Neurontediadores dela erecciónpeneana

Los mediadores en la erección peneana son ciertos neuropéptidos y

neurotransmisores, que participan en la transmisión de la información central y periférica,

sensorial y motora, para posibilitar la erección peneana. Entre los diversos factores que

intervienen en esta función se destacan el óxido nítrico, el ácido y-aminobutirico (GABA)

y aquellos componentes asociados al sistema GABAérgico como las benzodiacepinas, la

ocitocina, los péptidos opioides, el factor de crecimiento insulínico-símil, la serotonina, la

dopamina y los sistemas adrenérgico, noradrenérgico y colinérgico (Giuliano'OO,

Andersson'OO).

2.d- La influencia dela testosterona

La diferenciación sexual en el cerebro se encuentra controlada, durante un período

limitado del desarrollo del individuo, por los niveles de esteroides gonadales circulantes,

los cuales generan cambios permanentes en los sustratos neurales, llevando a la expresión

del comportamiento sexual específico de cada sexo (McCarthy'94). Las hormonas

l6
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gonadales son importantes reguladores de la diferenciación tanto de los caracteres

sexuales secundarios como del sistema nervioso central, donde la aromatización de la

testosterona a estrógeno sería fundamental para la masculinización o no del cerebro y de

los tejidos nerviosos (McCarthy'94, Ravizza'OZ). En neuronas hipotalámicas de

individuos de sexo masculino se ha observado una mayor expresión y actividad de la

enzima aromatasa que en aquellas de sexo femenino, esto indicaría que los andrógenos

ejercerían un control sobre esta enzima involucrada en el proceso de diferenciación

sexual (Negri-Cesi'Ol).

Durante la etapa perinatal la testosterona induce, por ejemplo, patrones sexuales

dimórficos en los .¿contactos sinápticos del núcleo arcuato, ejerciendo efectos de

organización y de activación en esta región (Femandez-Galaz'97). En el individuo adulto

los andrógenos también cumplen un papel fundamental en las funciones sexuales y

eréctiles, influyendo en el desarrollo de los órganos sexuales y tejidos involucrados. En

los humanos, el aumento de testosterona a la edad puberal lleva al desarrollo de las

características sexuales secundarias y a la expresión de un comportamiento sexual

estereotipado, el cual es también evidenciable en animales. El fenómeno de erección

peneana espontánea en la adolescencia también es dependiente de andrógenos,

habiéndose comprobado que niveles hormonales normales en el individuo adulto, están

asociados con la erección voluntaria. Sin embargo sólo el 20 a 25% de los individuos con

disfunción sexual, deben el origen de su enfermedad a alteraciones en los niveles

androgénicos. La mayoría de los hombres con impotencia sexual presentan un equilibrio

endócrino normal, con niveles normales de testosterona, l7B-estradiol y hormonas

hipofisiarias. Por lo tanto la presencia de andrógenos es necesaria pero no suficiente para

un correcto funcionamiento sexual (Manieri'97). Por otro lado, ratas macho

gonadectomizadas restablecen la función eréctil cuando son tratadas con testosterona o

dihidrotestosterona (Gray'80, Meisel'84).

3- La diabetesy Ia impotencia sexual

Entre las complicaciones tardías que desarrollan los pacientes con Diabetes

Mellitus, son significativamente importantes las neuropatías autonómicas periféricas, las

cuales afectan la percepción, la actividad muscular y la función de los órganos internos

(Schmidt'OZ).El S0% de los pacientes diabéticos sufre disfunción sexual en estadios

avanzados de la patología por causas neuropatológicas, miopáticas y de insuficiencia

l7
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vascular, constituyéndose en una complicación común tanto en hombres como en

mujeres mayores de 50 años con Diabetes Mellitus (Jensen'79, Vardi'96).

Ratas macho con diabetes experimental inducida por tratamiento con una droga

diabetogénica llamada estreptozotocina, que induce la degranulación de las células [3

pancreáticas y una hiperglucemia constante (Junod'69), presentan menor proporción de

reflejos eréctiles y disminución del comportamiento copulatorio, los cuales son

revertidos a valores normales luego del tratamiento con insulina (Escrig'02). Además

los animales diabéticos presentan lesiones testiculares y disminución de la fertilidad,

con menor número de espermatozoides, a pesar de no presentar alteraciones en el ciclo

espennatogénico, reducción en el funcionamiento de la próstata, de las vesículas
seminales y de las glándulas coagulantes (Oksanen'75, Paz (Frenkel)'78).

Factores endócrinos como la acción androgénica son de vital importancia en la

erección peneana. Los pacientes diabéticos humanos, así como los animales con

diabetes experimental, presentan una disminución en los niveles de testosterona

plasmática debida a una reducción en el número de células de Leydig y de su capacidad

esteroideogénica (Alexopoulous'Ol, Paz(Frenkel)'78). Esta disminución androgénica

está frecuentemente asociada con la impotencia sexual, sin embargo un alto porcentaje

de pacientes diabéticos presentan niveles hormonales normales y aun así se observan

alteraciones en los mecanismos de erección (Ellenberg'7l).

Si bien generalmente se considera a la neuropatía periférica como causa de la

impotencia sexual diabética, la afección de las vías de regulación central sería de gran

importancia, con un papel independiente en la fisiopatogénesis de la disfunción eréctil

en la Diabetes Mellitus (Sartucci'99).

En el desarrollo de este trabajo se discuten las posibles implicancias de los

sistemas de neuromediadores sobre los mecanismos de erección peneana y su regulación

por h ormonas e steroides, c omo a sí también s on c onsideradas las p osibles implicancias
clínicas.
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OBJETIVOS

En base a lo expuesto anteriormente en relación a la impotencia sexual, los niveles

de testosterona circulante y especialmente en la expresión de esta disfunción sexual en

individuos diabéticos, el objetivo de este trabajo fue investigar los posibles factores que

modulan la función de erección peneana, estudiando las características morfológicas y

bioquímicas de la región lumbaró/sacrol de la médula espinal en animales con

tratamientos experimentales que presenten una disminución en la respuesta eréctil. Como

se mencionó anteriormente, de la región lumbar de la médula espinal emergen los nervios

pélvicos y pudendos 1queinervan músculos involucrados en la erección y eyaculación, por
lo tanto en esta región se evaluaron diferentes sistemas de receptores para neuropéptidos

y neurotransmisores, relacionados con la respuesta eréctil.

Se utilizaron modelos experimentales que presentan alteraciones en la actividad

copulatoria como consecuencia de las alteraciones endócrino-metabólicas asociadas,
estos fueron:

a) animales con diabetes insulino dependiente inducida por tratamiento con

estreptozotocina (STZ),

b) animales con hipogonadismo funcional provocado por tratamiento neonatal con

monosodio glutamato (MSG).

c) modelos de animales con tratamientos quirúrgicos en los cuales se eliminaron las
hormonas esteroides.

d) animales de distintas edades (entre lO días y 20 meses) sin tratamientos.

Se evaluaron:

l) Cambios morfológicos en las motoneuronas de la región lumbosacra de la médula

espinal asociados con los modelos experimentales ensayados.
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2) La participación del sistema GABAérgico estudiando la presencia de receptores

GABA-A, GABA-B y sitios receptores para benzodiacepinas y los niveles de GABA
tisular.

3) La posible relación del sistema opioide, estudiando los receptores del tipo mu y delta,

y los niveles tisulares de su ligando endógeno B-endorfina.

4) Los receptores para ocitocina y para vasopresina.

5) La participación de agentes neurotróficos evaluando alteraciones en la expresion del

factor de crecimientqinsulínico-simil de tipo l.

6) La influencia del óxido nítrico (NO) sobre la región lumbosacra de la médula espinal

explorando la presencia de la enzima productora de este neurotransmisor mediante

métodos liistoquímicos.

HIPÓTESIS

La hipótesis planteada en el presente trabajo es que los mecanismos de

respuesta a la erección peneana y/o eyaculación, asociados a la respuesta sexual
alterada descripta en los animales con diabetes experimental, se encuentran también

afectadospor esta patología y tienen influencia directa sobre la respuesta al estímqu

sexual central, siendo las modificaciones de ciertos sistemas de neurotransmisores y

neurope'ptidospresentes en la médula espinal lumbar aquellos que, juntamente con el

factor hemodinámico alterado, generaría" una variedad de respuestasfisiopatológicas,
regulando la erección peneana desde elpunto de vista tanto vascular como muscular.

20
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MATERIALES Y METODOS

l) Desarrollo de las colonias de animales para experimentación:

En todos los casos utilizamos Rattus norvegicus de la cepa Sprague Dawley, con calidad

genética y sanitaria certificadas en el bioterio del Instituto de Biología y Medicina

Experimental, siguiendo las normas internacionales de FELASA (Federation of European

Laboratory Animal Science Associations).

a) Inducción (le diabetes experimental por estreptozotocina y reversión por insulina:

Ratas machoLde 45 días de edad fueron anestesiadas mediante una inyección

intraperitoneal de ketamina (lml/kg de peso corporal SOmg/ml, Holliday-Scott, Arg),

suplementadas con vapores de éter etílico y diabetizadas, bajo anestesia, mediante una

inyección intravenosa con estreptozotocina (STZ, 55mg/kg de peso corporal, Sigma)

disuelta en solución salina (0,9%) acidificada a pH 5,0 con ácido cítrico SOmM. Se

realizaron controles de glucosuria a las 24 y 72 horas post tratamiento, a fin de

seleccionar los animales de acuerdo al daño pancreático producido por la droga,

utilizando tiras reactivas para glucosa (Diastíx-Bayer, Argentina). Se consideraron

diabéticos a los animales con glucosuria mayor a 2 g/dl. Los animales diabéticos fueron

sacrificados a una, dos, tres o cuatro semanas luego de la diabetización según el

experimento (DIABl, DIABZ, DIAB3 y DIAB4 reSpectivamente). Los animales del

grupo control (CONT) fueron inyectados con vehículo el mismo día que los animales

experimentales. Entre los animales que resultaron con glucosuria mayor 2 al %, se

seleccionó al azar un grupo que se inyectó diariamente en forma subcutánea con insulina

(INS, Betasint insulina NPH, bovina, Laboratorios Beta S.A., Argentina) 4 unidades

internacionales por día (UI/día) distribuidas en dos aplicaciones diarias: 1,5 UI a las 08:00

hs. y 2,5 UI a las 18:00 hs., durante los 10 días anteriores a la fecha prevista para su

sacrificio. Los animales controles y diabéticos fueron inyectados con vehículo.

b) Gonadectomíay tratamiento con propionato de testosterona:

Ratas macho de 45 días de edad fueron anestesiadas con ketamina i.p. y

suplementadas con vapores de éter etílico y gonadectomizadas (GDX). Los animales del

grupo control fueron tratados del mismo modo simulando la gonadectomía pero sin la
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ablación de los testículos (SHAM). Para el tratamiento con propionato de testosterona

(GDX+TP) los animales GDX fueron inyectados luego del tercer día de cirugía. Las

inyecciones se realizaron en forma subcutánea, en una dosis de 400;.tg de testosterona por

Kg de peso corporal disuelta en aceite de girasol, una vez al día, durante 7 días. Los

animales controles y GDX correspondientes a los mismos experimentos fueron

inyectados con vehículo. Todos los animales se sacrificaron a los 10 días de realizada la

cirugía.

c) Adrenaleclomía y‘tratamiento con corticosterona:

Ratas machogde 45 días de edad anestesiadas con ketamina y suplementadas con

vapores de éter etílico, fueron adrenalectomizadas (ADX) en forma bilateral por

aproximación dorsal. Luego de la cirugía, se les suministró solución salina (ClNa 0,9%)

como agua de bebida ad libitum. A los animales del grupo control, se los intervino de

modo similar, pero sin remoción de las glándulas adrenales (SHAM). Los animales

tratados con corticosterona (CORT, Esteraloids, USA), fueron animales adrenoprivos a

los cuales se les inició el tratamiento el mismo día de la cirugía aplicándoles una

inyección subcutánea al día (18:00hs) con una dosis de 12 mg/Kg disuelta en aceite

vegetal. Los animales controles y ADX de los mismos experimentos fueron inyectados

con vehículo. Todos los animales fueron sacrificados 7 días despues de la cirugia. Se

ensayó además un grupo experimental donde los animales fueron adrenalectomizados o

SHAM operados a distintos tiempos y sacrificados a los siete días de iniciado el

experimento, es decir grupos experimentales con 3, 5 y 7 días de ADX (ADX3d, ADXSd,

ADX7d).

(I) Gonudccromía y (ulrenalccromía:

En este caso los animales fueron inicialmente castrados o SHAM operados como

se describió anteriormente y luego de diez días a una serie de animales se les efectuó la

adrenalectomía bilateral. Estos animales fueron sacrificados- 5 días después

(GDX+ADX). Para la realización de estos experimentos otro grupo de animales
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gonadectomizado y SHAM-ADX se sacrificó a los 15 días (GDX)' y un cuarto grupo

SHAM-GDX fue adrenalectomizado y luego sacrificado con el resto de los animales a los

5 días de ADX. A todos los animales con ADX se les suministró solución salina (ClNa

0,9%) como agua de bebida ad [ibitum El grupo control se formó con animales a los que

se les simularon las operaciones pero sin la ablación de las glándulas secretoras de

esteroides (SHAM).

e) Tratamiento con MSG

Ratas de la cepa Sprague-Dawley recién nacidas recibieron inyecciones

subcutáneas de monpsodio glutamato (Sigma) en solución salina 0,9% (4mg/g de peso

corporal) durante los días 2, 4, 6, 8 y 10 después del nacimiento (MSG). Los animales

controles fueron inyeCtados con solución isosmótica de ClNa 10% (CONT). Todos los

animales fueron mantenidos con sus madres naturales en camadas equilibradas de 10

animales, destetados al día 2] postnatal y sacrificados a los 6 meses de vida.

j) Desarrollo temprano y envejecimiento

Ratas macho intactas de la cepa Sprague-Dawley fueron sacrificadas a distintos

tiempos: lO días, 21 días, 3 meses, 9 meses y 20 meses. Las edades fueron elegidas de

acuerdo al desarrollo de los núcleos sexuales pudendos y tomando como día 0 el día del
nacimiento.

2) Estudios histoquímicos:

2a) Técnica (le Nissl:

Preparación (le tejidos:

Los animales fueron sacrificados por decapitación, las médulas extraídas mediante

laminectomía dorsal, congeladas con hielo seco pulverizado y almacenadas en

congeladora de -70°C. Se cortaron secciones coronales sucesivas de 16 um de espesor de

Ia región lumbar 5-6 de la médula espinal mediante crióstato a -l7°C de acuerdo con el

Atlas de Paxinos y Watson. De cada médula se montaron 6 secciones sobre portaobjetos
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previamente recubiertos con gelatina de Sigma 1% y sulfato de cromo potasio 0,05%, se

secaron a temperatura ambiente y se almacenaron a -70°C.

Tinción por la Técnica (le Nissl:

Las secciones obtenidas fueron deshidratadas por inmersiones sucesivas en

etanol 95 y 70% y luego rehidratadas en agua y transferidas a una solución de Violeta
de Cresilo (Sigma) 0,5% en agua durante 2 minutos, lavadas con agua y nuevamente

deshidratadas con una serie ascendente de etanol en agua 7 0 y 9 5%. Decoloradas en

solución de ácido acético glacial (Ridel-del Haén, Hoechst, Argentina) 0,01% en etanol

95% y luego transferidas a etanol absoluto 100% (Ridel-del Haén, Hoechst, Argentina)

seguidas de dos inmersiones en Xilol (Sintor-Gan, Argentina), cubiertas con

cubreobjetos, utilizando medio de monmtaje Pennount (Fisher Co., USA). Para la

identificación anatómica se utilizó la nomenclatura según Rexed (1952, 1954).

