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RESUMEN

A pesar de la vasta informacion que existe acerca del efecto que ejercen las
hormonas gonadales sobre la regulacion de la conducta reproductiva,
particularmente en roedores, y que multiples estudios han sido dirigidos a evaluar los
niveles de Testosterona en plasma y correlacionarlo con los diferentes procesos
reproductivos. No existen estudios dirigidos a establecer la relacion entre las
hormonas sexuales (Testosterona y Androstendiona) excretadas en heces fecales y
las que se encuentran en el plasma. De tal manera, que en este estudio se analizd
esta relacién, pues la administracion de tratamientos exdégenos de hormonas en
modelos in vivo, particularmente en roedores, para el estudio del comportamiento
sexual utiliza concentraciones muy altas (del orden de mg) que sobre pasan por
mucho las concentraciones plasmaticas (expresadas en ng). Ademas, esta relacion
cobra importancia para el estudio de la capacidad reproductiva en especies en
peligro de extincion o en cautiverio, en donde se requieren de evaluaciones
hormonales no invasivas. Hoy en dia, esto ha sido posible gracias a la utilizacién de
técnicas como el inmunoensayo enzimético (EIA), el cual ha sido utilizado con gran
éxito y con la posibilidad de dar seguimientos a largo plazo sin la necesidad de
sacrificar a las especies en estudio. Para ello, se utilizaron 36 hamsters intactos, que
posteriormente se castraron y se dividieron de manera aleatoria en 4 grupos de 9
individuos, administrandoles Androstendiona y Testosterona con dosis de 500 y 1000
pg/dia/21 dias, se realizaron pruebas de conducta sexual masculina para cada
condicion experimental, posteriormente se realizaron los muestreos de heces fecales
y se sacrificaron para obtener las muestras de plasma, cuantificandose la
concentracion de estas hormonas en heces fecales por EIA y de plasma por HPLC.
De acuerdo a los resultados obtenidos, es la Androstendiona la hormona que se
encuentra en mayor concentracion plasmatica, y también la mas efectiva para
restituir todos los parametros copulatorios en el hamster castrado. Respecto a la
Testosterona, se ésta se encuentra en mayor concentracion en las heces fecales,
encontrandose un aumento significativo en la excrecion de este andrégeno, en los
grupos de hamsters castrados y tratados con el reemplazo hormonal de
Testosterona, comparados con los sujetos intactos y castrados, |0 que sugiere una
interconversién de Androstendiona a Testosterona, y de ésa forma se excreta via
heces fecales. Al analizar los promedios de los datos obtenidos de EIA y HPLC, en
cada una de las etapas, se pudo hacer una estimacion de la concentracién de
hormonas que se encuentran en plasma, a partir de lo excretado en heces fecales,
mediante un modelo matematico predictivo o bien, a través del factor de estimacion,
para predecir la cantidad de Testosterona y Androstendiona en plasma, sin la
necesidad de sacrificar a los sujetos.



ABSTRACT

Despite the vast amount of information available on the effects of gonadal
hormones on the regulation of reproductive behavior, especially in rodents, and the
many studies that have been designed to assess the levels of Testosterone in plasma
and correlate them with various reproductive processes, no studies have yet
attempted to establish the relationship between the sex hormones (Testosterone and
Androstenedione) that are excreted in feces and those found in plasma. Thus, the
present study analyzed precisely this correlation, as the administration of exogenous
hormone treatments in in vivo models, particularly with rodents, for the study of
sexual behavior uses very high concentrations (on the order of mg) that greatly
exceed plasma concentrations (expressed in ng). This correlation is also important for
the study of the reproductive capacity of endangered species and those in captivity,
where noninvasive hormonal assessments are required. Today, this has been made
possible through the use of techniques such as the Enzymatic Immunoassay method
(EIA), which has been utilized with great success and offers the possibility of long-
term follow-up with no need to sacrifice the species under study. This experiment
used 36 intact hamsters that were subsequently castrated and then divided randomly
into 4 groups of 9 individuals each. Androstenedione and Testosterone were
administered in doses of 500 and 1000 pg/day for 21 days, and tests of male sexual
behavior were conducted for each experimental condition. The samples of feces were
taken and the animals were then sacrificed in order to obtain the plasma samples.
Concentrations of the sexual hormones were quantified using EIA for the fecal
samples and HPLC for plasma. According to the results obtained, the hormone
Androstenedione is found in higher concentrations in the plasma, and is also most
effective for restoring all the copulatory parameters in the castrated hamsters. With
respect to Testosterone, the highest concentrations were found in the fecal samples,
which revealed a significant increase in the excretion of this androgen in the groups of
hamsters that were castrated and then treated with Testosterone replacement
therapy, compared to the intact and castrated subjects. These data suggest an
interconversion of Androstenedione in Testosterone, which is then excreted via the
feces. Upon analyzing the averages of the data from the EIA and HPLC analyses in
each experimental condition, it was possible to estimate the concentration of the
hormones in the plasma on the basis of what was excreted in the feces, using either a
predictive mathematical model or an estimating factor to predict the amount of
Testosterone and Androstenedione in the plasma, without having to sacrifice the
subjects.
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I. INTRODUCCION

La reproduccion es un proceso caracteristico de cada especie animal, la cual,
tiene como objetivo incrementar la recombinacion genética y crear nuevos individuos
a través del intercambio de material genético. Ademas es el resultado de la
interaccion compleja de diversos procesos neuroendocrinos, fisiolégicos y
anatomicos; su realizacion implica la ejecucion de un repertorio conductual complejo
caracteristico de cada especie el cual es denominado comportamiento sexual.

El comportamiento sexual resulta de la interaccion continua entre el macho y la
hembra, y se presenta en secuencias de respuestas ordenadas que varian
dependiendo de la especie e involucra actividades de cortejo, apareamiento y
conductas posteyaculatorias.

En los mamiferos el cortejo incluye la realizacion de las conductas especificas como
son la emision de vocalizaciones audibles o ultrasénicas, el olfateo y la exploracion
anogenital, el acicalamiento dirigido a la pareja y la persecucion hacia la hembra por
parte del macho. Si estas conductas son las adecuadas, entonces se presentara la
copula o apareamiento.

Las conductas de apareamiento en los mamiferos, estan representadas por
la ejecucion de respuestas estereotipadas, cuya secuencia caracteristica es
particular a cada especie (Dewsbury, 1979), pero en general involucran la monta del
macho sobre la grupa de la hembra, la realizacion de movimientos pélvicos por parte
del macho, la insercién peneana intravaginal y la eyaculacion.