21))Técnicapara microscopía electrónica:

-Preparación de los tejidos:

Los animales fueron anestesiados en forma intra peritoneal con ketamina

2ml/Kg de peso corporal (50mg/ml) seguido de una inyección intracardíaca con

heparina para evitar la formación de trombos. Luego los animales fueron prefundidos

inicialmente con una solución de ClNa 0,9% vía ventrículo izquierdo, seguida de una

solución ñjadora conteniendo paraformaldehído 2% y glutaraldehído 2,5% en buffer

fosfato 0,1 M. Las médulas espinales fueron removidas previa laminectomía dorsal y

postfijadas por 2 horas en la misma solución fijadora a 0-4 °C. Secciones coronales de

la región lumbar 5-6 (Paxinos and Watson) de 40 pm de espesor fueron obtenidas

utilizando un vibrátomo (Oxford).

-Tinción:

Las secciones obtenidas fueron lavadas varias veces en buffer P BS e incubadas 30

minutos con Tetraóxido de Osmio 1% en PBS pH 7,4. Luego de varios lavados con agua
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bidestilada las secciones fueron deshidratadas con etanol utilizando una serie ascendente

de concentraciones (50, 70, 90, y 100%). Luego de que los tejidos fueran infiltrados con

resina Durcopan ACM y polimerizados por 24 horas a 60°C, se cortaron secciones
ultrafinas de 80-100 n m con vibrátomo Reichert U ltracut E utilizando una cuchilla d e

diamante. Las secciones obtenidas fueron analizadas mediante microscopio electrónico

(Zeiss M109)

20) Estudio de acrívidad NADPH diaforasa por tinción histológica:

-Preparación de (os tejidos:

Los animales fuerón anestesiados en forma intra peritoneal con ketamina 2ml/Kg de

peso corporal (SOmg/ml) seguido de inyección con heparina para evitar la formación de

trombos. Luego se les practicó perfusión intracardíaca con ClNa 0,9% seguida de una

solución fijadora conteniendo paraformaldehído 4% en buffer fosfato 0,] M. Las médulas

espinales fueron removidas previa laminectomía dorsal, postfijadas por 2 horas en buffer

fosfato 0,1 M con paraformaldehído 4%, seguido de inmersión en buffer PBS con 30% de

sacarosa toda la noche a 4°C. Al día siguiente se las congeló con hielo seco pulverizado y

se las almacenó a -80°C hasta su utilización. Secciones coronales (20 um) de la región

lumbar 5 (Paxinos and Watson) fueron obtenidas utilizando un crióstato a -26°C. Se

montaron seis secciones por cada portaobjetos previamente recubierto con gelatina 2,5%

y Elmers Glue 1%. Los portaobjetos fueron secados rápidamente a temperatura ambiente

y luego almacenados en congelador a —70°C.Secciones adyacentes de los cortes para

experimentación fueron analizadas mediante la Tinción de Nissl con Violeta de Cresilo

para la identificación anatómica de los núcleos neuronales utilizándose la nomenclatura

proporcionada por Rexed (1952, 1954).

-Ensayo (le NADPH (linforasa:

Los portaobjetos conteniendo las secciones de interés fiJeron incubados con NADPH

(l mM) y sal nitroblue de tetrazolio (NBT —2 mM) en buffer fosfato 0,] M y Tritón X­

lOO0,3% pH 7,4 durante 60 minutos a 37°C. Los controles negativos se realizaron del

mismo modo pero omitiendo el NADPH en la solución de incubación. Se analizó la

densidad, el área y el número de células mediante un microscopio óptico acoplado a un
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sistema de procesamiento de imágenes computarizado (NIH-Image). Cada determinación

en la médula eSpinal se realizó en forma bilateral

3) Estudio de receptorespor autorradiografia:

-Preparación de tejidos:

Los animales fueron sacrificados por decapitación, las médulas extraídas mediante
laminectomía dorsal, congeladas con hielo seco pulverizado y almacenadas en

congeladora de -70°CÉ.Se cortaron secciones coronales sucesivas de l6 um de espesor de

la región lumbar 5-6 de la médula espinal mediante crióstato a —17°C de acuerdo con

Atlas de Paxinos y watson. De cada médula se montaron 6 secciones sobre ponaobjetos

previamente recubiertos con gelatina de Sigma 1% y sulfato de cromo potasio 0,05%, se

secaron a temperatura ambiente y se almacenaron a -70°C. Para identificación anatómica

de la región medular se ensayó la tinción de Nissl en secciones adyacentes y se utilizó la

nomenclatura según Rexed (1952, 1954).

-Determinación de receptores utilizando la técnica de autorradiografia cuantitativa:

Al menos tres porta objetos por animal, conteniendo secciones coronales de la médula

espinal lumbar de cada animal tomadas en forma seriada fueronbtilizadas en cada

ensayo. Las secciones l'ueron preincubadas durante el tiempo adecuado, en el buffer

respectivo y luego incubadas en presencia de la hormona radioactiva sola o en conjunto

con el compuesto específico no radioactivo (para definir la unión inespecífica.) En los

capitulos respectivos se detalla tiempo de incubación, buffer y concentraciones de los

reactivos. Finalizada la incubación los portaobjetos conteniendo las secciones fueron

lavados y secados rápidamente. Los autorradiogramas fueron generados mediante la

exposición de los portaobjetos con las secciones de tejido incubadas junto con otros

portaobjetos conteniendo tiras estándares comerciales para tritio (Amersliam), contra

placas fotográficas sensibles a la radiación beta, (Amersham, 3l-l-l-lyperfilm) En el caso

de los compuestos yodados (ligandos para ocitocina y vasopresina) se generaron

estándares radioactivos a partir de un homogenato de tejido cerebral de animales intactos

a los cuales se adicionó cantidades variables de radioactivo. Esta masa de tejido fue

empaquetada y luego congelada en hielo seco. Secciones con las diferentes

28



Verónica Ber/a Dorfman

concentraciones de radioactivo fueron tomadas en portaobjetos (como si se tratara de una

muestra experimental) y parte de estos portaobjetos coexpuestos con los tejidos

incubados en los experimentos. El tejido de otros portaobjetos fueron utilizados para

determinar: la radioactividad presente mediante un contador gama y la cantidad de

proteínas presentes en la seción, a fin de configurar una escala de calibración para la

deerrnnación del contenido de receptores en las muestras experimentales. El tiempo

óptimo de exposición para los ligandos tritiados o yodados fue seleccionado de manera

que las densidades ópticas de las regiones medidas estén dentro del rango de respuesta

lineal de la placa fotográfica. Luego de lS a 90 dias de exposición para tritio (JH) ó l a 3

dias de exposición para yodo (ml) realizadas a temperatura ambiente en cuarto oscuro,

las placas fotográficais fueron reveladas de acuerdo a técnicas generales de revelado. Las

placas fueron analizadas mediante el uso de un sistema de análisis por imágenes acoplado

a una computadora (Macintosh-NIH-Image). Para cada región medular estudiada, la

densidad óptica fue medida en forma bilateral en 6 secciones medulares, por duplicado,

por cada animal analizado. La densidad óptica de los diferentes niveles de grises de las

secciones medulares fue finalmente convertida en femtomoles del ligando tritiado unido

por miligramos equivalentes de tejido húmedo por comparación con los valores

generados por los estándares. La unión especifica se obtuvo como la sustracción entre los

valores correspondientes a la unión total y a la inespecifica.

4) Estudio de neuropéptidos por ¡nmunohistoquímica:

-Preparación (le los tejidos:

Los animales fueron anestesiados en forma intraperitoneal con ketamina 2ml/Kg de

peso corporal (SOmg/ml) seguido de inyección con heparina para evitar la formación de

trombos. Luego se les practicó perfusión intracardíaca con ClNa 0.9% seguida de una

solución fijadora conteniendo parafonnaldehido 4% en buffer fosfato 0,l M. Las médulas

espinales fueron removidas previa laminectomía dorsal, postfijadas por 2 horas en buffer

fosfato 0,1 M con paraformaldeliído 4%, seguido de inmersión en buffer PBS con 30% de

sacarosa toda la noche a 0-4 °C. Al día siguiente se las congeló con hielo seco

pulverizado y se las a lmacenó a -80°C hasta su utilización. S ecciones coronales d e la

región lumbar 5-6 (Paxinos and Watson) de 20 pm de espesor fueron obtenidas utilizando

un crióstato a —26°C. Se montaron seis secciones por cada portaobjetos previamente

recubierto con gelatina 2,5% y Elmers Glue 1%, se secaron rápidamente a temperatura
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ambiente y se almacenaron a ——70°C.Secciones adyacentes fueron analizadas mediante la

Tinción de Nissl con Violeta de Cresilo para la identificación anatómica de la región

medular y se utilizó la nomenclatura según Rexed (1952, 1954).

-Ensay0 de Imnunohistoquímica:

Los tejidos fueron procesados para reacción de peroxidasa bloqueando la enzima

endógena con agua oxigenada 3% en metanol. Para la identificación del factor de

crecimiento insulínico l (IGF-l) se incubaron las secciones toda la noche a 0-4°C

utilizando un anticuerpo policlonal comercial (Peninsula, U.S.A.) en una dilución de
l/750 en PBS que se reveló con un anticuerpo comercial biotinilado preparado en cabra

por Kirkengaard & Perry Labs para detectar proteínas de conejo en una dilución 1/200 en

PBS. Las señales fueron amplificadas utilizando el kit ABC (Vectastain Elite de Vector

Labs) para reacción biotina-avidina, seguido del kit KPL (Kirkengaard & Perry Labs, Inc,

U.S.A.) para la reacción con diaminobencidina (DAB). El análisis del grado de respuesta

y número de células teñidas se realizó mediante el empleo de un microscopio óptico,

acoplado a un sistema de análisis por imágenes computarizado.

5) Estudio de neurotransmisores por HPLC defase reversa:

La médula espinal fue homogeneizada en buffer de extracción (etanolzagua2ácido

acético; 75:20:5), centrifugada a 18.000Xg durante 20 minutos a 4°C y el sobrenadante

llevado a sequedad. El precipitado fue luego derivatizado resuspendiéndolo en HCOJNa

0,] M y cloruro de dancilo 1,25 mg/ml disuelto en acetona anhidra durante 30 minutos a

90°C, llevándolo finalmente a sequedad utilizando una centrífuga al vacío. Los niveles de

GABA se midieron por HPLC con una columna de fase reversa C18, para lo cual se

utilizó l'l3P04/acetonitrilio como fase móvil donde se resuspendió el producto

derivatizado. Se utilizaron distintas concentraciones de GABA (1 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,01

mg/ml) como estándares de elución. Los resultados se expresaron como picomoles de

GABA por gramo de proteína determinada mediante el método de Lowry.
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6) Estudio del contenido de fl-endorfinas por Radíoinmunoensayo:

Las médulas espinales fueron pesadas y homogeneizadas con un homogeneizador de

Teflon (Eberbach) en 500 pl de ácido acético 0,1M. Los homogenatos fueron calentados

10 minutos a 100°C para evitar la actividad de las proteasas y centrifugados 30 minutos a

10.000Xg, 4°C. Los sobrenadantes se purificaron con columna Sep-Pak C 18, liofilizados

y reconstituídos antes del ensayo. Las beta-endorfinas se cuantificaron mediante

radioinmunoensayo utilizando un antisuero altamente específico provisto por el Dr.

Chousos (National Institute of Child Health and Human Development, Bethesda, MD).

La sensibilidad del epsayo fue de 20 pg y la curva se comportó en forma lineal hasta los

1000 pg de beta-endorñna no radioactiva agregada. El anticuerpo reacciona en forma

cruzada equimolar con beta-endorfina y beta-lipotropina (su precursor inmediato), por

ello, aunque se lo referirá como contenido de beta-endorfina, la cantidad medida en este

ensayo representa las concentraciones de ambas, beta-endorfina y beta-lipotropina

combinadas. Met-encefalina, alfa-encefalina y otros péptidos opioides no reaccionan con

el anticuerpo utilizado (<0,l%). Las muestras se incubaron con el antisuero durante l8-20

horas junto una serie de tubos conteniendo concentraciones crecientes de B-endorfina de

rata en un rango de 15 a 2000 pg/ml a o-4°c. Finalizada esta incubación se agregó [ml]­

B-endorfina (beta-endorfina humana, fracción 1-27, Peninsula Labs, San Carlos, CA;

8000 cpm/ 100 ul) y se incubó a 0-4°C nuevamente durante 18-20 horas. La incubación se

detuvo por precipitación con etanol a 0-4°C y se determinó la radioactividad utilizando un

contador gamma En todos los ensayos se determinaron los valores de unión total e

inespecífico y los resultados fueron expresados como pg/mg de tejido.

7) Estudio del contenido de testosterona sérica por Radioinmunoensayo:

Se determinó el contenido de testosterona presente en el suero obtenido de los

diferentes animales proveniente de muestras de sangre recolectada en el momento del

sacrificio de los animales. El esteroide se extrajo a partir de 150 pl de suero en 3 ml de

éter etílico libre de peróxidos. La fase etérea fue evaporada bajo campana y se

resuspendió en 500 pl de buffer RIA: NazHPO4 0,4m, NaH2P04 0,034M, ClNa 0,154M

conteniendo 0,1% de gelatina y 0,02% de azida sódica, pH 7. El resuspendido se dejó

durante la noche previa al ensayo a temperatura ambiente. Las incubaciones de las

muestras fueron realizadas en presencia de [3H]-testosterona (90000pm/100pl sc) y
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antisuero (1/7500), simultáneamente con tubos conteniendo concentraciones crecientes

de testosterona no radioactiva en un rango de 12,5 a 800 pg/ml, preparando además los

tuvos correspondientes para determinar los valores de unión totales e inespecifico. La

incubación se realizó durante 18-20 horas a 0-4°C, y ésta se detuvo por el agregado de

200 ul de Carbón-Dextrán a cada tubo. A los lO minutos de agregado el agente

adsorbente, los tubos fueron centrifugados durante lO minutos (ambas operaciones fueron

realizadas a O-4°C), tomándose finalmente alícuotas de 400 ul del sobrenadante para

determinar la radioactividad presente utilizando un contador de centelleo líquido.