Por otro lado, se ha demostrado en diversas especies como la rata (Beach, 1944,

1946, 1970; Feder, 1971), el raton (Mc Gill y Haynes, 1973), el hamster (Warren y
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Aronson, 1957), el cobayo (Grunt y Young, 1953), el conejo (Valenstein y Goy, 1957),
el gato (Rosenblatt y Aronson, 1958) el perro (Beach, 1970) y el mono (Phoenix,
1973; Michael y Wilson, 1974), que las hormonas gonadales regulan el inicio y el
mantenimiento de la conducta sexual masculina. Sin embargo, aun a pesar de la
vasta informacion que existe sobre la regulacion hormonal de la conducta sexual,
particularmente en roedores, existen pocos estudios dirigidos a establecer las
diferencias de la regulacion hormonal entre algunas especies. Tal vez, por que la
mayor parte de los estudios estan reportados principalmente en rata (Beach, 1944,
1946, 1970; Feder, 1971) y hemos dado por hecho que es asi como la regulacion de
la conducta sexual se presenta, por lo menos, en todos los roedores. Sin embargo,
aunque el hamster no se encuentra tan alejado filogenéticamente de la rata, su
conducta copulatoria presenta marcadas diferencias, las cuales consisten: en la
realizacion de varias series copulatorias en un lapso corto de tiempo (30 min) y como
caracteristica particular de esta especie, realiza intromisiones largas. La conducta de
intromision larga en el hamster, se presenta conforme el macho se acerca a la
extenuacion sexual, aproximadamente después de 10 eyaculaciones, presentandose
un cambio en las intromisiones; donde se prolonga la insercion peneana intravaginal
por varios segundos (4 a 20 seg) (Bunnell y cols, 1976; Arteaga y Morali, 1997;
Arteaga y cols, 2000). Estas conductas han sido poco analizadas y se sugiere que
son importantes para desencadenar los eventos neuroendocrinos correspondientes a
la gestacion en las hembras.

Las diferencias encontradas en estos roedores pueden deberse a los

cambios que el hamster ha tenido que adaptar ante las condiciones ambientales en
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un contexto evolutivo y que estas adaptaciones le hayan permitido asegurar la
reproduccion y perpetuacion de su especie.

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la regulacion
hormonal que presenta el hamster es diferente a la de la rata, pues en esta se sabe
qgue es la Testosterona (T) y sus metabolitos: Dihidrotestosterona (DHT) y Estradiol
(E2), quienes regulan la conducta sexual masculina (CSM), mientras que en el
hamster es la Androstendiona (A), principalmente, y no la Testosterona (T) quién
regula la expresiéon de la CSM, ademas de que hemos demostrado que la
Androstendiona, se presenta en mayor concentracion (4.08 + 0.23 ng/ml) en el
plasma que la Testosterona (2.04 + 0.17 ng/ml), (Arteaga-Silva y cols., 2005). Pero
no solo la Androstendiona regula la expresion de la CSM, en esta especie, si ho que
también mantiene la estructura y funcién de los 6rganos sexuales accesorios como la
vesicula seminal, la prostata y el pene, aunque de manera menos eficiente que la
Dihidrotestosterona, al encontrar este hallazgo, observamos que la administracién
del tratamiento hormonal con Androstendiona requerido para la adecuada expresion
de la conducta sexual es mucho mayor que la dosis efectiva para mantener la
estructura y funcion de los 6rganos sexuales accesorios (Arteaga-Silva y cols., 2008).

Sin embargo las técnicas utilizadas para la determinacién de hormonas en
estos estudios, han sido técnicas en donde las muestras son colectadas de un
amplio numero de animales y por métodos invasivos, que producen un alto nivel de
estrés en los sujetos experimentales, por lo que es de nuestro interés en este estudio
utilizar métodos alternativos como el Inmunoensayo enzimatico (EIA), el cual es un

meétodo no invasivo y provee resultados precisos, ademas de que permite una mayor
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frecuencia de muestreo y por tanto realizar estudios longitudinales en los que se
pueden obtener muestras de heces fecales o de orina de los mismos individuos
durante un lapso de tiempo prolongado. Asi, esta técnica nos permitird determinar la
cantidad de Testosterona y Androstendiona excretada en heces fecales en los
hamsters tratados bajo los diferentes tratamientos hormonales, buscando la relacion
entre la que se administra, la cantidad de hormonas en plasma y lo que se depura de
estas hormonas en las heces fecales. Ademas de contribuir al conocimiento de la
regulacion hormonal en la Biologia reproductiva en mamiferos y considerar de
manera importante que no sélo la Testosterona es la hormona implicada en la
reproduccion, ya que la mayoria de los estudios que se han publicado sobre la
biologia reproductiva de mamiferos se han enfocado en la participacion de esta
hormona, dejando de lado la posibilidad de que otros androgenos como la
Androstendiona puedan ser responsables de regular el comportamiento reproductivo

en diferentes especies de mamiferos.

ll. DESCRIPCION DE LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA EN EL HAMSTER
MACHO DORADO

El comportamiento sexual en el hamster comprende: conductas
precopulatorias, conducta copulatorias y conductas posteyaculatorias. En las
conductas precopulatorias, el hamster emite vocalizaciones ultrasénicas (Floody y
Pfaff, 1977), olfatea la cabeza y explora la region anogenital de la hembra, ademas

de realizar un acicalamiento dirigido a la pareja y movimientos que tienden a
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estimular en la hembra la adopcién de una adecuada postura de lordosis (Kow y
cols., 1976).

En la conducta copulatoria, se observan conductas motoras estereotipadas
como son: la monta, la intromision, la eyaculacion y la intromision larga (Bunnell y

cols., 1976). Fig.1

Fig. 1. Esquema que representa las conductas precopulatorias (a, b y ¢) y la conducta copulatoria de intromision
(d) realizadas por el hamster macho y la conducta de lordosis que la hembra despliega durante la conducta de
apareamiento. Tomada y modificada de http//:www.sinnesphysiologye.de/hvsinne/phero/hem.htm.

La monta consiste en el acercamiento del macho hacia la hembra por la parte
de atras, y la ejecucién de movimientos pélvicos repetitivos sobre la grupa de la
hembra, seguidos por una desmonta lenta. Por otro lado, durante las montas la

hembra en posicién de lordosis realiza movimientos de orientacion de su region
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perineal hacia los genitales masculinos (Noble, 1979 a); sin estos movimientos, la
posibilidad del macho para llevar a cabo la intromision se reduce de forma
considerable (Noble, 1979 b). La intromision se inicia como la monta, pero la serie de
movimientos pélvicos extravaginales termina con un movimiento profundo hacia
adelante que se mantiene durante 2.3 seg aproximadamente. La primera intromision
después de la eyaculacion, presenta valores menores en la duracion del contacto
genital, que se reducen aproximadamente a 1.9 seg (Arteaga y Morali, 1997). La
eyaculacidbn es una monta con insercidbn peneana intravaginal, que se mantiene
durante un periodo de tiempo mas largo, de aproximadamente 3.0 seg y que en
general culmina con la expulsion seminal. Una vez que el macho logra la insercion
peneana, se presenta un incremento en la frecuencia de los movimientos pélvicos
(Bunnell y cols, 1976; Arteaga y Morali, 1997).