8) Análisis estadístico:

En todos los casos los resultados se presentan como el valor medio de los datos :l: la

desviación estándar. La densidad óptica, cuando no fue comparada contra una escala de

grises comercial, fue calculada en función de los niveles de grises observados en la

imagen capturada, considerando una variación de 256 niveles de grises establecidos por

el programa utilizado para la cuantificación. Para comparar los efectos de los diferentes

tratamientos se utilizó el análisis de varianza para comparaciones múltiples de una via o

más vías (según el caso) seguido de análisis por test de Scheffe, Fisher o Bonferroni. Se

utilizó análisis por test de "t" aparcado, para análisis estadísticos de distintos parámetros

dentro de un mismo grupo y test de “t” no aparcado, para las comparaciones de un mismo

parámetro entre dos grupos diferentes. Las diferencias entre los distintos grupos

observadas por test de Scheffe, Fisher o Bonferroni y se consideraron significativas

cuando p < 0,05. Para analizar los histogramas de frecuencia se utilizó el test no

paramétrico de Kolmogoroff-Smimoff.
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VARIACIONES EN LAS CARACTERÍSTICAS ENDÓCRINO­
MET/18021015 DE Los GRUPOSEXPERIMENTALES

l. E[ectos de la diabetes experimental inducida gar estregtogotocina (STZ2:

Se estudiaron los efectos endócrino-metabólicos provocados por la diabetes inducida

por STZ (DlAB) y se los comparó con animales controles (CONT) y animales diabéticos

tratados con insulina glurante lO días previos al sacrificio (INS).

Para incluir un animal dentro del grupo de diabéticos se consideraron el desarrollo de

su glucosuria durante el periodo experimental y los niveles de glucemia al momento del

sacrifico, asi como también la aparición de sintomatología característica de la patología

diabética, como polidipsia, poliuria, pérdida de peso corporal severa y estado de

depresión generalizado.

En el momento del sacrificio de los animales se recolectó sangre y se separó el

suero para la determinación de la glucemia mediante el método enzimático colorimétrico
según Trinder (Kit de Lab. Wiener, Argentina - Ann. Clin. Biochem. 6/24, 1969). Todos

los grupos diabéticos que se utilizaron para realizar las diferentes mediciones presentaron

una glucemia de 4 veces el valor control y los diabéticos tratados con insulina revirtieron

los valores de glucemia hacia niveles de los animales control indicando que el

tratamiento con STZ generó diabetes insulino dependiente por insuficiencia pancreática

(Tabla l).
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Tipo de estudio CONTROL DIABETICOS INSULINA

Estudio 69120 mg/dl DIABI: 27:51:68mg/dl 645:]3 mg/dl

morfológico DIAB3128|iS7MdI

Sistema 70i| l mg/dl DIABI: 283i28 mg/dl 68i0.3myd|

GABAércho DIAB3:279i25 mgdl

Sistema opiolde 88:l:l4mgldl DIAB4:275124M 87zt23mgdl

lGF-I 1071:25mgdl DIAB2: 4201:] l mg/dl

l DlAB3: 342t22 maldl

Receptores para 78:t6 ngdl DlABl: 327i 24mydl 671] l mg/dl

VASO y oxYÉ DiAB3: 334i: l8_rn_g/d|

NADPlI-diaforasa 73i24 Mdl DIAB4:284i: 362g“! 91125rEE/dl

Tabla l: Glucemia de los animales de cada estudio efectuado. En cada caso los valores

representan la media i el desvio estándar representativo de por lo menos tres grupos
experimentales diferentes.

La inducción de diabetes con STZ produjo una disminución significativa en el

contenido de testosterona sérica respecto al grupo control a partir de la segunda semana

de inducción de la diabetes y el tratamiento con insulina en todos los casos revirtió los

valores hacia niveles controles (Tabla 2).

Tipo de estudio CONTROL DIABETICOS INSULINA

Estudio l 1312,] ng/dl DlABl: |0,312,5 ng/ml I2,3i2,4 ng/ml

morfológico DIAB3:2,310.7nm

Sistema 2,510.9 ng/ml DlABl: I,910,5 ng/ml 3,0iO,9 nyml.

GABAérgic_o DlAB3: 0,7:t0,4 nglml

Sistema oploide 2.910,7 ng/ml DlAB4: 0,9i0,5 ngml 3.210,8 ngml

lGF-l 25.813,9 ng/ml DIABZ:2,8i0,5 ng/ml

DlAB3:2,7:t0,6nm

Receptores para l,27i0,2 ng/ml DIABI: 0,95i0,07ng/m| l,|3t0,5 ng/ml

VASO)!OXY DlAB3:0,51:0,l M

NADPH-dlaforasa l2,6i2,9 nm DlAB4:2,810.5ngml l3,0i3,6 nglml

Tabla 2: Testosterona sérica de los animales de cada estudio efectuado. En cada caso los valores
representan la media i el desvío estándar representativo de por Io menos tres grupos
experimentales diferentes.
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La diabetes experimental inducida provocó alteraciones en el peso corporal de

los animales tratados en todos los experimentos utilizados para evaluar los diferentes

parámetros estudiados. Observamos que los animales tratados con estreptozotocina

perdieron el peso en forma progresiva con el tiempo post-inducción de la diabetes, con

una disminución de alrededor del 20% a la primer y segunda semana, hasta llegar a

perder el 26% de su peso a la tercer semana y el 28% a la cuarta. El tratamiento con

insulina revirtió la pérdida del peso corporal provocando una recuperación promedio del

9% luego de lO días de tratamiento. (Tabla 3).

Además las {vesículas seminales de los DlAB3 perdieron un 44% de su peso

respecto a los controles mientras que la disminución en los DIABl no alcanzó para ser

significativa, y las de los insulínicos recuperaron su peso (Tabla 3).

El peso de los testículos diabéticos no varió en relación con los controles o

insulínicos (Tabla 3).

CONDlClON Rel. Peso Rel. Peso

flnal Vesic./Corporal. TesticJCorporal.

Tabla 3: Alteraciones en el peso corporal y peso de vesículas seminales provocadas por el
tratamiento con estreptozotocina. EL tratamiento con insulina revirtió los valores. No se
observaron variaciones en el peso de los testículos. Los valores representan el promedio de los
pesos i la desviación estándar de los grupos experimentales utilizados en cada estudio, de por lo
menos tres grupos experimentales diferentes.
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2. Eteclas del higogonadismo tuncional inducido gar monosodio glutamato (MSGz:

Se estudiaron los efectos endócrino-metabólicos provocados por el tratamiento

con MSG y se los comparó con animales controles (CONT). El tratamiento con

monosodio glutamato durante el período neonatal provee un modelo de animales con

diabetes mellitus no insulíno dependiente, con intolerancia a la glucosa, hiperglucemia
y/o hiperinsulinemia, con síndrome de obesidad e hipogonadismo funcional

(Cameron'76).

A estos animales se les determinó la glucemia del mismo modo que a los animales

diabéticos, pero enti ningún caso las glucemias de los animales MSG presentaron
diferencias significativas respecto a sus controles (Tabla 4).

Tipo de estudio CONTROL MSG

Estudio 64d:12 mg/dl 6m mg/dl

morfológico

Sistema 67t8 mg/dl 65:l:l0 mg/dl

GABAérgic_o

lGF-l 65i9 Mdl 69ztl4mgdl

Receptores para 62il0 mg/dl 60i12 mg/dl

VASO y OXY

Tabla 4: Glucemia dc los animales de cada estudio efectuado. En cada caso los valores

representan la media i el desvío estándar representativo de por Io menos dos grupos
experimentales diferentes.

El tratamiento con MSG provocó una disminución significativa del 90% en el

contenido de testosterona sérica en los animales de sexo masculino respecto al grupo

control en todos los casos (Tabla 5).
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Sistema 7,5:0,38 ng/ml 0,710,l ng/ml

Receptores para 0,77i0,04 nngl 0.07i0,0| ng/ml

Tabla 5: Testosterona sérica de los animales de cada estudio efectuado. En cada caso los valores

representan la media i el desvío estándar representativo de por lo menos dos grupos
experimentales diferentes.

El tratamiento con MSG generó alteraciones fenotípicas respecto a los animales

controles, observándose una disminución del 24% en el largo de cola como resultado de

la automutilación frecuentemente observada con este tratamiento y una disminución del

8% en el largo corporal como consecuencia de un déficit en la hormona de crecimiento

(Gong'95, Rol de Lama'98) (Tabla 6).

Se observaron además menor peso testicular (30%) y menor peso de vesículas

seminales (42%) como resultado del hipogonadismo funcional, que provoca la lesión

hipotalámica producida por esta droga. No se observaron alteraciones significativas en el

peso corporal (Tabla 6).

CONDICION Largo Largo Peso Rel. Peso Rel. Peso

cola Cuerpo Corporal Testlc. / Corp. Veslc. / Corp.

(m) (sm) (a) ¿ms/g) (mg/g)

CONT 21,5 1-0.5 27.2 i 0,5 628 :t 22 6,] :t 0,3 3,3 i 0,2

MSG l6,3 i 0,9 24,8 :l:0,6 684 :t 62 4,3 i 0,2 ¡,9 i 0,l

Tabla 6: Alteraciones fenotípicas y del peso provocadas por el MSG. Los valores representan el
promedio de los pesos i la desviación estándar de por lo menos dos grupos experimentales
diferentes.
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3. E[ectosdela ganadectomía:

Se estudiaron los efectos endocrino-metabólicos provocados por la gonadectomía

(GDX) y se los comparó con animales controles (SHAM) y animales gonadoprivos con

reemplazo hormonal con propionato de testosterona (GDX+TP).

La castración provocó una disminución significativa en el contenido de testosterona

sérica respecto al grupo control y el tratamiento con testosterona en todos los casos
revirtió los valores hacia niveles controles (Tabla 7).

+

Estudio 7,312,| ng/dl ND 8,0:l:l,2 nngl

Sistema 6,812.| ng/ml ND 4,71;],8 ng/ml

Receptores para 6,l:l:l,7 ng/ml ND 5,3il ,5 ng/ml

Tabla 7: Testosterona sérica de los animales de cada estudio efectuado. En cada caso los valores
representan la media :t el desvío estándar representativo de por lo m'enos tres grupos
experimentales diferentes. ND = valores no determinables.

Los pesos de las vesículas seminales extraídas luego del sacrificio de los animales

fueron significativamente menores en el grupo GDX que en el control (SHAM: 3,26i0,4

g, GDX: 0,6i0,2 g) y el peso se revirtió con el tratamiento con propionato de testosterona

(GDX+TP: 2,9i0,3 g). El estudio sobre los órganos blancos demostró que el reemplazo

con TP resultó adecuado en todos los casos para restablecer los niveles homonales
circulantes.
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fiPECTOS MORFOLÓGICOSDE Los NÚCLEOS4407-0255

INTRODUCCION

I- Los núcleos motores

La médula eSpinal de humanos presenta un pequeño grupo de motoneuronas,

localizadas en forma bilateral en las astas anteriores de la región sacra l y a través de

toda la región sacra 2, descriptas por Onufrowicz en los años 1899 y 1900 (Onuf 1899,

Onuf 1900), al que se denomina núcleo de Onuf. Este núcleo, ubicado al borde de la

sustancia gris, comprende dos tipos de neuronas motoras, cuyos nombres rc5ponden al

músculo estriado inervado, y q ue están directamente involucradas en los p rocesos de

erección peneana y de eyaculación. Así a las neuronas ubicadas en posición

dorsomedial se las llamó motoneuronas del esfínter anal (EAS) y a las ubicadas en

posición ventromedial se las denominó motoneuronas del esfínter uretral externo (EUS).

Las motoneuronas de ambos grupos no presentan diferencias en cuanto a su tamaño o

localización entre machos y hembras. Sin embargo, si se observan, diferencias en el

número de células que componen este núcleo entre ambos sexos, constituyendo un

dimorfismo, donde los andrógenos juegan un papel crucial para su desarrollo,

protegiendo ciertas neuronas de una muerte celular programada. Aparentemente, los

andrógenos no ejercerían este efecto protector directamente sobre las motoneuronas

espinales, sino favoreciendo la supervivencia de las libras musculares cstriadas de los

músculos perineales, las cuales a su vez secretan factores tróficos, como el CNTF

(factor neurotróñco ciliar) que actuarían sobre las motoneuronas. Sin embargo, los

andrógenos sí estarían involucrados en el crecimiento dendrítico de estas motoneuronas,

efecto mediado por la conversión en estrógenos por acción de la enzima aromatasa

neuronal (Catala'99). La localización anatómica de las motoneuronas involucradas en

los procesos de erección y/o eyaculación, difiere entre las especies. En el gato, perro,

mono y humano están circunscriptas a un grupo celular en el asta ventral de la médula

espinal sacra (Romanes'Sl, Kuzuhara'80, Petras'78, Nakagawa'80, Schroder'SO) (Fig.

l.],A). En el hamster la localización de las neuronas EUS es lateral (a diferencia del

grupo anterior que las presenta en ubicación ventromedial) (Gerrits'97). Sin embargo en
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la rata ambos grupos se ubican en núcleos totalmente separados (Schnoder'80,

McKenna'86) (Fig. l.l,C), mientras que en el gerbil y en el cerdo las motoneuronas del

EAS se localizan en posición dorsolateral al canal central (Ulibarri'95, Blok'96) (Fig.

l.l,B).
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Fig. l.l: Esquemas de la localización de los núcleos motores pudendos en la médula espinal. EUS

y SNB (°), EAS y DLN (o), VN (o). A) sacro 2 de humano, B) sacro 2 de cerdo, C) lumbar 6 de

rata.

En la rata, las motoneuronas que inervan los músculos estriados perineales

involucrados en la modulación de los mecanismos de erección peneana y eyaculación,

se distribuyen en tres núcleos completamente separados, con una distribución anatómica

y morfológica diferente al humano. Estos núcleos se encuentran en Ia región lumbar 6 ­

sacro l de la médula espinal y se denominan núcleo dorsomedial (DMN) o núcleo

espinal del bulbacavernoso (SNB), núcleo dorsolateral (DLN) y núcleo ventral (VN)

(Breedlove'80, McKenna'86), Fig.I.l,C.

Cada uno de estos grupos de motoneuronas tiene sus propias caracteristicas

citoarquitectónicas. El DLN presenta mayor la densidad celular de los tres núcleos, con

neuronas fusiformes y estrelladas, ubicadas en orientación longitudinal a la médula. El

VN presenta las neuronas de mayor tamaño de los tres núcleos, con forma estrellada,

orientadas transversalmente y con una baja densidad neuronal. El SNB consiste en

neuronas de tamaño medio y grande ubicadas con orientación longitudinal y transversal

(Schroder'80).

El SNB en la rata macho adulta está conformado por aproximadamente 200

motoneuronas que inervan dos músculos perineales sexualmente dimórficos: el músculo
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bulbocavernoso y el músculo Ievator ani, los cuales se encuentran estrechamente

asociados al pene. Además estas motoneuronas inervan el esfinter anal, no dimórfico. El

DLN, conformado por aproximadamente 600 motoneuronas, inerva el músculo

isquiocavernoso, sexualmente dimórfico, y el esfinter uretra], no dimórfico. Por último

el VN inerva los músculos bulbocavernoso, isquicavernoso y levator ani

(Breedlove'80, McKenna'86, Schroder'80), Fig. I.2. Cuando los músculos inervados

por ambos núcleos motores son activados en el macho, se produce la contracción de los

mismos, provocando un aumento de la presión intracavernosa que lleva a la rigidez

peneana.

En cortes corpnales de médula espinal lumbar se puede observar conjuntamente
con los núcleos motores sexualmente dimórficos un cuarto núcleo motor que no

presenta diferencias entre ambos sexos, denominado núcleo retrodorsolateral (RDLN),

el cual se proyecta a través del nervio ciático inervando los músculos involucrados en la

locomoción de piernas y pies (l\Iicopoulos-Stournaras'83).

LEVATOR ANl

ESFINTER ANAL

BULBOCAVERNOSO

|SQU|0CAVERNOSO PENE ESFINTER URETRAL

Fig. l.2: Músculos efectores de las motoneuronas del SNB, DLN y VN. Esquema extraído y
modificado del trabajo de Schmder'SO.

Estudios realizados mediante la técnica de tinción de Golgi en combinación con

técnicas de marcación retrógrada con peroxidasa, utilizando como blanco las
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motoneuronas del SNB, han demostrado que las extensiones dendríticas de éstas

motoneuronas, son capaces de alcanzar regiones próximas al asta dorsal, a la comisura

gris dorsal, a la región circundante al epéndimo y a la columna intermediolateral, como

así también extenderse hacia el SNB contralateral y hacia el DLN (Kurz'86, Sasaki'9l,

Tang'98 y '99). Fig 1.3. Por lo tanto se podría inferir que estas motoneuronas serían

capaces de integrar la información de una amplia región de la médula espinal,

permitiendo la coordinación de la actividad autónoma y somática.

Fig. I.3: Extensión de la arborización
dendrítica de las motoneuronas del SNB.
Esquema extraído del trabajo de Kurz'86.

2- La testosterona y las motoneuronas

El correcto funcionamiento de los sistemas neurológico y endócrino conforman,

luego del vascular y muscular, un segundo factor de importancia en los mecanismos de

regulación de la erección peneana.

La hormona esteroide, testosterona juega un papel preponderante en el proceso de

diferenciación sexual del sistema nervioso central. Esta hormona presenta:

-acción morfogénica durante la neurogénesis,

-actúa sobre el mantenimiento de la actividad neuronal central y periférica,

-influencia el desarrollo de los núcleos sexuales dimórficos, regulando la

eliminación de la sinapsis neuromuscular y el crecimiento, o la retracción,

dendrítica. El proceso de eliminación sináptica es, el requisito fundamental para la

organización de los circuitos neuronales adultos (Nordeen'85).,

Durante el desarrollo las hormonas gonadales interactúan con gran variedad de

procesos celulares los cuales determinan la estructura y función del sistema nervioso.
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Esta interacción en períodos críticos del desarrollo neural produce las diferencias

sexuales en el sistema nervioso (Amold'84). Durante este período crítico los andrógenos

determinan el dimorfismo sexual en el número de motoneuronas del SNB, así como el

mantenimiento de los músculos perineales correspondientes. El SNB presenta dos fases

de desarrollo: la primera comienza cinco días antes del nacimiento (E18) donde el

número de motoneuronas del SNB es sólo una fracción del que será en la adultez. Luego

el número comienza a aumentar en ambos sexos, sin diferencias significativas, hasta el

día anterior al nacimiento (E22) (Sengelaub '89b). Este aumento es el resultado de la

migración de las motoneuronas desde el DLN hacia el SNB (Goldstein '90a, Sengelaub

'89a). La segunda ‘fase del desarrollo del SNB es la disminución del número de

motoneuronas por apoptosis hasta el día lO postnatal (E22-P10) (Fig.l.4,a). A partir de
aquí, el número de motoneuronas permanecerá constante durante toda la etapa adulta.

Esta disminución es andrógeno dependiente, dado que será mayor en hembras que en

machos (pérdida de motoneuronas en machos 25% y 70% en hembras) (Sengelaub '89b).

La morfología de las motoneuronas en número, tamaño, conectividad y crecimiento

dendrítico se encuentra bajo el estricto control de las hormonas esteroides masculinas

(Kurz'86), siendo las motoneuronas del SNB de los machos más numerosas y de mayor

tamaño que en el SNB de las hembras (Breedlove'80).

A diferencia del SNB, el DLN presenta una gran cantidad de motoneuronas desde

el día E18, tanto en machos como en hembras. Esta cantidad supera ampliamente el

número de motoneuronas que se encontrará luego en los adultos de ambos sexos. A partir

de este día el número de motoneuronas comenzará a disminuir, probablemente debido a

la migración de las motoneuronas desde el DLN hacia el SNB, sin observarse diferencias

entre ambos sexos al dia E20. Dos días después la disminución comienza a ser mayor en

hembras que en machos. Esta diferencia continúa en la etapa postnatal y el día lO luego

del nacimiento (P10) los animales presentarán aproximadamente el número de

motoneuronas que estarán presentes en el animal adulto (Fig.l.4,b). Los machos habrán

perdido el 54% de sus motoneuronas, mientras las hembras el 74% (Sengelab'89a).

Estos resultados indican que las hormonas esteroides establecen la diferencia

sexual en el número de motoneuronas de ambos núcleos, regulando la frecuencia natural

de muerte celular por apoptosis (Nordeen'85, Sengelaub’89c).
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Fig. L4: Desarrollo de las motoneuronas del SNB (a) y DLN (b) en la rata durante la etapa
prenatal tardía y prostnatal temprana. Gráficos extraídos y modificados del trabajo de Sengelaub
l989b y a.

La morfología y el crecimiento dendrítico del SNB es diferente del observado

para el DLN: las dendritas de las motoneuronas del SNB presentan una disposición radial

mientras que las del DLN presentan una organización bipolar y estrictamente unilateral.
Las motoneuronas del SNB muestran un crecimiento dendrítico bifásico alcanzando su

mayor largo a la cuarta semana posterior al nacimiento y luego sufren una retracción

hasta la séptima semana. Esta retracción es andrógeno dependiente ya que machos

castrados en el período perinatal presentan una disminución del largo dendrítico y cuando

son tratados con propionato de testosterona (TP) presentan un crecimiento dendrítico

exuberante reteniendo su largo hasta la séptima semana (Breedlove'8l, Collins'92,

Gorldstein'90b, Manzo'99). En cambio, el crecimiento dendrítico de las motoneuronas

del DLN es monotónico: el largo de las dendritas aumenta más de 5 veces entre la

primera y décima semana postnatal. La regulación morfológica en ambos núcleos es

andrógeno dependiente: animales castrados en etapas perinatales presentan una

importante atenuación en el crecimiento dendrítico y una reducción del tamaño somático

que pueden ser revertidas con testosterona (Goldstein’93). Entonces, mientras los

andrógenos son claramente necesarios para el crecimiento neuronal de ambos núcleos
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motores, el patrón de desarrollo diferente sugiere la implicancia de otros factores en la

regulación del crecimiento

Tanto el SNB como el DLN en las hembras adultas están compuestos por menor

número de neuronas, y de menor tamaño somático, que en los machos adultos. AI nacer,

las hembras presentan los núcleos motores SNB y DLN, pero éstos 'degeneran a menos

que sean expuestas a niveles constantes de andrógenos durante el período perinatal,

especialmente durante los días 18 y 19 de gestación donde los machos presentan un

aumento de la testosterona plasmática (Cihak'70, Sengelaub'86, Ward'96). El

tratamiento pre y post-natal de las hembras con TP masculiniza el tamaño somático de las

motoneuronas del SNB, sin embargo sólo el tratamiento prenatal (y no el postnatal)
modifica el número de neuronas aumentándolo en el individuo adulto. Por otro lado, el

tratamiento perinatal de machos con antiandrógenos feminiza las neuronas del SNB y los

músculos perineales que estas inervan (Neri'72).

La exposición prenatal de ratas hembras a propionato de dihidrotestosterona

(DHTP) masculiniza el sistema neuromuscular pero alterando la especificidad de la

neurona por su músculo blanco y evitando la retracción muscular, ya que los músculos

isquiocavemoso y bulbocavemoso resultan inervados por ambos núcleos motores

(Kurz'90). Además, el tratamiento con DHTP afecta no sólo especificidad de las

motoneuronas sino también la morfología de ellas, ya que estas motoneuronas al hacer

contacto con un músculo diferente al que se da en condiciones normales, tienen alterados

el número de los procesos primarios, su orientación y tamaño somático (Kurz'90).

La administración de TP postnatal no tiene efecto por sí solo en las hembras, sin

embargo si son tratadas con TP durante su gestación y después del nacimiento se produce

un sinergismo que provoca un aumento en el número de las motoneuronas del SNB. Las

motoneuronas del DLN, en cambio, responden con una menor sensibilidad al tratamiento

con TP postnatal. Además, su tamaño nuclear y somático tampoco aumenta con el TP

perinatal como ocurre con las motoneuronas del SNB (Ward’96).

La administración de TP a ratas hembra durante el período perinatal masculiniza

en forma permanente los músculos inervados por el SNB (Breedlove'83). Por otro lado,

Ia administración de testosterona a ratas macho castradas, durante el período perinatal,

rescata a los músculos bulbocavemoso y levator ani de la involución generada por la

castración (Cihak'70). Además, cuando los músculos blanco de las motoneuronas han
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sido extirpados o se les ha provocado un proceso de degeneración muscular, la

testosterona es incapaz de restaurar las características del SNB indicando que esta

homiona actúa indirectamente a través de acciones sobre los músculos blancos para

rescatar de la apoptosis a las motoneuronas del SNB (Kurz'92, Fishman'92).

lnteresantemente, los andrógenos circulantes no son capaces de provocar un aumento en

el tamaño de las motoneuronas en los núcleos no dimórficos, aun cuando éstas presentan

una densidad de receptores androgénicos similar a la de los núcleos dimórficos

(Jordan'97), lo cual sugiere que la presencia de receptores androgénicos sería necesaria,

pero no suficiente para conferir al sistema una sensibilidad a éstas hormonas. La teoría

postulada es que los¡músculos bulbocavernoso y levator ani producirían un factor tróflco

en respuesta a la estimulación androgénica, el cual a su vez regularía la organización
dendrítica de las neuronas del SNB en el animal adulto (Rand'95). En relación a esto ha

sido descripto, tanto en ratas adultas como jóvenes, que la disminución de los receptores

androgénicos en el SNB inducida por axotomía es revertida por el tratamiento con el

factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) (Al-Shamma'97).

3- Los receptores androge'nicos

Los esteroides que actúan en forma temprana en el desarrollo son capaces de

inducir cambios en el número de células presentes y en las conexiones de un núcleo

particular, que llevan a dimorfismos sexuales y a una expresión'diferenciada en el

comportamiento (Mooradian'87). El receptor de andrógenos pertenece a una familia de

receptores nucleares cuya acción en la regulación de la trascripción es dependiente de los

niveles del Iigando circulante (Kemppainen'92).

Las motoneuronas que componen los núcleos lumbares SNB, DLN y RDLN

presentan receptores androgénicos (Breedlove '80). En el caso de las motoneuronas del

SNB, éstas acumulan receptores para andrógenos en el compartimiento nuclear a partir

del día l4 postnatal, mientras que las del RDLN lo hacen a partir del día 21. Esta

diferencia temporal sería determinante para el establecimiento de un dimorfismo sexual

en uno o en otro núcleo neuronal (Jordan'9l). Los receptores de andrógenos no se

localizan exclusivamente en los núcleos motores sino que también se encuentran en la

región dorsal correspondiente a las láminas l, II y en la región del canal central (lámina

X) de la médula espinal (Lumbroso'96, Greco'98). Estos receptores de las láminas

dorsales tienen mayor afinidad por la dihidrotestosterona (DHT) que por la testosterona.

48



Verónica Berta Dwfimm

La región lumbar de la médula espinal de machos presenta además un'a marcada actividad

enzimática de la Sa-i'eductasa, que es mucho menor en tejido proveniente de ratas

hembra (Breedlove'83a).

La remoción de los andrógenos circulantes mediante castración en el período

perinatal, resulta en la completa pérdida en la determinación de los receptores para

andrógenos en los n úcleos motores siendo a fectado p rimero el SNB, luego el D LN y

finalmente el RDLN. El reemplazo hormonal reestablece rápidamente los niveles de

receptores en los núcleos sexualmente dimórficos, mientras que para el RDLN el tiempo

necesario para el reestablecimiento de los niveles de dichos receptores es mucho mayor

(Feeman'95, Matsungoto'96). Sin embargo otros estudios determinaron la ausencia de
diferencias cualitativas en la intensidad de los receptores androgénicos en motoneuroas

de machos y hembras (Lumbroso'96). Estos resultados sugieren, por ,un lado, diferencias

regionales en la regulación de los receptores para andrógenos (Freeman'95) y por otro,

que niveles extremadamente bajos de andrógenos (como los circulantes en hembras)

serían suficientes para activar el tráfico de los receptores androgénicos desde el

citoplasma hacia el núcleo (Lumbroso'96). Por otro lado, estudios realizados en animales

con más de 24 meses de edad mostraron una disminución de la expresión de receptores

para andrógenos en las motoneuronas tanto del SNB como del DLN. Dado que la

regulación de la transcripción del receptor para andrógenos es dependiente de los niveles

del ligando circulante (Kemppainen'92), esta disminución en la expresión de los

receptores podría deberse en parte a los niveles disminuidos de testosterona, observados

en estos animales (Matsumoto'98).

El objetivo del presente capítulo fue estudiar las alteraciones morfológicas

provocadas por la diabetes experimental en ratas tratadas con estreptozotocina, con o sin

reemplazo de insulina y evaluar las mismas características en otras situaciones

experimentales, donde los animales fueran sometidos a un déficit honnonal, ya sea por

causas fisiológicas como el envejecimiento, experimentales como el caso del

hipogonadismo funcional provocado por lesión con monosodio glutamato o quirúrgicas

como la gonadectomía o la adrenalectomía.
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RESULTADOS

PRIMERA PARTE

Efectos de la diabetes exgerímental inducida gar estregtogotocína (STZQ:

Se estudió la morfología de los núcleos motores en animales controles (CONT),

animales con una y tres semanas de diabetes (DIABI y DIAB3) y animales diabéticos con

tratamiento con insulina durante 10 días antes del sacrificio (INS) mediante tinción

histológica por la técnica de Nissl y microscopía electrónica, según se describió en

materiales y métodos;

a) Estudios histológicos:

Mediante la Técnica de Nissl se estudió la morfología de la región lumbar 6 de la

médula espinal de rata macho y se detectó la presencia de los núcleos motores SNB, DLN

y RDLN localizados en las astas ventrales Fig. I.4.

Técnica (le Nissl donde se observan los

. . ’W
th. 1.4: Imagen representativa de 4: '45” i“ i, gg?w

- ¿JV ,3 ¿54%) 2:31 , .
‘ I I . w {y ad;3‘ mn" Y áv“ k

una seccton (le medula espina! lumbar 6 (le ‘ ¿ "a? Ji» y» y
fu" " ¿i ' ."HÏ

un ammal control con nncmn metlmnte la RDLN “3‘ v 'q 13€ ‘ .:

¡Si

núcleos motores SNB, DLN y RDLN

Se analizó entonCCs el efecto del tratamiento con STZ sobre el área de las

motoneuronas de cada núcleo motor de la región lumbosacra de la médula espinal.

El SNB de animales con diabetes de 3 semanas presentó una reducción en su volumen

respecto al volumen del núcleo observado en los animales control. Esta determinación

fue realizada mediante integración de secciones coronales consecutivas a lo largo de la

región en la cual el núcleo era evidente (CONT: 291019119452 ¡,tm3 y DlAB3
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l48.358i7.28l um}, p=0.0001). El volumen del núcleo motor de los animales con l

semana de diabetes presentó una tendencia a disminuir en su tamaño general, sin llegar a

ser el resultado significativamente diferente del observado en controles (DIAB1:

249.265i61.003 um3). Para estudiar si la falta de insulina era una de las causantes de las
alteraciones observadas en los animales diabéticos se trataron estos animales con insulina

durante los lO días previos al sacrificio. Estos animales revirtieron los valores observados

en los animales diabéticos presentando un volumen del núcleo similar al observado en los

animales del grupo control (INS: 288.785i24.032 um3). (F(3,2¡)=142.661).Fig. I.5,A.