El hamster puede presentar varias series eyaculatorias sucesivas. La primera
serie se caracteriza por presentar un nimero variable de montas, pero mayor que en
las series eyaculatorias sucesivas. En forma similar, el nimero de intromisiones es
mayor en la primera serie que en las siguientes, presentandose a intervalos de
aproximadamente 10 seg entre una intromision y otra, hasta culminar con una
eyaculacion. Esta es seguida por una serie de conductas posteyaculatorias, en
donde el hamster, presenta acicalamiento de su region genital y emite vocalizaciones
ultrasoénicas (Arteaga y Morali, 1997) y en aproximadamente 30 seg reanuda la
actividad copulatoria. A este periodo se le ha denominado intervalo posteyaculatorio
y termina cuando el macho realiza una respuesta de intromision de la segunda serie

copulatoria, la duracion del IPE es de aproximadamente 30 seg, valor que tiende a
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incrementarse conforme transcurren las series copulatorias. En las siguientes series
eyaculatorias se presenta una disminucion en el nUumero de montas, intromisiones

asi como una disminucion en la latencia de eyaculacion. Fig 2.

PATRON COPULATORIO DEL HAMSTER MACHO DORADO

SERIE COPULATORIA

SERIE EYACULATORIA

LI LE IPE
i 11
0 10 20 30
min
| MONTA | INTROMISION | EYACULACION | INTROMISION LARGA
LI = Latencia de intromisién, LE = Latencia de eyaculacién, IPE = Intervalo posteyaculatorio /

Fig. 2. Esquema que muestra las respuestas copulatorias y el curso temporal en que se presentan éstas
durante un registro de conducta sexual masculina en el hamster (Arteaga-Silva, 1995).

Conforme el macho realiza varias eyaculaciones y se acerca a la extenuaciéon
sexual, se presenta un cambio en el patrén de intromisién, prolongandose la
insercidon peneana intravaginal por un periodo mayor que en las otras respuestas de
intromisién, alcanzando valores de hasta 20 seg, estudios realizados mediante
poligrafia demuestran que durante este evento, el macho realiza movimientos
pélvicos intravaginales con un frecuencia menor gque la de los movimientos pélvicos
previos a la insercion. Este patréon de intromision se ha denominado intromision larga

(IL) (Arteaga y Morali, 1997).
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II. REGULACION NEURAL DE LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA EN
MAMIFEROS

La participacion de diversas estructuras cerebrales en los mecanismos
neurales del comportamiento sexual masculino ha sido analizada mediante técnicas
de lesion (Beach, 1940; Heimer y Larsson, 1966; Kling, 1968; Murphy Schneider,
1970) o de estimulacion eléctrica (Malsbury, 1971; Caggiula y Szetchman, 1972) de
dichas estructuras cerebrales. Ademéas de técnicas de autorradiografia para la
identificacion de la captacion de hormonas gonadales por estructuras especificas del
sistema nervioso central (Pfaff y Keiner, 1973; Sar y Stumpf, 1973), también se han
realizado estudios histolégicos e inmunohistoquimicos de las conexiones entre
diversas estructuras cerebrales involucradas en la integracion del comportamiento
sexual, asi como estudios in vitro acerca de fenémenos celulares cuya modificacion
por hormonas puede correlacionarse con diversos aspectos de la conducta sexual

(Lehman y Winans, 1983; Wood y Newman, 1995).

De esta manera, se ha determinado en un gran numero de especies de
mamiferos, la participacion de estructuras cerebrales como el bulbo olfatorio principal
y accesorio, la amigdala corticomedial, el area predptica media, el hipotalamo
anterior, la stria terminalis y el nacleo de la base de la stria terminalis en la
integracion de la actividad sexual masculina (Meisel y Sachs, 1994; Wood vy
Newman, 1995). Ademas, se ha propuesto la existencia de un mecanismo neural
doble para el control de la conducta sexual (Beach, 1956; citado en Beach, 1967):
por una parte, un mecanismo motivacional, en el cual a través del funcionamiento de

las estructuras antes mencionadas se da lugar al inicio de la actividad sexual,
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permitiendo el reconocimiento de la pareja a través de olfateo e investigacion ano-
genital y por otra parte, un mecanismo copulatorio, el cual involucra en parte
estructuras espinales y encefalicas que controlan la ejecucion de los fenbmenos
copulatorios; la ejecucion de la copula incluye las respuestas de ereccion y

movimientos peneanos, movimientos pélvicos y diversos ajustes posturales.

En estudios posteriores, (Mogenson y cols, 1980) han postulado para otras
conductas motivadas, que la informacién sensorial exteroceptiva y propioceptiva
necesaria para la ejecucion de las conductas motoras se integra en las estructuras
del cerebro anterior y de ahi es transmitida la informacion por vias nerviosas hasta
los ganglios basales mediante conexiones que hacen relevo en el nucleo
accumbens, el cual recibe conexiones directas provenientes de estructuras limbicas,
como la amigdala, el hipocampo y conexiones indirectas de otras zonas a través del
area tegmental ventral, siendo estas interacciones importantes para la transicion de
la motivacion hacia la ejecucion de respuestas motoras de la conducta (Mogenson y
cols,1980). El nucleo accumbens proyecta hacia el area subpalida y el nacleo pélido
ventral, de donde se proyectan fibras hacia el tallo cerebral a una regién denominada
region locomotora mesencefalica y en particular al nucleo peddnculopontino. La
region locomotora mesencefalica esta involucrada en la ejecucion de los
movimientos ritmicos de las extremidades durante la locomocion (Shik y cols, 1966).
El ndcleo pedunculopontino parece ser la via final comun de las sefales que
descienden del cerebro anterior, para el movimiento; aunque las proyecciones

corticales y limbicas hacia este nucleo determinan la respuesta motora, las
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caracteristicas temporales de la misma son integradas a este nivel y posteriormente
la informacion desciende a los circuitos espinales motores para su ejecucion

(Mogenson y Yong, 1991). Fig.3

Fig. 3. Representacién esquemética de algunas estructuras y conexiones neurales que forman parte del circuito
que regula la Conducta Sexual Masculina, en roedores, descritas en tres secciones parasagitales de un cerebro
de rata. Unicamente algunas de las entradas relevantes al area predptica media han sido indicadas, la entrada de
informacién quimiosensorial es percibida por el Bulbo Olfatorio principal (BOp) y después por el Bulbo Olfatorio
accesorio (BOa), hacia la amigdala media (Me) y amigdala cortical (co), de ahi la informacién pasa a través del
nucleo de la cama de la stria terminalis (bnst) y el area predptica media (APOm), de ahi hacia el area tegmental
ventral (Vta) y el putamen caudado (cp). Tomado y modificado de Meisel y Sachs, 1994.

IV. REGULACION NEURAL DE LA CONDUCTA SEXUAL EN EL HAMSTER
MACHO

En el hdmster macho, se ha observado que el bulbo olfatorio principal y el
accesorio participan de manera importante en la regulacion neural de la conducta
sexual; la lesibn o remocion de estos produce cambios drasticos en la actividad

copulatoria o incluso la pérdida de ésta (Doty y cols, 1971; Devor, 1973).