El DLN no presentó diferencias significativas en su volumen entre todos los grupos

experimentales, aunque en los animales con 3 semanas de diabetes se evidenció una
tendencia hacia una disminución del volumen del núcleo respecto al de animales control

(CONT: 711.800i1'41.555 pm3, DIABl: 681.321i134.613 pm’, DIAB3*:

477.7l7i121.612 um3, INS: 704.441i156.232 um3, *p=0.052). Fig. I.5,B.

El RDLN no presentó cambios significativos en ninguno de los grupos ensayados.

Volumendelnúcleomotor

SNB(mm’)

3w Volumendelnúcleomotor

DLN(mm’)

CONT DIAB1 DIAB3 lNS
‘>

Fig. l.5: Volumen del núcleo motor en animales con 3 semanas de diabetes y reversión con
insulina. A) SNB, disminución significativa con *p=0,0001 para DIAB3 vs CONT. B) DLN,
p=0,052 DIAB3 vs CONT. Los valores representan el promedio de 6 animales, representativos de
3 ensayos separados.

La variación en el volumen del SNB en los animales DIAB3 ocurrió como

consecuencia de un aumento en el número de las motoneuronas de menor tamaño y una

disminución de las de mayor tamaño. Al determinarse el área correspondiente a 150

neuronas por animal en cada grupo experimental (n=6/grupo) los controles presentaron
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un 4l% de motoneuronas con un tamaño entre 1.800 y 2.200 um2 mientras que en los

animales diabéticos el mayor porcentaje de células se ubicó en el rango de 1.400 a 1.800

um2 (44%). Además, el grupo de animales diabéticos presentó un menor número de

neuronas de gran tamaño que el grupo control. Esto es en el grupo control se observó un

¡4,5 % de neuronas con un tamaño de entre 3.000 y 4.200 um2 mientras en el grupo

diabético sólo un 7% alcanzó un tamaño de 3.000 umz. La distribución del tamaño

neuronal en el SNB de los animales DIABl y de los INS resultó similar a la del grupo

control, con valores similares en el patrón de distribución del tamaño de las

motoneuronas. Fig. 1.6.

"t
‘40 —

J , I Control
3° — Diabético

10- I _null “I'll
0.6 ¡.0 1.4 ¡.8 2.2 2.6 3.0 3.4 3.8 4.2

NúmerodeMotoneuronas

N c:
I

Área de las motoneuronas del SNB (,umZx 103)

Fig. 1.6: Corrimiento del histograma de distribución del tamaño de las motoneuronas del SNB en
animales con 3 semanas de diabetes vs. animales control.

La distribución del tamaño de las motoneuronas del DLN no presentó alteraciones

morfológicas significativas entre animales de los tres grupos. El DLN de animales control

presentó el mayor porcentaje de motoneuronas entre un tamaño de l.000 y ¡.800 um2

(46% del total) con 3% de motoneuronas grandes (3.000-3.800 umz), mientras que los

diabéticos presentaron un mayor porcentaje distribuido entre los mismo valores que el

control (54%) y con sólo 2% de neuronas de entre 3.000 y 3.800 um2 (Fig. I.7).
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I Control

40 'Diabético0 II| _ _‘ï_
> 0.6 1.0 1.4 1.8 2.2 2.6 3.0 3.4 3.8

ÉÁrea de las motoneuronas del DLN (,um2x 103)

b) C

NúmerodeMotoneuronas

—N OO

Fig. l.7: Histograma de distribución del tamaño de las motoneuronas del DLN en animales con 3
semanas de diabetes vs. animales control.

El RDLN tampoco presentó cambios significativos en la distribución del tamaño de

sus motoneuronas entre ninguno de los grupos ensayados (Fig. 1.8).

50­

4o - 1

30 " ,. “

20 — es; Í; ‘‘0í0 . f2 ÍíïÏ - ' _
0.6 1.0 1.4 1.8 2.2 2.6 3.0 3.4 3.8

Área de las motoneuronas del RDLN (,un12x 103)

I Control
‘ï'ï Diabético ­
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NúmerodeMotoneuronas

Fig. L8: Histograma de distribución del tamaño de las motoneuronas del RDLN en animales con 3
semanas de diabetes vs. animales control.
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b) Estudios mediante microscopía electrónica

Mediante microscopía electrónica se estudió la ultramorfología de las

motoneuronas de los tres núcleos motores tanto de animales diabéticos, con o sin

tratamiento de insulina, como de animales controles.

Se observó una reducción significativa en el área celular de las motoneuronas del

SNB de animales con 4 semanas de diabetes respecto al grupo control consistente con las
observaciones realizadas mediante la Técnica de Nissl.

Las motoneuronas dql SNB presentaron los siguientes signos de degeneración neuronal:

l- Incremento en la ósmiofilia tanto en el citoplasma como en el núcleo, respecto a las
motoneuronas de los animales control.

2- El núcleo celular adquirió un aspecto festoneado e hípertrófico.

3- Las membranas nucleares y citoplásmicas presentaron aspecto ondulado.

4- Se observó un corrimiento nuclear el cual resultó desplazado desde el centro hacia la
membrana celular.

El tratamiento con insulina protege a las motoneuronas impidiendo la manifestación de

estos signos de degeneración neuronal (Fig. L9).

Fig. L9: Microfotograñas de motoneuronas del SNB de animales CONT, DlAB4 e INS. Se observa el
oscurecimiento del citoplasma de la motoneurona del diabético respecto al de un animal control y el
ondulamiento de su membrana nuclear (flecha). CI= citoplasma, N= núcleo, NU= nucleolo

Los otros núcleos motores de la misma región medular (DLN y RDLN) no

presentaron Signos de degeneramiento celular, ni otro tipo de alteraciones celulares

evidentes, en ninguno de los tres grupos evaluados (Fig. 1.10).



de animales CONT, DlAB4 e INS. Cl= citoplasma, N
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Fig. 1.10: Microfotografias de motoneuronas del DLN (paneles superiores) y RDLN (paneles inferiores)
núcleo, NU= nucleolo
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Las interneuronas presentes en estos tres núcleos motores 'espinales tampoco

presentaron alteraciones morfológicas (Fig. 1.11).

to
s ¿.10V3333?)
J _ -_a?! (IvairL?3,;«rr.t;i

‘* f. .s .

.1“
.> “ . c

¡W r- ‘ . . .‘“¿fmmi“

Fig. LlO: Microfotografías de interneuronas del SNB (paneles superiores), DLN (paneles del medio) y
RDLN (paneles inferiores) de animales CONT (paneles A, D y G), DIAB4 (paneles B, E y H) e INS
(paneles C, F el).

SEGUNDA PARTE

E ectos de las hormonas esteroides

Con el fin de estudiar la influencia de las hormonas esteroides en las alteraciones

morfológicas que se observan en los animales diabéticos, se estudiaron los núcleos

motores de animales con alteraciones en los niveles de hormonas gonadales y/o adrenales

mediante tinción histológica por la técnica de Nissl y microscopía electrónica según se
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describió en la metodología. Utilizamos animales con gonadectomía (GDX), animales

gonadoprivos con reemplazo con propionato de testosterona (GDX+TP) y su respectivo

control (SHAM), así como animales con adrenalectomía (ADX), adrenoprivos con

reemplazo con corticosterona (ADX+CORT) y su respectivo control (SHAM). Se estudió

además animales con tratamiento neonatal con monosodio glutamato (MSG) y su

respectivo control (CONT), según se describió en materiales y métodos puntos b, c y d.

a2E¿actosde las hormonas gonadales

Li

Estudio histológico

El histograma de distribución del tamaño de las motoneuronas en el SNB de animales

GDX presentó un corrimiento hacia la izquierda, con el mayor porcentaje de

motoneuronas entre 1250 y 1750 pm2 para los animales control y entre 1000 y 1500 pm2

para los GDX. El histograma de distribución se reestableció en aquellos animales tratados

con TP. Por otro lado, ni las motoneuronas del DLN ni las del lRDLN presentaron

alteraciones en la distribución entre animales GDX y control, o reemplazados con TP.

bzE[actos de las horm onas adrenales

Estudio histológico

Las neuronas del SNB de los animales ADX presentaron un corrimiento hacia la

derecha de la curva de distribución, donde se observó el máximo porcentaje de las

motoneuronas controles entre 1000 y 1250 pmz y de las ADX entre 1250 y 1500 ttmz. Lo

mismo ocurrió en el DLN, donde el pico de motoneuronas en los controles se observó

entre los 500 y 750 pm2 y en los ADX entre 750 y 1000 pmz.
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c2Etectos del higogonadismo tuncional inducida con monosodio glummato (MSQ

Estudio histológico

Mediante la técnica de Nissl se estudió la morfología de los núcleos motores de

los animales con hipogonadismo funcional inducido por tratamiento con monosodio

glutamato. Por cada núcleo SNB se determinaron aproximadamente 150 neuronas. Se

observó una disminución significativa en la cantidad de las motoneuronas de mayor

tamaño del SNB de animales MSG, respecto a los animales control. Sin embargo el

núcleo DLN no presentó diferencias morfológicas significativas entre los animales MSG

yCONT. x



DISCUSIÓN

Las ratas con diabetes experimental presentan cambios endócrinos que provocan

una disminución del peso de los órganos accesorios, niveles de gonadotroñnas y por ende

de testosterona plasmática. Los efectos de la STZ sobre el comportamiento copulatorio

demostrado por otros autores, pueden deberse a una variedad de cambios en los sistemas

nerviosos central y periférico asociados con el estado diabético, pero es altamente factible

que esos efectos sean debidos a la disminución significativa de los niveles de testosterona

plasmática. Las alteraciones observadas, (peso del animal, vesículas seminales y

gonadas) así como lps niveles de testosterona plasmática y el comportamiento sexual,

pueden ser prevenidos en la rata con diabetes experimental por el tratamiento con
insulina.

Para evaluar los aspectos fenotípicos de los núcleos motores la región lumbar 6 de

la médula espinal de donde emergen las proyecciones pregangliónicas hacia neuronas

posgangliónicas relacionadas con la erección peneana, se estudió la morfología de las

motoneuronas de los núcleos involucrados en la erección peneana y eyaculación

mediante la técnica de Nissl y microscopía electrónica en animales con diabetes

experimental.

Los estudios morfológicos de las motoneuronas de los núcleos pudendos de la

región lumbar 6 de la médula espinal presentaron variaciones entre individuos controles y

diabéticos. Estas alteraciones morfológicas involucraron una reducción del tamaño de los

núcleos sexuales dimórficos (SNB y DLN) con una reducción en el tamaño de sus

motoneuronas en ratas diabéticas luego de tres semanas de desarrollada la patología

respecto a ratas controles. Los diabéticos de una semana no presentaron sin embargo

cambios morfológicos y el RDLN, cuyo desarrollo es independiente de andrógenos, no

presentó diferencias significativas entre los distintos grupos.

La ultramorfología de las motoneuronas de los núcleos pudendos de ratas con

cuatro semanas de diabetes experimental demostró la presencia de alteraciones en las

motoneuronas del SNB, donde se observaron signos de degeneramiento neuronal como

son el oscurecimiento del citoplasma, la ondulación de membranas plasmáticas y

nucleares, el festoneado e hipertrofia nuclear, el corrimiento nuclear así como la
disminución del volumen celular total. El tratamiento con insulina revirtió las
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características observadas. Esto indicaría que los cambios morfológicos observados en

los animales diabéticos estarían acompañados de un proceso lento de degeneración

neuronal que puede ser revertido por acción de la insulina.

Previamente ha sido demostrado que el mantenimiento de la morfología neuronal

de ambos núcleos sexuales dimórfrcos, en cuanto a su tamaño somático, arborizaciones

dendríticas, así como la supervivencia neuronal, es dependiente de los niveles de

testosterona (Sengelaub‘89, Goldstein ‘90, Araki‘9l). La diabetes generalmente se

acompaña de una disminución de los niveles de testosterona plasmática (Alexopollus'Ol).

Considerando que ¿n este trabajo se ha observado una disminución en los niveles de

testosterona, esta podria ser una de las causas de la alteración del tamaño de las

motoneuronas pudendas en los diabéticos de tres semanas. La disminución de los niveles

de testosterona circulante fue observada a los siete días después de la inyección de STZ

pero a este tiempo no se evidenciaron de alteraciones morfológicas en los núcleos

motores, sin embargo a mayor tiempo los niveles reducidos de testosterona circulantes

producen un efecto sobre las características celulares en los núcleos motores mas
sensibles.

Por otra parte, en los animales diabéticos, sólo se observó alterada la
ultraestructura de las motoneuronas del SNB sin alteraciones evidentes en el DLN o el

RDLN. Considerando que los tres núcleos son alcanzados por los mismos niveles de

testosterona, entonces los cambios observados estarían ligados al diferente nivel de

dependencia hormonal de cada uno de los tres núcleos motores. La subsistencia del SNB

es más dependiente de testosterona que el DLN entonces los cambios morfológicos, no

significativos, observados en el DLN podría deberse a esta diferencia en su sensibilidad

hormonal. Por otro lado, el RDLN es honnono independiente, y la falta de cambios

morfológicos evidenciables, lo convierte en un buen control interno. Por otro lado a

través del análisis por microscopía electrónica, las intemeuronas que se ubican entre las

motoneuronas de estas estructuras, y cuya subsistencia es honnono-independiente,

mantuvieron intacta su morfología.

Las motoneuronas del SNB de los animales GDX presentaron una reducción en el

porcentaje células de mayor tamaño. Esta variación resultó ser del mismo tipo que la

observada en los diabéticos, confirmando que la alteración morfológica de esos animales

se debería, al menos en parte, al déficit de testosterona que ocurre en la diabetes.
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Dado que la diabetes provoca alteraciones del eje hipotálamo hipofisario adrenal,

se estudió la morfología de las motoneuronas de animales con alteración en dicho

sistema. Alteraciones morfológicas, fueron también observadas animales con

adrenalectomía. Esta es la primera vez que se describe este tipo de influencia sobre

motoneuronas tradicionalmente dependientes de andrógenos. En vista a estos resultados,

concluimos que la morfología de las motoneuronas en los animales diabéticos, podría

estar regida y regulada, no sólo por hormonas gonadales sino también por hormonas
adrenales.