Estas estructuras proyectan hacia la amigdala corticomedial y se ha observado que
lesiones del area rostral corticomedial de la amigdala eliminan la copula (Lehman y

cols, 1980); por otra parte, las lesiones del area caudal de la amigdala corticomedial
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reducen el nimero de machos que copulan, observandose en ellos mayores
latencias de monta y de eyaculacién, asi como un aumento en los intervalos
interintromision. Las lesiones de la region basolateral de la amigdala provocan

efectos mas sutiles (Lehman y Winans, 1983).

En el hamster, la porcion caudal corticomedial de la amigdala proyecta a
través de la stria terminalis hacia el area preoptica (Kevetter y Winans, 1981),
mientras que la regidn rostral corticomedial de la amigdala proyecta por medio de
fibras ventrales hacia el nucleo de la base de la stria terminalis (Lehman y Winans,
1983). La seccion de la stria terminalis incrementa la latencia de monta, la latencia de
eyaculacion y el intervalo interintromision dos semanas después de la cirugia y una
semana después, la latencia de eyaculacibn es aun mayor y el numero de
intromisiones antes de la eyaculacidbn aumenta significativamente (Lehman y cols.,
1983). En cambio, la diseccion de las fibras ventrales produce alteraciones menos
severas en la conducta copulatoria. Sin embargo, la seccion de ambas vias elimina

completamente la conducta copulatoria (Lehman y Winans, 1983).

Por otro lado, las lesiones del area predptica media en el hamster disminuyen
drasticamente la conducta copulatoria (Powers y cols, 1987). De tal forma, que las
lesiones en areas especificas a lo largo de estas vias apoyan el concepto de circuitos
neurales regulados por las hormonas gonadales, denominado circuito hormonal, y la
entrada de los estimulos sensoriales, denominado circuito quimiosensorial (Wood y
Newman, 1995). Asi, las lesiones de las vias olfatorias y vomeronasales a la

amigdala media, o de sus proyecciones a través del nucleo de la cama de la stria
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terminalis al area preoptica media, inmediatamente y permanentemente suprimen la
conducta sexual masculina en el hamster (Winans y Powers, 1977). Por otro lado, la
remocion de las gonadas provoca un déficit de hormonas gonadales circulantes, lo
gue ocasiona la falta de receptores a andrdgenos y estrogenos en estructuras como
el area preoptica, el hipotalamo lateral y la amigdala corticomedial provocando la
perdida de la conducta sexual. También se sabe que las lesiones que interrumpen la
transmision de las vias sensoriales, principalmente del olfato, a través del circuito
guimiosensorial, tienen efectos severos y mas abruptos que las lesiones que dafian
areas cerebrales reguladas por las hormonas gonadales. Asi, se postula que si la
entrada quimiosensorial no es la adecuada la copula no se lleva acabo (Wood y

Newman, 1995). Fig. 4.
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Fig. 4. Esquema que ilustra el circuito neural que regula la expresion de la Conducta Sexual en el Hamster, ésta
depende de sefiales quimio sensoriales que son percibidas por la mucosa olfatoria y el érgano vomeronasal, asi
como de las hormonas esteroides gonadales. Las vias olfativas y hormonales se interrelacionan tanto funcional
como anatémicamente en el cerebro y la interaccion de las sefiales quimiosensoriales y hormonales son
esenciales para la copula en esta especie. Las sefiales quimiosensoriales son transmitidas a través del Bulbo
Olfatorio Principal (BOP) y el Bulbo Olfatorio Accesorio (BOA), y posteriormente, la informacién pasa a nuacleos o
estructuras en el sistema limbico que contienen gran cantidad de receptores hormonales. Las regiones limbicas
gue transmiten la informacion quimiosensorial a las vias olfativas y que poseen un substancial nimero de
receptores son la Amigdala media (NAM), el nlcleo de la cama de la stria terminalis (NST) y el area predptica
media (APOm). Tomado de Wood y Coolen, 1997.

V. HORMONAS ESTEROIDES

Las hormonas esteroides son moléculas lipidicas cuya estructura comprende
un complejo formado por 3 anillos ciclohexanos (A,B,C) y un anillo ciclopentano (D),
el cual se denomina nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno, o nucleo esteroide,
mismo que presenta componentes adicionales que varian de acuerdo a la clase de
esteroide que se trate (Gore-Langton y Armstrong, 1994).
El colestano, comprende el nucleo esteroide con grupos metilo en las uniones entre
los anillos Ay B y entre los anillos C y D, con una cadena lateral de ocho miembros
unida al carbono 17, este es el compuesto de donde se deriva el colesterol, el cual a
su vez es el precursor de todos los esteroides. La separacién de la cadena lateral
entre el carbono 20 y el carbono 22 da lugar a la formacién de los esteroides C21, o
pregnanos, serie a la que pertenecen las progestinas. La segmentacion de la cadena
lateral entre el carbono 17 y el carbono 20, produce a los esteroides C19, serie de los
androstanos, a la cual pertenecen los androgenos. Y finalmente, la salida del grupo
metilo angular unido al carbono 10 origina a los esteroides C18, serie de los
estranos, en la que se encuentran los estrégenos

Los esteroides son transportados por la circulacién para llevar a cabo su

accion sobre una variedad de 6rganos y tejidos blanco, que comprenden no sélo el
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sistema reproductivo, sino también otros 6rganos y sistemas, incluyendo los sistemas
nervioso central, musculo esquelético, cardiovascular, inmune, hepatico, adiposo y
cutaneo, entre otros. Estas acciones a diferentes niveles contribuyen al éxito del
proceso reproductivo en las diferentes especies de mamiferos (Gore-Langton y
Armstrong 1994).

Biosintesis de hormonas esteroides
La biosintesis de novo de los andrégenos, como la de todas las hormonas

esteroides, se inicia a partir de acetato y utiliza invariablemente el colesterol como
intermediario, aunque también, los érganos esteroidogénicos, que son los sustratos
anatomicos en la biosintesis de andrégenos, tienen la capacidad de utilizar el
colesterol circulante como precursor en la formacion de hormonas con actividad
androgénica (Loza y Lemus, 1988).