CONCLUSIÓN

Las alteraciones morfológicas, observadas en las motoneuronas de los animales

diabéticos, que intervienen en los mecanismos de erección peneana y eyaculación, serían

responsables, al menos en parte, de las anormalidades en la conducta sexuales que sufren

los animales diabéticos. Estas disfiJnciones estarían asociadas a la pérdida tanto de masa

muscular sexualmente dimórfica, debido a la falta de andrógenos que ocurre en los

diabéticos, como así también a atrofias padecidas directamente por las células motoras en

cuestión, las cuales tendrían un origen no sólo androgénico sino también adrenal.
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II

EL SISTEMA GABAÉRGICO COMO REGULADOR DÉ LA FUNCIÓN

NEUROMOTORA

INTRODUCCION

El sistema QABAérgico constituye el sistema neuromodulador inhibitorio por

excelencia del sistema nervioso central y periférico. Está constituido por los receptores

GABA-A, GABA-B y GABA-C, su ligando específico GABA y las enzimas regulatorias

de su s intesis y degradación. Interviene en múltiples funciones motoras y s ensitivas, y

presenta una fina regulación tanto a nivel enzimático como hormonal. '

I- GABA:sínteis y degradación

El ácido y-aminobutírico (GABA) es el neurotransmisor inhibitorio más

abundante en el sistema nervioso central (Roberts’86). En la médula espinal, se observan

neuronas y terminales GABAérgicas, principalmente en la sustancia gelatinosa (láminas I

a lll) y región circundante al epe'ndimo (Barber‘78, Todd‘93), con las mayores

densidades en terminales axónicas y vesículas dendríticas (Bemardi‘95). El GABA es

sintetizado a partir del aminoácido glutamato en un paso único catalizado por la enzima

glutámico decarboxilasa (GAD). Esta enzima presenta dos isoforrnas: GAD65 y GAD67

cada una codificada por distintos genes. Ambas proteínas difieren en su secuencia

aminoacídica, de allí su diferencia en su peso molecular (65 y 67 kDa respectivamente) y

en su interacción con el cofactor piridoxal 5'-fosfato; poseen además diferencias en la

cinética y en los controles regulatorios que se ejercen sobre ellas (Erlander'91a y b,

Kaufman'9l). Ambas isofonnas se encuentran presentes en la mayoría de las neuronas

GABAérgicas pero se expresan en diferentes concentraciones relativas (Esclapez'93). La

acción de GABA es finalizada por la enzima 2-oxoglutarato aminotransferasa (GABA­

T), que conforma el sistema de captación de GABA mediado por transportadores y se

localiza en terminales neuronales (Radian'90).
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2- Receptores GABAe'rgicos

GABA está involucrado en el 40% de los eventos inhibitorios que ocurren en el

sistema nervioso central actuando mediante tres receptores específicos conocidos:

GABA-A, GABA-B y GABA-C.

2.a) Receptores GABA-A

El receptor GABA-A es un complejo macromolecular pentamórico ensamblado

con diferentes subuncidades que gatilla la conductancia de su canal de cloro, con acción

inhibitoria rápida. La combinación de las diferentes subunídades tiene influencia en la

modulación alostérica la la que puede ser sometido (Majewska’86). Este receptor presenta

múltiples sitios de unión que unen: GABA, benzodiacepinas, agentes convulsivantes

como picrotoxina, barbitúricos, ansiolíticos, aniones, cationes y hormonas esteroides, que

interactúan en forma alostérica (Majewska’87). Esto ha sido confirmado en experimentos

en los cuales el receptor solubilizado y purificado retiene aún los diferentes sitios de

unión (Sigel‘83). Cuando GABA se une a este receptor se produce la apertura del canal

de cloro aumentando el influjo de cloro celular que causa la hiperpolarización de la

membrana celular (Segal'84). Estos receptores presentan distintas configuraciones de

acuerdo a que tengan alta o baja afinidad por su ligando natural. El efecto fisiológico del

GABA a través de este tipo de receptor seria mediado principalmente por la

conformación de baja afinidad (Segal y Barker’84). Asimismo los esteroides

neuroactivos interactúan con distintos sitios alostéricos del receptor GABA-A, regulando

la expresión génica del receptor o actuando directamente sobre el complejo receptor

alterando la sensibilidad de las células cerebrales a los efectos inhibitorios de GABA

(Majewska'86, Majewska’87, O’Connor’88). Entre los esteroides más comunes que

influyen en la respuesta de este tipo de receptor se encuentran los estrógenos, los

progestágenos, los andrógenos y los corticoides. (Schumacher‘89)
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2.b) Receptores GABA-B

El receptor GABA-B es una proteína de aproximadamente 80 kDa, con siete

dominios transmembrana, que se encuentra distribuida ampliamente a través del cerebro

y la médula espinal (Charles'Ol, Kuriyama'94). Es un receptor de naturaleza

metabotrópica ligado a proteína G y que a su vez permite el pasaje de calcio y potasio

cuando se le une GABA, mediando la inhibición pre- y post-sináptica, prolongada y

lenta, en el sistema nervioso central. Este receptor presenta a su vez dos subtipos: R1 y

R2 que fomian el lieterodíinero funcional interactuando mediante un dominio corto en el

extremo carboxi terminal (Jones'98, Kuner'99, White'98) y varían en su contenido y

distribución regional, celular y subcelular (Mohler'Ol). El receptor GABA-BR] se

distribuye ampliamente en el citoplasma pero necesita migrar hacia la membrana

plasmática para poder ejercer su función en la transmisión sináptica. Esto sólo lo hace si

está presente el subtipo R2 (Li'Ol). Además GABA-BR] presenta distintas isoformas (a­

l) resultantes del splicing alternativo, con diferente localización pre- y post-sináptica

(Bischoff‘99) que no fueron observadas en el subtipo R2 (Manín'Ol, Wei'Ol).

La activación de la neurotransmisión GABAérgica vía receptor GABA-B evoca

respuestas de sensibilidad, mediación y percepción del dolor (McCarson'99), inhibe la

formación de AMPc y el reciclado de inositol fosfato. La inhibición de la actividad

adenilil ciclasa es mediada por la proteína G que tiene acoplada este receptor

(Kuriyama'94). La regulación diferencial en la expresión génica de ambos subtipos de

receptores es fundamental para su función y la interacción de ambos tipos de receptores

parece ser crucial para los efectos fisiológicos de GABA y los mecanismos de

señalización intracelular (McCarson'99, Kuner'99).

2.0) Receptores GABA-C

El receptor GABA-C es de tipo ionotrópico, es decir ligado a un canal de cloro,

pero a diferencia del receptor tipo A es insensible a bicuculina y tiene una velocidad de

activación más lenta. Se han descripto al menos tres subunidades proteicas que componen
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al receptor GABA-C: rhol, rhoZ y rho3 con distinto patrón de distribución en el sistema

nervioso central (Wegelius'98). La presencia de este receptor ha sido descripta en

diversas regiones del sistema nervioso central como cerebelo, corteza cerebral,

hípocampo, ganglios dorsales, médula espinal y retina (Albretch'97, Johnston'02).

2.d) Sitios receptores para benzodiacepinas
't

La presencia de sitios receptores para benzodiacepinas ha sido descripta tanto en

órganos periféricos como en el sistema nervioso central.

2.d.i- Sitios receptores de tipo central

Los sitios de unión para benzodiacepinas, presentes en el complejo

macromolecular receptor GABA-A, son de gran importancia farmacológica. Estos se

localizan en la subunidad a del complejo macromolecular GABA-A en el cerebro de

vertebrados. Estos sitios receptores se distribuyen en forma heterogénea en el sistema

nervioso central, presentando las mayores densidades en corteza cerebral, corteza

cerebelar y en las estructuras del sistema límbico, y las menores densidades en tálamo y

base cerebral (Young'80). El sitio para benzodiacepinas de tipo central se clasifica en

distintos subtipos de acuerdo a su afinidad relativa por los agonistas y su distribución en

las distintas regiones del sistema nervioso, donde la constante de disociación es menor a

lO nM para los sitios de alta afinidad y mayor a 100 nM para los sitios de baja afinidad

(Mehta'95). Además se observó que la afinidad de dichos sitios es extremadamente

termosensible dado que disminuye con el aumento de la temperatura (Mehta'95).

Existe una interacción mutua entre los sitios receptores para benzodiacepinas y

para GABA, siendo el acople del sitio receptor para benzodiacepinas con el receptor

GABA-A en forma tanto estructural como funcional: las benzodiacepinas producen

efectos farmacológicos específicos por estimulación del sistema GABA, y a su vez

agonistas GABA aumentan la unión de benzodiacepinas a su sitio receptor (Costa’79,
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Levitan'88). En tejidos tales como corteza cerebral, cerebelo, estriado e hipocampo,

GABA aumenta la afinidad del sitio receptor para benzodiacepinas por su ligando sin

alterar la capacidad de unión y estabilizando la conformación de alta afinidad

(Wastek’78). En forma recíproca, las benzodiacepinas favorecen la unión de GABA a su

sitio de baja afinidad, potenciando los efectos fisiológicos de GABA (Skerritt’82). El

diacepán por ejemplo (un agonista del sitio receptor para benzodiacepinas) potencia la

conductancia de cloro producida por GABA, aumentando la frecuencia de apertura de

canal, aunque en ausencia de GABA no tiene efecto sobre el canal (Study’8l).

't

2.d.¡i- Sitios receptores de tipoperiférico

El receptor para benzodiacepinas de tipo periférico presenta diferencias

estructurales con el receptor para benzodiacepinas de tipo central, así como diferente

localización subcelular y distribución en los tejidos, y diferencias farmacológicas y

fisiológicas (Casellas'02). Es una proteína hetero-oligomérica compuesta por tres

subunidades: un sitio de unión para benzodiacepinas de 18 kDa, un canal aniónico

dependiente de voltaje de 32 kDa y un transportador de adenina de 30 kDa

(McEnery'92). Se lo encuentra habitualmente en la membrana mitocondria] de tejidos

periféricos (Hirch'88). Se distribuye en glándulas adrenales y riñón (Avital'Ol) y en

células sanguíneas como linfocitos, macrófagos y plaquetas (Zavala'84). Interviene en

múltiples funciones biológicas incluyendo la regulación de la proliferación celular, la

inmunomodulación, quimiotaxis y secreción de citoquinas, en la biosíntesis del hemo, el

transporte aniónico, la regulación de la esteroidogénesis y la apoptosis (Casellas'OZ,

Ruff'85, Taupin'93). La actividad mejor caracterizada es su fimción en la activación en la

biosíntesis esteroideogénica en tejido endócrino y en células gliales, donde estimula el

transporte de colesterol a la mitocondria y la actividad de los canales iónicos (Hirch'88,

Papadopoulos'95). Aunque estos receptores fueron descriptos primeramente en tejidos

periféricos se los encuentra también en el sistema nervioso central y periférico, como ser

en las células gliales y ependimales del cerebro y en las células de Schwann del nervio

ciático (Benavides'83, Papadopoulos'97), donde su densidad se ve a umentada frente a

procesos patológicos como estrés agudo, infarto cerebral, esclerosis múltiple, enfermedad

de Alzheimer y astrocitomas, reflejando la reacción inflamatoria del tejido nervioso

(Avital'Ol, Stephenson'95).
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El inhibidor de la unión de diacepán (DBI) es un ligando endógeno del receptor

para benzodiacepínas periférico (Costa'9l). Se trata de un péptido de lO kDa, usualmente

colocalizado con este receptor que, por clivaje proteolitico, genera varios fragmentos

biológicamente activos como el DB133.50, DBl26.50 o DBl¡7.50 (Alho'90,

Slobodyansky'89).

3- El sistema GABAérgico y la erección peneana

Las neuronas parvocelulares y magnocelulares del PVN se encuentran bajo
estricto control GAÉAérgico, cuyas sinapsis inhibitorias provienen de neuronas de la

región perinuclear que rodea al PVN (Bisset'90, Boubada'96, Roland'93). La erección

peneana a nivel cerebral se induce como consecuencia de la activación de las neuronas

parvocelulares del PVN que a su vez se proyectan hacia la región medular encargada de

la regulación neuromotora de la erección peneana, dado que el 50% de las inervaciones

sinápticas de las neuronas del PVN son de tipo GABAérgicas (Decavel'90), es altamente

probable que exista una íntima relación entre sistema GABAérgico y la respuesta eréctil.

Ha sido descripto que el tratamiento crónico con diacepán, un agonista de los

sitios receptores para benzodiacepínas, produce una disminución' en los niveles de

testosterona circulante asociado a una disminución del comportamiento sexual masculino

(Paredes'93). Por otro lado, la benzodiacepína clordiazepoxida, aumenta el porcentaje de

ratas con reflejos peniles, aumentando el número de erecciones por ensayo respecto a las

ratas tratadas con vehiculo (Martino'87). Además el aumento de G ABA en el c erebro

modula el comportamiento sexual reduciendo la proporción de montas que resultan en

intromisión (Paredes'93).

La inyección de baclofén (un agonista del receptor GABA-B) en la región

lumbosacra de la médula espinal, también resulta en una disminución dosis dependiente

del número de animales que responden en un test de reflejo peneano, sin prevenir la

copulación ni la eyaculación. No ocurre lo mismo con los receptores GABA-A, ya que

cuando se inyecta THIP (un agonista de estos receptores) en la región lumbosacra de la

médula espinal, sólo se obtiene inhibición de la respuesta eréctil cuando se utilizan dosis

muy altas (Bitran'88) y la inyección de bicuculina (un inhibidor de GABA-A) no produce

ningún efecto (Leipheimer'88). Sin embargo han sido informados resultados
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contradictorios sobre la intervención del receptor GABA-A, ya que otro grupo de

investigadores, observaron que la administración tanto de baclofén o de muscimol en

forma sistémica, reduce la erección peneana. Además esta inhibición resultó más intensa

cuando se utilizó una combinación de ambos agonistas (Zarrindast'94).

A nivel cerebral, una actividad GABAérgica aumentada en el PVN fue capaz de

inhibir la respuesta eréctil, dado que la inyección de muscimol (un agonista de los

receptores GABA-A) en el PVN disminuye la erección peneana en fonna dosis

dependiente. Por otro lado, la inyección de baclofén en el mismo sitio no produjo

alteraciones en la erección. De este modo, el muscimol actuaría sobre el PVN reduciendo

la erección penearia mediante dos vías: directamente, inhibiendo las neuronas

ocitocinérgicas del PVN que median la erección, e indirectamente, inhibiendo la

liberación de aminoácidos excitatorios como el glutamato o dopamina en el PVN,

inhibiendo de este modo la liberación de ocitocina en áreas cerebrales extrahipotalámicas

(Melis'OO, Melis'Ol).

4- El sistema GABAérgico y la diabetes

Existe una estrecha relación entre el contenido de GABA y la diabetes. E n l a

corteza cerebral de animales con diabetes experimental inducida por tratamiento con

estreptozotocina, se describió un aumento del contenido de GABA provocado por

tratamiento con insulina (Guyott'OO).En otro tejido del sistema nervioso, como lo es la

retina, se han informado resultados diferentes, respecto al contenido de este

neurotransmisor. Mientras que Honda y col. (1998) observaron una disminución de

GABA, el grupo de Ishikawa (1996) describió un aumento del neurotransmisor en las

retinas provenientes de animales diabéticos.

En individuos diabéticos s e describió además, variaciones en la actividad d e la

GAD en tejidos periféricos y nervioso. E n páncreas por ejemplo se h a d emostrado un

aumento de G AD 6 5 (Hao'99) mientras q ue en retina, u nos autores h an detectado una

disminución en la actividad GAD (Honda'98) y otros describieron un aumento

(Ishikawa'96). Las alteraciones hormonales que se observan en la diabetes podrían ser en

parte las responsables de la modulación de la expresión de GAD, siendo las hormonas
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esteroides quienes jugarían un papel principal en la expresión enzimática. Por otro lado

ambos grupos describieron además una disminución de la actividad GABA-T en retina de
diabéticos.

Alteraciones en los receptores del sistema GABAérgico cerebral también se

producen en animales con diabetes experimental. Por ejemplo, la corteza cerebral frontal

de estos animales presenta alteraciones en la densidad de los sitios receptores para

benzodiacepinas y una disminución significativa en la densidad de los receptores GABA­

B, sin observarse variaciones en la densidad de los receptores GABA-A, (Martin'88).

S-La regulación hormonal del sistema GABAérgieo

Las hormonas esteroides liberadas por las glándulas adrenales y gonadales

modulan numerosos mecanismos cerebrales, entre ellos la capacidad de GABA para

unirse a sus receptores específicos.

5.a) Las hormonas adrenales

Ha sido ampliamente descripta la modulación de los diversos componentes del

sistema GABAérgico por hormonas de origen adrenal. A nivel hipotalámico, por

ejemplo, dosis altas de corticosterona provocan una disminución en los niveles de GABA

en ratas jóvenes y adultas, pero sin alterar los niveles de GABA en la corteza cerebral

(Losada'88). Sin embargo, el aumento de corticosterona plasmática generada por estrés

agudo provoca un aumento en la actividad de GAD en hipotálamo (Manev'83).

Asimismo, el glucocorticoide dexametasona produce un aumento en la expresión de

GAD67 en páncreas de ratón (Kim'OZ). Por otro lado la enzima GABA-T, responsable

del catabolismo de GABA, no presentó modificaciones por aumento de corticosterona,

con lo cual el eje hipotálamo-hipofisario-adrenal no sería capaz de prever completamente

la respuesta de GABA (Manev'83).
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Las hormonas esteroides adrenales también afectan los parámetros de unión de

GABA a sus receptores y esta regulación sería en forma regional. La adrenalectomía por

ejemplo, reduce la afinidad de muscimol por el receptor GABA-A en hipocampo,

cerebelo, tálamo y corteza, pero la aumenta en hipotálamo (Majewska’85). Como

contraparte la corticosterona, el principal glucocorticoide secretado por las glándulas

adrenales de la rata, aumenta la afinidad del receptor GABA-A por muscimol en corteza

y cerebelo sin afectar el número total de sitios receptores (Majewska’85). Respecto a los

sitios receptores para benzodiacepinas ha sido informado que la adrenalectomía aumenta

el número de sitios de unión en corteza cerebral, hipotálamo e hipocampo sin afectar su

afinidad por el ligando y además este efecto puede ser revertido por tratamiento con

corticosterona (Miller’88). Sin embargo en esas mismas regiones cerebrales, el estrés

agudo también generó un aumento significativo de la densidad de los sitios receptores

para benzodiacepinas sin modificar su afinidad (Wilson'94). Por otra parte, el acople

funcional que existe entre los receptores GABA-A y los sitios receptores para

benzodiacepinas no se vio afectado por la situación de estrés (Wilson'94).

5.b) Las ¡romanas gonadales

Ha sido ampliamente comprobado que los esteroides gonadales también afectan la

modulación de los diversos componentes del sistema GABAérgico. Por ejemplo, en

hipotálamo de peces tratados con testosterona, ha sido observada una disminución en el

ARN mensajero para GAD65 y GAD67 (Bosma'Ol). En etapas embrionarias ha sido

descripto un aumento en los niveles de receptores GABA-A y en la expresión de su ARN

mensajero luego del tratamiento con testosterona, con variaciones en las distintas

subunidades que participan del complejo receptor (Zhang’99). En corteza frontal y

cerebelo de hembras adultas tratadas con testosterona o dietilestilbestrol se ha descripto

una disminución en la densidad del receptor GABA-A y de los sitios receptores para

benzodiacepinas (Bar-Ami’93). Considerando que tanto la testosterona como el

dietilestilbestrol producen una alteración del mismo orden, entonces el efecto de

testosterona sería mediado por la biosíntesis intraovárica de l7B-estradiol desde la

testosterona exógena (Bar-Ami'93). Por otro lado, los estrógenos modulan la expresión

génica del receptor GABA-A, mientras que los progestágenos actuarían directamente
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provocando cambios que favorezcan su conformación de alta afinidad (Schumacher’89).

Sin embargo, los sitios receptores para benzodiacepinas a nivel cerebral no se vieron

afectados por fluctuaciones de las hormonas gonadales (Wilson'92). En cambio, en la

médula espinal de ratas ovariectomizadas se ha descripto que el tratamiento con

progesterona sí aumenta la unión del agonista para benzodiacepinas flunitracepán en las

láminas dorsales Il y III (Schwartz-Giblin’88).

6- El sitema GABA‘érgico en el envejecimiento

Causas tantoifisiológicas y endocrinológicas como psicológicas son responsables

del declive de la actividad sexual con el aumento de la edad. El sistema GABAégico

podría estar involucrado también en la disminución del reflejo eréctil en la vejez. En

cerebros de ratas neonatas, adultas y con envejecimiento se observó una variación de los

receptores GABA-B con el aumento de la edad, donde luego de un pico de densidad de

los receptores a los 2] días ocurre una disminución hacia edades adultas (Turgeon’94a y

b). Estudios de ontogenia en humanos revelaron también un aumento en la densidad de

los sitios receptores para benzodiacepinas en corteza cerebral, cerebelo e hipocampo con

un valor máximo a los 6 meses postnatal y una disminución a edades posteriores

especialmente en médula, oliva y pons (Daval’9l, Reichelt'9l). En médula espinal

torácica se ha determinado un aumento den la densidad de los sitios receptores para

benzodiacepinas durante los dias perinatales, con una marcada di'sminución hacia la
adultez. Esta variación estaría relacionada con una alteración en la concentración de los

receptores, más que con variaciones en la afinidad de los sitios por su ligando

(Brüning'90). Sin embargo no hemos encontrado informes de lo que ocurre con los

receptores del sistema GABAérgico en la región lumbosacra de la médula espinal

responsable de la regulación de los mecanismos de erección peneana.

El objetivo de este trabajo fue dilucidar el papel del sistema GABAérgico en la

regulación de la erección peneana a nivel medular y su modulación por hormonas

esteroides.



RESULTADOS

PRIMERA PARTE

Eteclas de la diabetes ethrimenmI inducida gar estregtozotocína

Se estudió el sistema GABAérgico en animales controles (CONT), animales con

una y tres semanas de diabetes experimental (DIABl y DlAB3) y animales diabéticos con

tratamiento con insulina durante 10 días antes del sacrificio (INS), evaluando los niveles

de GABA mediante HPLC de fase reversa y de sus receptores por autorradiografia

cuantitativa, según se describió en materiales y métodos.

a) Efecto de la estreptozotocina sobre GABA y Glutamato:

El contenido de GABA y glutamato fue estudiado mediante cromatografía líquida

de alta performance con columna de fase reversa C18, Fig. IL].
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Flg. ll.1: Cromatograma obtenido por HPLC con columna de fase reversa C l8 donde se
resuelven los picos de elusión de GABA y Glutamato. Se muestra la superposición cromatográfica
representativa de un animal CONT y uno DlAB.
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a-t) Contenido de GABA

Detectamos la presencia de GABA en las distintas regiones de la médula espinal

del grupo CONT, donde la distribución del aminoácido a lo largo de la médula resultó

heterogénea. Encontramos que el contenido de GABA en la región lumbar fue mayor que

en sacro > cervical > torácico. (Lumbar: 9.653175 pmol/g prot, Sacro: 8.68i0.42

pmol/g prot, Cervical: 5.79i0.28 pmol/g prot, Torácico: 3.86i1.89 pmol/g prot).

Evaluamos el contenido de GABA en la médula espinal de animales diabéticos y

encontramos que la proporción del aminoácido, distribuida en las cuatro regiones

medulares, no se vip alterada por la estreptozotocina. Estudiamos entonces la región
lumbar de la médula espinal de animales DIAB3 y encontramos que estos últimos

presentaron una disminución significativa respecto al grupo control: CONT: 8.68i0.54

pmol/g prot, DIAB3: 5.90i0.39 pmol/g prot (Fig II.2).

Contenido de GABAen médula espinal
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Fig. ".2: Estudio del contenido de GABA en la médula espinal completa por HPLC y
comparación con diabéticos en la región lumbar. Valores promedios de 6 animales, representativos
de 3 ensayos separados. "‘significativo para p<0.05 lumbar DlAB3 respecto a lumbar CONT.
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a-ii) Contenido de Glutamato

Los niveles de Glutamato en las distintas regiones de la médula espinal fue

estudiada en el grupo control y encontramos que su distribución a lo largo de la médula

resultó heterogénea y en forma similar a la de GABA. El contenido de Glutamato en la

región lumbar resultó > sacro > cervical > torácico. (Lumbar: 36.4:tl.8 pmol/g prot,

Sacro: 33.3i1.6 pmol/g prot, Cervical: 25.8:tl.2 pmol/g prot, Torácico: 12.5:t0.6 pmol/g

prot).

Evaluamos el contenido de glutamato en la médula espinal de animales diabéticos

y encontramos que 31a proporción del aminoácido, distribuida en las cuatro regiones

medulares, no varió por la estreptozotocina. La concentración de Glutamato en la región

lumbar de la médula espinal de animales DIAB3 presentó, al igual que la de GABA, una

disminución significativa respecto al grupo control= CONT: 42.4:l:7.3 pmol/g prot.,

DlAB3: 26.9i2.2 pmol/g prot (Fig 11.3).

Contenido de Glutamato en médula espinal
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Fig ll.3: Estudio del contenido de Glutamato en la médula espinal completa por HPLC y
comparación con diabéticos en la región lumbar. Valores promedios de 6 animales, representativos
de 3 ensayos separados. "' significativo para p<0.05 lumbar DIAB3 respecto a lumbar CONT.
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b) Efectos de la STZ sobre los receptores GABA-B:

La densidad de los receptores GABA-B fue estudiada mediante la técnica de

autorradiografia cuantitativa. Para ello las secciones de médula espinal lumbar obtenidas

mediante cortes en crióstato fueron preincubadas durante 40 minutos con buffer Tris-HCI

SOmM, pH 7,4 a temperatura ambiente (TA) y luego incubadas con buffer Tris-HCI

SOmM, MgClz 2,5mM, sacarosa 190 mM, pH 7,4 a TA durante 20 minutos en presencia

de una concentración saturante de 3H-baclofén lOnM (actividad específica: 42,9

Ci/mmol) sólo para determinar la unión total en ensayos de punto único y en un rango de

7,75 a 297,6 nM pa‘ra ensayos de saturación, o con GABA no radioactivo lOuM, para

determinar la unión ,inespecífica. La incubación se detuvo con un lavado en buffer Tris­
HCl SOmM, Mgle 2,5mM 0-4°C durante l minuto y posterior enjuague en agua

bidestilada O-4°C. Los, portaobjetos conteniendo las secciones se secaron con aire y se

expusieron, durante 60 dias para los ensayos de punto único y 75 dias para los ensayo de

saturación, a TA en cuarto oscuro contra placas fotográficas.

b-i) Ensayos de Punto Unico:

Se detectó unión específica del ligando en láminas II-III y lámina X de la región

lumbar 5-6 de la médula espinal de animales CONT con valores de densidad de receptor

de 23.77i3.09 fmol/mg tejido húmedo (t.h.) para lámina dorsal y l3.69i3.38 fmol/mg

t.h. para la región lindante al canal central (Fig. II.4).

Distribución de receptores GABA-Ben médula espinal lumbar

Fig ".4: Imagen autorradiográfica representativa de una sección coronal
lumbar 6 de rata control donde se observan las zonas de presencia específica de
los receptores GABA-B.
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Los grupos DIABl como DIAB3 presentaron valores de densidad de receptores

significativamente mayores (p<0.05) al grupo control (L II-III: 37,6li2.2 fmol/mg t.h. y

37,57i2.6 fmol/mg t.h., L X: 37,44i1.1 fmol/mg t.h. y 38,96il.72 fmol/mg t.h.). Los

valores de densidad de receptores del grupo INS no variaron respecto al CONT en ambas

láminas (324812395 fmol/mg t.h. y 20.111.419 fmol/mg t.h. en láminas II-III y lámina X

respectivamente). Estos resultados indican que el tratamiento con STZ aumenta el

contenido del receptor GABA-B en ambas láminas estudiadas, y que el contenido de

dichos receptores seiía modulado por insulina, la cual restablecería el aumento observado

en la diabetes, haciakyalores controles (Fig II.5).

(3H)BaclofénUnido

' fmol/mgLh

(3H)BaclofénUnido

fmollmgth

o r 4
CONT DIAB1 DIABS lNS bQ)

Fig ".5: Determinación de R-GABA-B por autorradiografia cuantitativa con (3H)—baclofén20 nM.
a y b: Aumento de la densidad de R-GABA-B. Valores promedios de 6 animales representativos de
3 ensayos separados. * significativo p<0.05 comparado con CONT.

b-ií) Ensayos de Saturacio'n y Linealizacío'npor el Método de Scatchgrd:

Secciones coronales de la médula espinal lumbar 5-6 de 3 animales por grupo

experimental fueron incubadas con 3H-baclofén en un rango de 6 a 300 nM. Los DIAB3

presentaron un aumento significativo tanto en el número máximo de receptores (Bmax)

como en su constante de disociación (Kd) respecto a CONT en ambas láminas (LII-III=

CONT: Bmax: 127.071-1694 fmol/mg t.h. y Kd: 2.58i0.14nM, DIAB3: Bmax:

206.65i4.15 fmol/mg t.h. y Kd: 6.99i0.01nM, LX= CONT: Bmax: 124.64i9.95
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fmoI/mg t.h. y Kd: 2.88i0.91nM, DIAB3: Bmax: l96.29i3.38 fmol/mg t.h. y Kd:

7.29i0.15nM), indicando que el aumento observado en el contenido de receptores en los

animales DlAB se asocia además con un efecto de compensación en el sistema con una

disminución en la afinidad del receptor por su ligando. El grupo INS presentó

disminución significativa de la Bmax en ambas láminas. En cuanto a Kd en este grupo, se

observó que el mismo permaneció aumentado sin variación respecto a los DIAB, tanto en

LlI-lII como en LX (LII-III= Bmax: 150.6413.05 fmol/rng t.h. y Kd: ,6.53i0.33nM, LX=

Bmax: 14] .34i2.22 frnol/mg t.h. y Kd: 7.04i0.83nM). Fig II.6.
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E E am . . . . . . . .
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s «5 «m
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Fig ".6: Determinación de R-GABA-B por autorradiografia cuantitativa. A y B: Ensayo de
saturación y linealización por el método de Scatchard con (’H)-baclofén 7.75-297.6 nM: Aumento
del Kd y Bmáx en animales diabéticos respecto a control y reversión por insulina. Valores
promedios 6 animales representativos de 3 ensayos.

c) Efectos de la cstreptozotocina sobre los sitios receptores para benzodiacepinas:

La densidad de los sitios receptores para benzodiacepinas estudiada mediante la

técnica de autorradiografia cuantitativa. Para ello las secciones de la médula espinal

lumbar, obtenidas mediante crióstato, fueron sometidas a tres preincubaciones sucesivas

(le lO minutos cada una con buffer Tris-HCl SOmM, pH 7,4, O-4°C y luego se las incubó

con buffer Tris-HCl SOmM, pH 7,4, O-4°C, durante 30 minutos en presencia de una

concentración saturante de 3H-flunitrazepán lOnM (actividad específica: 82,5 Ci/mmol)

para determinar la unión total en los ensayos de punto único, en un rango de 0.4 a 35nM

para el ensayo de saturación y SnM para los estudios de competencias [junto con

concentraciones crecientes del antagonista del R-BZ de tipo central RO-15-1788 (2­
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SOOnM)o del antagonista del R-BZ de tipo periférico RO-5-4864 (lO-lOOnM)]. La unión

inespecífica se determinó por agregado de diacepán no radioactivo (SuM). La incubación

se detuvo con un lavado en buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 O-4°C durante 80 segundos y

un posterior y rápido enjuague en agua bidestilada 0-4°C.