Por tanto, el colesterol, precursor de las hormonas sexuales, forma parte de
las membranas celulares, y se sintetiza en el higado de los mamiferos a partir de
precursores simples, éste tiene una estructura compuesta por 27 carbonos y todos
sus atomos de carbono son proporcionados por un simple precursor de dos atomos
de carbono, el acetato (acetil-CoA), el colesterol es esencial para la actividad
bioldgica, y se forma a partir de acetil-coA, mediante una compleja serie de
reacciones que involucran diversos intermediarios, como B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA), el mevalonato y dos isoprenos activados: el pirofosfato de dimetilalilo y
pirofosfato de isopentenilo. Entre esta serie de reacciones se encuentra la
condensacion de unidades de isopreno para producir escualeno no ciclico, el cual se

cicla para formar un anillo esteroide y su cadena lateral, que después de varias
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reacciones, se convertira en colesterol. El colesterol y sus ésteres se transportan en
la sangre por lipoproteinas plasmaticas. Por tanto, las lipoproteinas de muy baja
densidad (LDL) acarrean colesterol y sus ésteres, ademas de triacilgliceroles desde
el higado a otros tejidos. El colesterol y sus ésteres, son capturadas por endocitosis
mediada por receptor, en la que la apoproteina B-100 de la LDL es reconocida por
receptores especificos, ubicados en la membrana plasmatica. Las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) sirven para remover el colesterol de la sangre, el cual es
transportado hacia el higado (Loza y Lemus, 1988).

La biosintesis de colesterol a partir de acetato, ocurre en cuatro etapas:

ETAPAS DE LA BIOINTESIS DE COLESTEROL A PARTIR DE ACETATO

1.- Tres unidades de acetato se condensan para formar un intermediario de seis
atomos de carbono, mediante las enzimas tiolasa, HMG-CoA sintasa y HMG-CoA
reductasa, para producirse 3R-mevalonato.

2.- El mevalonato se convierte en unidades activadas de isopreno a través de la
enzima mevalonatocinasa, fosfomevalonatocinasa, pirofosfomevalonatocinasa o
carboxilasa y pirofosfato isomerasa, que convierte en pirofosfato de isopentenilo al
pirofosfato de dimetilalilo por medio de una reaccién concertada de protonacién-
desprotonacion.

3.- Se polimerizan seis unidades de isopreno (cinco atomos de carbono) para formar
una estructura lineal de 30 atomos de carbono, que se denomina escualeno, a través

de las enzimas, preniltransferasa, y escualeno sintasa.
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4.- El escualeno se cicla para la formacion de cuatro anillos unidos (A, B, C y D), que
forman el ndcleo de los esteroides, y después de una serie de cambios (oxidaciones,
remocién o migracion de grupos metilo) se obtiene el producto final, que es el
colesterol.

Posteriormente en la ruta de biosintesis de los androgenos, iniciada a nivel
mitocondrial, a partir del colesterol a pregnenolona, que tiene como paso limitante la
hidroxilacion enzimatica en C-20, es selectivamente activado en el testiculo del
adulto por la hormona luteinizante (LH) de la adenohipofisis, mientras que durante la
vida embrionaria es activado por la hormona gonadotropina corionica (GCH) de
origen trofoblastico. Aunque diferentes desde el punto de vista quimico e
inmunoldgico, ambas hormonas glicoprotéicas tienen un modo idéntico de accion, el
cual es mediado por un receptor con gran afinidad para LH y/o GCH, localizado en la
membrana plasmatica de las células productoras de andrégenos (Loza y Lemus,
1988).

La biotransformacion de pregnenolona a Androstendiona y Testosterona en los
mamiferos, puede proceder a través de diferentes rutas o vias metabdlicas
dependiendo del 6rgano endocrino y/o de la especie. Estas vias se han designado
como “A >y “A * segun la localizacion del punto de insaturacién (doble enlace) de
los compuestos intermediarios (Loza y Lemus, 1988).

Por medio de una serie de estudios metabdlicos con esteroides isotdpicamente
marcados con tritio (*H) y/o carbono 14 (*C), se ha podido establecer que la
biosintesis de Testosterona, a partir de pregnenolona en las células de Leydig del

testiculo humano y del perro, opera fundamentalmente, aunque no en forma
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exclusiva, por la via de los A°. El primer paso en esta secuencia biosintética es la
17a-hidroxilacion de la pregnenolona que es inmediatamente seguida de la ruptura
de su cadena lateral, un hecho que es mediado por la acciéon de la 17,20 esteroide
liasa.

La accion secuencial de estas dos enzimas microsomales dependientes de NADPH y
oxigeno condiciona la formacion de Dehidroepiandrosterona (DHA), un compuesto
de 19 atomos de carbono (por la pérdida de la cadena lateral) que aun conserva el
doble enlace entre los carbonos 5y 6 (A) y el grupo hidroxilo en el carbono-3,
presentes en la molécula de pregnenolona.

La reduccién en C-17 de la cetona de la dehidroepiandrosterona por accion de la
17B- hidroxiesteroide deshidrogenasa, localizada en el citosol y dependiente de
NADP, da lugar a la formacion del A°- androstendiol. Esta reaccién enzimatica es
reversible y su direcciéon esta determinada por el pH. Tanto la DHA como el A°-
androstendiol a Testosterona, que es catalizada por el sistema enzimatico A°-3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa y 3-cetoesteroide A*A*-isomerasa, que se localiza
en la fraccion microsomal.

La primera secuencia metabolica a partir de pregnenolona es su
biotransformacién a progesterona por accién de la A°-3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa/isomerasa. Posteriormente, la 17a-hidroxilacion de progesterona y la
subsecuente ruptura de su cadena lateral, conducen a la formacion de
Androstendiona, un compuesto de 19 atomos de carbono, cuya molécula ya exhibe

actividad androgénica intrinseca. Finalmente, por accién de la 17B- hidroxiesteroide
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deshidrogenasa, la Androstendiona es bio-convertida a Testosterona (Loza y Lemus,

1988). Fig 5.
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Fig. 5. Biosintesis de hormonas esteroides, el acetato es precursor en la sintesis de novo, el colesterol es un
intermediario, sin embargo todas las hormonas esteroides son derivadas del colesterol. La via biosintética que
produce las hormonas sexuales en los tejidos gonadales incluyen la produccion de los andrdogenos,
Androstenediona y Dehidroepiandrosterona. Testiculos y ovarios contienen una enzima adicional, una 17f3-
hidroxiesteroide dehidrogenasa, que permite que los andrégenos se conviertan a Testosterona, ésta es secretada
al plasma y transportada a las células de Sertoli por una proteina ligadora de andrégenos (ABP). En las células
de Sertoli la unién doble A4 de la Testosterona es reducida, produciendo Dihidrotestosterona. La Testosterona y
la Dihidrotestosterona son transportadas en el plasma y llevadas a su tejido blanco a través de una globulina
especifica ligadora de esteroides gonadales (GBG). En varios tejidos blancos, la Testosterona puede ser
convertida a Dihidrotestosterona (DHT), y por tanto se considera una prohormona para la formacion de DHT y
estrogenos. Tomado y modificado de http://www.themedicalbiochemistrypage.org
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b) Mecanismo de accién

1)

2)

1)

Se conocen 2 mecanismos de accion de las hormonas esteroides:
El mecanismo genémico

El mecanismo no genémico

Mecanismo genémico

Los esteroides estan involucrados en varias respuestas celulares a través de
su accién genomica. De acuerdo a la teoria cldsica de accion, las hormonas
esteroides se unen a sus receptores especificos, que son factores de transcripcion
intracelulares que al unirse con su ligando modulan la expresion de genes blanco
regulados por esteroides ejerciendo un efecto positivo 0 negativo en estos genes
(Beato y cols., 1996; Beato y Klug 2000).

El esteroide libre se difunde pasivamente dentro de su célula blanco hasta
llegar al nucleo, en este sitio se une con su receptor especifico. La union del
esteroide con su receptor genera cambios conformacionales en este Ultimo,
permitiendo que el complejo hormona-receptor se una con alta afinidad a los
elementos de respuesta a hormona (ERH). Estos ERH reguladores son secuencias
palindrémicas de DNA de 15-20 pares de bases localizadas en el extremo 5 (o
incluso dentro del gen) de genes regulados por hormonas. Se han caracterizado
cuatro clases de ERH: 1) El elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE); 2) El
elemento de respuesta a androgenos (ERA); 3) El elemento de respuesta a
progesterona (ERP) y 4) El elemento de respuesta a mineralocorticoides (ERM),

todos tienen una secuencia consenso comun, por medio de la cual actian. La
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secuencia consenso del elemento de respuesta a estrogenos (ERE), es muy
parecida al elemento de respuesta a hormonas tiroideas (ERHT), solamente que esta
no tiene los nucleétidos separadores. La union del complejo hormona-receptor al
ERH activa la transcripcion de genes regulados por hormonas, generando la sintesis
del ARNm, que posteriormente se traducira en una proteina y esta ejercera su efecto
en su propia célula o fuera de ella (Fuller,1991).

Los receptores a hormonas esteroides actian como factores de la
transcripcion para regular la expresion génica por el reconocimiento palindromico de
ERE en el DNA después de la homo o heterodimerizacion del complejo ligando-
receptor. Subsecuentemente, la transcripcidbn es iniciada en conjuncién con el
complejo de la transcripcion basal, diferentes coactivadores, represores y
reguladores (Beato y Klug, 2000). La modulacién de la transcripcion depende de la
unién del complejo ligando-receptor y se le ha denominado “gendémico” y es sensible

a inhibidores de la transcripcién y la traduccion (Verrey, 1998), Fig 6.
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Fig. 6. Mecanismo general de accion de las hormonas esteroides. El receptor activado por la hormona esteroide
se une a un elemento de respuesta localizado en el extremo 5 de un gen regulador (también llamado gen
temprano). Esta region regula la transcripcion del gen regulador minutos después de que la hormona entra a la
célula. Dentro de la célula blanco pueden existir varios genes reguladores que responden a una hormona en
particular, y cuya proteina participa en una multitud de sucesos en varios sitios dentro de la célula. El tiempo
indicado representa el tiempo estimado para que ocurra el suceso después de la entrada de la hormona a la
célula. PT= proteina transportadora; R= receptor; S= esteroide; S-R= receptor activado; HRE= elementos de
respuesta a hormonas esteroides; HSP90= proteina de choque térmico. Tomado de Arteaga-Silva y cols., 2009.

Mecanismo no gendémico

En contraste al mecanismo de accion gendmico, los efectos no-genémicos
por esteroides son principalmente caracterizados por la insensibilidad a inhibidores
de la transcripcion y sintesis de proteinas representando la mas obvia evidencia

experimental por la cual su acciébn comienza rapidamente (en cuestion de segundos
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0 minutos). Estos rapidos efectos estan mediados a través de receptores con
propiedades farmacologicas distintas a la de los receptores intracelulares
(Falkenstein vy cols., 2000)

Distinto a los receptores esteroides intracelulares, los receptores de interaccion en la
membrana (tales como péptidos agonistas, catecolaminas o el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas) afectan la funcién celular por modulacién de los niveles
intracelulares de un segundo mensajero. En adicién a estos efectos directos de los
segundos mensajeros, los cambios inducidos por agonistas de mensajeros
intracelulares modulan la transcripcion por esteroides a través de un
entrecruzamiento de sefales intracelulares “cross- talk”. Por ello, la activacion de
células por péptidos agonistas puede modular la transcripcién nuclear inducida por
esteroides a través de la activacion de segundos mensajeros con una capacidad
intrinseca para regular la transcripcion nuclear (Nordeen y cols., 1994).

Ademas, el “cross-talk” intracelular puede ocurrir a la par en ausencia del esteroide,
por ejemplo, se ha demostrado que el factor de crecimiento epidermal activa al
receptor de estrégenos alfa (REa) por sefializacion a través de la via metabdlica de
la MAP cinasa (MAPK), sugiriendo que la MAPK directamente fosforila al REa
(Bunone y cols., 1996).

Los efectos no-genomicos de los esteroides sobre la funcion celular involucra
convencionalmente cascadas de segundos mensajeros, algunas de estas incluyen a
la fosfolipasa C (PCL) (Civitelli y cols., 1990), al pH intracelular (Jenis y cols., 1993;
Wehling y cols., 1996), al calcio libre intacelular ([Ca*?]) (De Boland y Norman, 1990;

Wehling y cols., 1990) y a la proteina cinasa C (PKC) (Sylvia y cols., 1993). La
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respuesta no-genomica especifica parece depender del tipo de esteroide, tipo
celular, tejido o especie utilizado. Sin embargo, las cascadas de sefalizacion
comparten grandes homologias con [Ca*?]i, PKC, PLC, cAMP, pH, MAP cinasa y
otros tradicionales segundos mensajeros actuando por vias distintas, pero con similar

resultado (Falkenstein y cols., 2000) Fig. 7.
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Fig. 7. Diagrama del efecto no-genémico. En el diagrama se aprecian algunas vias metabdlicas que estarian
involucradas en esta accion. Ademas de representarse la existencia de un receptor a esteroides membranal.
Tomado de Arteaga-Silva y cols., 2009.
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VI. METABOLISMO EXTRAGLANDULAR DE ANDROGENOS

La Testosterona es un precursor 6 prohormona para la formacion de dos
tipos de metabolitos activos, los cuales median muchas acciones androgénicas.

Por otra parte, la Testosterona puede experimentar una 5a—reduccion de esteroides
dando lugar a la Dihidrotestosterona (DHT) la cual en gran parte, es responsable del
desarrollo sexual del macho y la virilizacion.

La Dihidrotestosterona puede metabolizarse a 17a-cetoesteroides y derivados
polares excretados en la orina. De manera alternativa, los andrégenos circulantes
contienen una A*, 3-ceto configuracién que puede ser convertida a estrégenos en los
tejidos extraglandulares de ambos sexos.

Los Estrogenos también pueden influenciar procesos fisioldgicos y otros efectos que
son independientes de los andrégenos, por tanto, la accion fisiolégica de la
Testosterona es el resultado de los efectos combinados de Testosterona y de sus
metabolitos: la Dihidrotestosterona y Estrégenos, particularmente Estradiol (E>).