Los portaobjetos conteniendo las secciones se expusieron en cuarto oscuro a

placas fotográficas durante 15 días para los ensayos de punto único, durante 18 días para

los ensayos de saturación y durante 20 días para los ensayos de competencias. En todos

los casos junto con los portaobjetos con los tejidos incubados se colocaron estándares
radiactivos conteniendo tritio.

É

c-i) Ensayos de Punto' Unico:

Se detectó unión específica del ligando en las láminas II-III y X de la región

lumbar 5-6 de la médula espinal con valores de densidad de receptores de l84,8li9,1

fmol/mg t.h. en L H-IH y 225,85i8,2 fmol/mg t. h. en L X para CONT. Fig II.7.

Distribución de los sitios receptorespara benzodiacepinas

en la médula espinal lumbar

i Láminas II-lll

.k
é X s

‘ Lámina

Fig ".7: Imagen autorradiográfica representativa de una sección coronal de la médula
espinal lumbar 6 de rata control donde se observan las zonas de presencia específica de
los sitios receptores
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Tanto el grupo DIABl como el DIAB3 presentaron valores de densidad de

receptores significativamente menores al grupo control (L II-III= DIABl: 131,73i24,2

finol/mg t.h. y DIAB3: 138,34il7 fmol/mg t.h. y L X= DIABl: l38;34i25 fmol/mg t.h.

y DIAB3: 176,05il9 fmol/mg t.h.) indicando que la STZ provocaría una disminución en

la densidad de estos receptores. Los valores del grupo INS no variaron significativamente

respecto a CONT (185,87i9 fmol/mg t.h. en L II-III y 220,63i8 fmol/mg t.h. en L X),

entonces, el contenido de dichos receptores en animales STZ sería restablecido a valores

controles por el tratamiento hormonal. Además se detectó mayor densidad de receptores

en L X que en L II-III. Fig II.8.
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Fig. ".8: Determinación de R-BZ por autorradiografia cuantitativa. Disminución de la densidad
del R-BZ medida con (3H)-flunitracepán lOnM. a) Láminas IHII. b) Lámina X. Valores
promedios de 6 animales representativos de 3 ensayos separados. * significativo p<0.05
comparado con CONT.

c-ii) Ensayos de Saturacio’ny linealizacio'npor el Método de Scatchqrd:

Seccioncs coronales de la médula espinal lumbar 5-6 de 3 animales por grupo

experimental fueron incubadas con 3H-FLU en un rango de 0.4 a 35nM. Los DIAB3

presentaron menor Kd y Bmax que el CONT en ambas láminas estudiadas. Este resultado

en Bmax fue de acuerdo a lo esperado considerando la disminución observada en el

ensayo de punto único. El reemplazo con insulina restableció los valores de Kd y Bmax

hacia los del CONT en las láminas estudiadas (LII-III= CONT: Kd 3.0i0.2nM y Bmax

361.4i13.l fmol/mgt.h. DIAB3: Kd l .5i0.1nM y Bmax 241.4i10.5 fmol/mg t.h. INS:
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Kd 3.2i0.2nM y Bmax: 372.3il4.8 fmol/mg t.h.. LX= CONT: Kd l.9i0.2nM y Bmax:

435.]i35.8 fmol/mg t.h. DIAB: Kd l.2i0.lnM y Bmax 385.4i15.5 fmol/mg t.h. INS: Kd

2.1i0.lnM y Bmax 457.7i6.9 fmol/mg t.lt.) Fig. 11.9. La disminución observada en el

contenido de receptores para benzodiacepinas en diabéticos, en ensayos de puntos únicos,

podría deberse entonces al aumento en la afinidad del receptor por su ligando.
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Fig ".9: Determinación de R-BZ por autorradiografia cuantitativa. Ensayo de saturación y
linealización por el método de Scatcltard con (JH)-flunitracepán 0.4-35 nM. Disminución del Kd y
Bmax en animales diabéticos respecto a control y reversión por insulina. Valores promedios de 6
animales representativos de 3 ensayos separados.

c-iii) Ensayos de Competencia:

Efecto (le antagonistas específicos para BZ sobre [a unión de JH-FLU. Se observó

que el antagonista de tipo periférico ROS-4564 no a fectó la unión de flunitrazepán en

ninguno de los grupos experimentales, arrojando valores no determinables. El antagonista

de tipo central R015-1788 sí afectó la unión. El grupo DIAB3 mostró valores de ECSO

mayores que el CONT (4.4i0.3 nM y 0.4i0.2 nM respectivamente) demostrando que en

las incubaciones con diacepán se detectó unión al receptor de tipo central. Estos

resultados fueron acordes con el valor de Kd obtenido en el análisis por el método de

Scatchard, confirmando el aumento en la afinidad de los sitios receptores en animales
diabéticos respecto a los receptores de los animales CONT. Sin embargo el grupo INS

también mostró valores de ECSOmayores que el control (21.8il.6 nM) que se asemejan

al de los diabéticos (Fig ILIO).
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Fig. ".10: Autorra 'ografia cuantitativa de secciones coronales de la médula espinal incubadas
con S nM de (’H)Fl nitracepán y concentraciones crecientes del agonista del receptor periférico
ROS-4564 (lO-l00 nM) o del agonista del receptor de tipo central ROlS-l788 (2-500 nM).
Valores promedios de 6 animales representativos de 3 ensayos similares separados.

c-iv) Efectos de GABA endógeno:

A fin de comprobar que la disminución en los receptores para benzodiacepinas

observada médula espinal de animales diabéticos, no era debido a un aumento de la

afinidad por el ligando, como consecuencia de una modulación positiva del GABA

endógeno, se realizaron una serie de experimentos en simultaneo.

Estos fueron:

l) lncubación en Condiciones Control (igual que para el ensayo de punto único),

2) Shock Osmótico (la preincubación fue precedida por otra de 5 minutos a TA en agua

destilada-desionizada seguida por 25 minutos en Tris-HC] 50mM, pH 7,4, 0-4°C,

donde la preincubación en agua destilada-desionizada provocaría la eliminación del

GABA endógeno),

Agregado de GABA exógeno (la preincubación consistió en dos partes:

preincubación en buffer Tris-HCI SOmM,pH 7.4, 0-4°C, 2x10 minutos seguida de

otra en el mismo buffer pero con adición de GABA lmM, 10 minutos, para estudiar

la unión del ligando con exceso de GABA. Luego, la incubación se hizo en el mismo

buffer con 3l-I-FLU lOnM y GABA 1 mM a 0-4°C).

3
V
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Los portaobjetos conteniendo las secciones incubadas se expusieron durante 15 días a

placas fotográficas. Se compararon sólo el grupo DIAB3 con el CONT y se obtuvieron

los siguientes resultados:

El Shock Osmótico disminuyó la unión de 3H-FLU tanto en CONT como en

DIAB3 respecto al ensayo de incubación en Condiciones Control, pero se mantuvo la

diferencia en la densidad de receptores en DIAB3 respecto al CONT observada en los

ensayos de punto único (Condiciones Control = CONT: 130.1:18.l fmol/mg t.h.,

DIAB3: 83.2i16.7 fmol/mg t.h.. Shock Osmótico= CONT: 84.6i10.l fmol/mg t.b. y

DIAB: 46.5i6.l fmól/mg t.h.). El agregado de GABA exógeno durante la preincubación

resultó en un aumento de la unión específica en ambos grupos experimentales respecto al

ensayo de incubación en Condiciones Control, manteniéndose una vez mas las

diferencias entre diabéticos y controles observadas en los ensayos anteriores (CONT:

l87.9i18.l fmol/mg t.h. y DIAB3: 137.7146.6 fmol/mg t.h.). Fig II.ll. Estos resultados

indican que el GABA cuando es adicionado en los tejidos es capaz de aumentar la

afinidad de los sitios receptores para benzodiacepinas por su ligando en nuestro sistema,

pero bajo nuestras condiciones experimentales, los niveles remanentes en los tejidos

luego de la preincubación no tendrían influencias significativas sobre el resultado

comparativo final.
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Fig. ll.11: Unión de [3H]-Flunitrazepán lOnM. Un grupo se incubó en las mismas condiciones de
incubación que anteriormente, otro se preincubó en agua destilada desionizada para eliminar el
GABA endógeno (Shock Osmótico) y otro se preincubó e incubó con agregado de GABA lmM
(incubación + GABA). Valores promedios de 6 animales representativos de 2 ensayos separados.
* significativo p<0.05 comparado con CONT. ** significativo entre las distintas condiciones
experimentales.
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(I)Efecto dela estreptozotocina sobre los receptores GABA-Ade alta afinidad:

La densidad de los receptores GABA-A fue estudiada mediante la técnica de

autorradiografía cuantitativa. Para ello las secciones de médula espinal lumbar, obtenidas

mediante crióstato, fueron preincubadas durante 30 minutos con buffer Tris-acético

SOmM, pH 7,1 a O-4°C y luego incubadas con buffer Tris-acético SOmM, pH 7,1 a 0-4°C

en oscuridad durante 60 minutos en presencia de una concentración saturante de 3H­

muscimol IOnM (para detectar únicamente los receptores a'e alta afinidad) (actividad

específica: 20Ci/mmbl), sólo para determinar la unión total, o en presencia de GABA no

radioactivo lOpM para determinar la unión inespecífica. La incubación se detuvo con un
lavado en buffer Tris-acético 50 mM pH 7,1 a 0-4°C durante l minuto y posterior

enjuague con agua bidestiada a 0-4°C. Los portaobjetos conteniendo las secciones se

secaron con aire a TA y se expusieron durante 90 días a TA en cuarto oscuro contra

placas fotográficas. Las placas reveladas presentaron los siguientes resultados:

Se detectó unión específica del ligando en láminas II-III y X de la médula espinal
con valores de densidad de receptores de 48,9i5,6 fmol/mg t.h. en L II-III y 60,8i4,3

fmol/mg t.h. en LX para CONT (Fig. II.12).

Distribución de los sitios receptores GABA-Aen la médula espinal lumbar

Fig ".12: Imagen autorradiográfica representativa de una sección corona] de la médula
espinal lumbar 6 de rata control donde se observan las zonas de presencia específica de
los receptores GABA-A.
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Los valores de densidad de receptores del DIABI y del DIAB3 no variaron

significativamente respecto al CONT en las láminas analizadas (LII-III: 49.2i3.l

fmol/mg t.h. y 47,9i2,4 fmol/mg t.h. respectivamente y LX: 62.4il fmol/mg t.h. y

65,6i2,5 fmol/mg t.h. respectivamente). Sin embargo el grupo INS presentó valores

significativamente mayores respecto al CONT para ambas láminas (LII-III: 66,6i8,6

fmol/mg t.h. y LX: 69,4:t2,3 fmol/mg t.h.), indicando que el contenido de dichos

receptores no se vería alterado por tratamiento con STZ pero sí con insulina, donde la

insulina podría estar actuando como factor de crecimiento, favoreciendo de algún modo

la transcripción del R-GABA-A en las astas dorsales. Además la densidad de receptores

en LX resultó mayor‘que en L II-III (Fig II.13).
Q A
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Fig 11.13: Determinación de R-GABA-A por autorradiograña con (3H)-muscimol 5 nM. a)
Láminas ll-lll, b) Lámina X. Valores promedios de 6 animales representativosde 3 ensayos
similares separados. * significativo p<0,05 vs. CONT y ** significativo con p<0,05 vs DlABs.

SEGUNDA PAR TE

Considerando que las hormonas esteroides liberadas por las glándulas adrenales y

gonadales regulan numerosos mecanismos cerebrales modulando los receptores GABA, y

que los niveles de dichas hormonas se encuentran alterados en el modelo de diabetes

experimental, decidimos desarrollar colonias de animales con alteraciones endócrinas

aisladas para explorar los probables causantes de las variaciones del sistema

GABAérgico observadas en los diabéticos para independizamos parcialmente del resto de

los cambios endócrinos observados en esta patología.
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Planteamos entonces modelos experimentales con gonadectomia (GDX), animales

gonadoprivos con reemplazo con propionato de testosterona (GDX+TP), animales con

adrenalectomía (ADX), animales con adrenoprivos con reemplazo con corticosterona

(ADX+CORT) y sus respectivo controles (SHAM). También se utilizaron animales con

hipogonadismo funcional provocado por tratamiento neonatal con monosodio glutamato

(machos: MSGm, y hembras: MSGh) y animales con alteraciones hormonales

fisiológicas como las que se observan durante el envejecimiento.

I zEstudio de Gonag‘ectomía z tratamiento con TP

1.a) Efectos de GDX sobre los receptores GABA-B:

1.a.i- Ensayos de Punto Unico:

Se detectó unión específica del ligando en las L ll-Ill y LX de la región lumbar 5-6 de

la médula espinal con valores de densidad de receptor de 28.03i6.92 fmol/mg t.h. en L

ll-lll y 20.52i3.55 fmol/mgt.h. en LX para el grupo SHAM. El grupo GDX presentó

valores de densidad de receptor significativamente mayores que el SHAM en L ll-lll

(44.l2i5.57 fmol/mg t.h.) y el grupo con reemplazo de TP no presentó diferencias

respecto al SHAM (38.19i3.43 fmol/mg t.h.). En LX sin embargo, ningún grupo mostró

diferencias significativas respecto al SHAM (GDX: 28.85i5.05 fmol/mg t.h. y GDX-TP:

23.26;t2.4 fmol/mg t.h.). Fig ".14. Además, en los tres grupos la densidad del receptor

en LX resulto menor que en la LII-III. Estos resultados indican. que las hormonas

gonadales alterarían la densidad de los R-GABA-B en la región dorsal de la medula

espinal pero no en la región lindante al canal central, estableciéndose así una regulación
diferencial en ambas láminas.
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(’H)BaclofénUnido

fmollmgth

(JH)BaclofénUnido

fmollmgth

a ¡ V _ b

Fig ".14: Determiigación de R-GABA-B por autorradiografia cuantitativa con (3H)-baclofén 20
nM. Aumento de la densidad de R-GABA-B en Láminas II-III. a) Lámina ll-lll. b) Lámina X.
Valores promedios de.6 animales representativos de 3 ensayos separados. * significativo p<0.05
comparado con SHAM.

1.a.ii- Ensayos de Saturación y linealización por el método de Scatchard:

Secciones coronales de la médula espinal lumbar 5-6 de 3 animales por grupo

experimental fueron incubadas con 3H-baclofén en un rango de 7.75 a 297.6 nM. En LII­

III el grupo GDX presentó valor de Kd similar al SHAM (Kd= 31.25i10.64 nM y

29.41i6.62 nM respectivamente), pero con un aumento significativo de la Bmax (SHAM:

567.7339.3 fmol/mg t.h. y GDX: 837.9i26.8 fmol/mg t.h.). Estos resultados indican que

la alteración en la densidad de receptores, observada en el ensayo de punto único, no se

debería a variaciones en la afinidad sino a una mayor presencia de receptores en LII-III

causada por la gonadectomía.


















































































































































































































































































































