La Dihidrotestosterona, se forma principalmente en tejidos blanco para
androgenos, pues en ellos se encuentra la enzima 5 alfa reductasa, la cual, convierte
la Testosterona en Dihidrotestosterona. En cuanto al metabolismo de Testosterona a
Estradiol, se sabe que la aromatizacién toma lugar en muchos tejidos, el mas
importante de los cuales es probablemente el tejido adiposo, sin embargo, también
existe una aromatizacion importante en el sistema nervioso central (Loza y Lemus,
1988).

El rango total de aromatizacién extraglandular se incrementa con la edad y talla

corporal. Los metabolitos de Testosterona son excretados en la orina (90%),

35



aproximadamente la mitad del porcentaje se excreta como 17-cetoesteroides y la
otra mitad como una serie de componentes polares, que incluyen metabolitos
hidroxilados y conjugados. Estos metabolitos excretados se piensa que son inactivos

(Loza y Lemus, 1988).

VIl. EFECTOS CENTRALES DE LAS HORMONAS GONADALES: ACCION QUE
EJERCEN SOBRE LA CONDUCTA SEXUAL MASCULINA EN EL HAMSTER

La expresion de la CSM del hamster es estimulada por la accion de las
hormonas esteroides gonadales sobre el sistema nervioso central (SNC) (Wood,
1996). De tal forma que en el hamster, es necesaria la influencia de los andrégenos
solos o en combinacibn con estrogenos para mantener la CSM. Asi, se ha
demostrado que la Testosterona es capaz de restituir la CSM en los machos
castrados (Christensen y cols., 1973; Whalen y Luttge, 1971), mientras que los
resultados de la administracion de Dihidrotestosterona, son contradictorios. Algunos
estudios en el hdmster, muestran que la administracién de Dihidrotestosterona facilita
la CSM tan efectivamente como la Testosterona en hamsters adultos (Whalen y
DeBold, 1974) pero no en hamsters juveniles (Romeo y cols., 2001). Contrariamente,
en otros estudios se ha demostrado que la administracion ya sea periférica o
intrahipotalamica de Dihidrotestosterona es incapaz de revertir los efectos de la
castraciéon (Christensen y cols., 1973). Referente a la administracion periférica,
intrahipotalamica de E, en estructuras del sistema nervioso central como el area
predptica y en la amigdala media, se observa que facilita conductas de monta en el

hamster castrado, sin restablecer el resto de los parametros de la conducta sexual
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(Lisk y Bezier, 1980; Lisk y Greenwald, 1983; Wood, 1996; Arteaga Silva y cols.,

2005).

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo, hemos demostrado que en el hamster,
la Androstendiona se encuentra en cantidades importantes en plasma (4.08 = 0.24)
y que es un androgeno capaz de restituir la expresion de la CSM, incluyendo las
intromisiones largas, de manera aun mas eficiente que la propia Testosterona o sus
metabolitos en el hamster castrado (Arteaga-Silva y cols., 2008).
VIIl. EXCRECION DE ESTEROIDES Y SUS METABOLITOS

Una vez que han llegado a las células “blanco” y afectado la fisiologia y el
comportamiento de un organismo, los esteroides pierden su capacidad de accién
notablemente (Gower 1979, Aranyi 1983; McNabb 2004; Landsman y Waxman
2005). Sin embargo el organo principal de desactivacion y catabolismo de los
esteroides (al igual que otras hormonas) es el higado (Siiteri, 1981). Los esteroides
parentales o metabolizados (hidroxilados, reducidos, sulfatados o glucorénidos),
libres y/o unidos a proteinas acarreadoras, pasan entonces al intestino emulsificados
en los acidos biliares, lo cual permite que sean eliminados en la materia fecal
(Norman y Litwack, 1987; Cockrem y Rounce, 1994). En el caso particular de los
androgenos, la degradacion catabdlica de los androgenos requiere cambios
estructurales en su molécula, que induzcan una pérdida o disminucién de su potencia
bioldgica y ademas, que los conviertan en compuestos hidrosolubles para facilitar su
excrecién, asi las reacciones son mediadas por enzimas hepaticas, incluyendo la

reducciéon en el anillo A (3a, 3B, 5a y 5B). Los estudios de correlacion entre la
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estructura molecular y la actividad biolégica de los andrégenos han demostrado que
la presencia del hidroxilo en el carbono 17 (con orientacién B) es fundamental para la
expresion de sus efectos fisiolégicos. Por tanto la oxidacion de este alcohol
disminuye muy importantemente la actividad androgénica de la Testosterona.
Ademas, la reduccién del anillo A, particularmente en la posicion 5B, elimina
virtualmente la actividad androgénica.

Por otro lado, otras porciones de esteroides son eliminadas en la orina después de
ser filtradas en los rifiones (Sturkie, 1968). Las hormonas esteroides se eliminan
como tales o como metabolitos y su tasa de excrecion y metabolismo varia de
acuerdo con la fisiologia de cada especie (Adlercreutz y Martin, 1980). Son justo
estas rutas fisiologicas, las que permiten determinar el funcionamiento gonadico y
adrenal de un organismo por métodos no invasivos.

Obteniendo excretas de los organismos de interés y evaluando en ellas las
concentraciones de esteroides parentales o metabolitos, es posible conocer el estado
de un organismo sin necesidad de capturarlo para tomar de él una muestra de
sangre (Heistermann y cols, 1995; Von der Ohe y Servheen, 2002). De hecho, en la
actualidad, existen suficientes datos de numerosas especies, en apoyo a la
posibilidad de generalizar los perfiles hormonales obtenidos de la evaluacion en los
esteroides fecales y de esta manera reflejar la actividad gonadica y adrenal
dandonos informacion del estado endocrino de un individuo (Lasley y Kirkpatrick,

1991).
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IX. VENTAJAS DE LA DETERMINACION DE HORMONAS ESTEROIDES EN
HECES FECALES
La obtencion de heces fecales ha sido utilizada para el estudio de tamafios

poblacionales, espacios y usos de habitats de especies que ocupan una
determinada region (Davis y Winstead, 1980; Ezcurra y Gallina, 1981; Mandujano y
Gallina, 1995; Lancia y cols., 1996; Litvaitis y cols., 1996; Sanchez-Rojas y Gallina,
2000; Pérez-Mejia y cols., 2004, Ortiz-Martinez y cols., 2005). También han sido
Gtiles para conocer la distribucion y estructura de comunidades de mamiferos (Ray y
Sunquist, 2001), analisis de hébitos alimenticios y de la calidad de la dieta que se
ingiere (Korschgen, 1980; Cooperrider, 1986; Mills, 1996; Buenrostro y cols., 2004).
Todos estos estudios han sido ampliamente aceptados y es por estas razones que
las excretas producidas por las especies de interés son un recurso que permite
incrementar y profundizar el conocimiento en diferentes especies (Bookhout 1996).
Un uso mas de las excretas, que durante mucho tiempo estuvo limitado a las
rutinas de manejo en parques zooldgicos, principalmente de origen estadounidense y
europeos (Loskutoff y cols., 1983; Lasley, 1985), es la determinacion del estado
reproductivo de un individuo, realizado mediante la medicion de hormonas sexuales
en las heces fecales (Lasley y Kirkpatrick, 1991; Heistermann y cols., 1995; Peter y
cols., 1996) ademas de que también se puede valorar el estrés fisiolégico que
podrian experimentar estas especies debido al manejo y practicas de mantenimiento
y analizar su repercusion en el estado reproductivo de estas especies (Carlstead y
cols., 1993; Wielebnowski y cols., 2000). Hoy en dia, estas metodologias han sido

ampliamente utilizadas e implementadas en la Biologia reproductiva de los
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programas de reproduccion en cautiverio en los zoolégicos y en Laboratorios que
estudian la fauna silvestre. Estas herramientas, también son Gtiles para determinar el
acomodo de los animales dentro de los albergues y los intercambios con otras
instituciones que dependen, en gran medida, de la capacidad reproductiva de los
animales con que se cuentan. También son importantes para la determinacién de la
madurez sexual y de la fertilidad, ambos aspectos son necesarios en la planeacion
del establecimiento de parejas reproductoras y en la separacion de individuos que ya
no son activos (si es necesario) o bien, para la reduccion en la reproduccion cuando
hace falta espacio (Asa, 1996; Ballou y Foose, 1996; Graham, 1996; Hodges, 1996;
Wildt, 1996).

Por otro lado, también se ha observado que las caracteristicas de los
encierros, la dieta, o la composicion y tamafio de los grupos, pueden provocar la
ausencia de la funciéon reproductiva debido al estrés severo causado por la limitante
de espacio y la cercania de las personas, la falta de algun nutriente, o la presencia
de nutrientes coespecificos que alteren el estado reproductivo de estos animales
(Ziegler y cols., 1995; Carlstead, 1996; Robinson, 1996; Seidensticker y Doherty,
1996). Ademas, las practicas propias del manejo de animales en cautiverio, como la
contencion, el transporte, la anestesia y las cirugias, también provocan estrés
(Broom, 1988; Nogueira y Silva, 1997; Dobson y Smith, 2000). Debido a que la
funcion reproductiva y las reacciones de estrés se asocian con cambios hormonales,
el analisis de muestras de heces fecales de hormonas sexuales y de hormonas
propias del estrés como el cortisol o la cortisona son un método efectivo para lograr

un seguimiento del estado reproductivo y del grado de estrés de los animales en
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estudio (Lasley y Kirkpatrick, 1991; Harper y Austad, 2000). Sin embargo, el beneficio
mayor de emplear excretas en estudios de la fisiologia reproductiva de los animales
son los seguimientos de perfiles hormonales por periodos largos sin necesidad de
manipular —estresar— a los animales, lo cual es muy conveniente cuando los eventos
gue desean estudiarse son poco frecuentes o bien se realizan en el habitat de los
animales, sin la necesidad de capturarlos (Lasley y Kirkpatrick, 1991; Harper y
Austad, 2000; Millspaugh y cols., 2001, 2002; Mostl y Palme, 2002; Touma y cols.,
2003; Wasser y cols., 2000). Otra de las ventajas, tiene que ver con el hecho de que
la concentracién de metabolitos es, en general, de 2 a 4 érdenes de magnitud mayor
gue la de los esteroides parentales obtenidos en sangre. Por lo tanto, permiten el uso
de kits o estuches comerciales para efectuar mediciones manuales o automatizadas
(Lasley y Kirkpatrick, 1991).

Ademas, la secrecién de hormonas por parte de las glandulas es generalmente de
naturaleza pulsatil con lo cudl, a lo largo del dia, muestras de sangre reportaran
variacion en la concentracion. Sin embargo, las cantidades que se eliminan en las
excretas corresponden a la produccion acumulada a través del tiempo con lo cual se
elimina esta variacion circadica (Harper y Austad, 2000; Goyman, 2005). Es por
todas estas razones que los estudios de hormonas sexuales en heces fecales han

tomando una gran importancia.
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X. CARACTERISTICAS DEL INMUNO ENSAYO ENZIMATICO (EIA) PARA LA
MEDICION DE LAS HORMONAS ESTEROIDES

La técnica de EIA es una prueba que usa complejos de anticuerpo y antigeno,
utilizada para medir hormonas y sus metabolitos en heces y orina de muchas
especies de mamiferos como medio para generar un resultado perceptible sin la
necesidad de utilizar métodos invasivos en la obtencion de las muestras.

Los Inmunoensayos enzimaticos se diferencian de otros tipos de pruebas de
laboratorio, como las pruebas colorimétricas, en donde se requiere el uso de una
enzima que hace que cambie el color de una solucion, o una sustancia que produzca
luz, ya que usan complejos anticuerpo: antigeno para generar una sefial que pueda
medirse. Este procedimiento consiste en la competencia entre un antigeno sin
marcar y otro marcado con enzimas por un numero fijo de lugares de uniéon a
anticuerpos. La cantidad de antigeno marcado con enzima que se une al anticuerpo
es inversamente proporcional a la concentracion del analito no marcado presente. El
material que no se haya unido se elimina mediante decantacion y lavado de los

pocillos, (Shideler y cols., 1993), (Goymann Yy cols., 1999), (Ziegler y cols., 2005).

Control de calidad de EIA

El control de calidad es el conjunto de procedimientos que nos permite evaluar
la calidad de cualquier analisis cuantitativo; especificamente en el EIA se estima la
precision, la reproducibilidad y la desviacion de éste. Ademas, nos permite identificar

y eliminar los errores que se producen en todo el analisis.
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b)

El resultado de la medicidon sera confiable si el método cumple con las siguientes
caracteristicas (Garza y cols, 1996).

Criterios de confiabilidad

Precision: es la dispersion de una misma muestra alrededor de su promedio.
Se refiere a la repeticion del valor medido o a la consistencia de los resultados. Esta
es una medida del error del azar definido como la variacién entre la replica de
medicion de las muestras definidas y esta determina la calidad del ensayo.

La exactitud: es el grado de coherencia entre el valor obtenido a través del
analisis y la concentracion verdadera de la muestra. La exactitud en una medicidn
gue va a depender de una maxima precision y de la no desviacion de ésta.

Reproducibilidad: es la consistencia en los resultados a lo largo del tiempo
(se evalla principalmente con la medicion de muestras de control de calidad en cada
analisis que se procese “Intra-ensayo”).

Especificidad: es la capacidad de un anticuerpo para unirse exclusivamente
a un analito o antigeno, o bien, la capacidad del anticuerpo para discriminar entre los
antigenos.

Sensibilidad: es la minima dosis detectable o capacidad para detectar la
minima cantidad de antigeno. Esta es la baja concentracién del antigeno que puede
ser estadisticamente distinguido desde una muestra. Estadisticamente diferente de
cero (DSL-10-3800 ACTIVE Testosterona y Androstendiona EIA, Garza y cols.,

1996).
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XI. JUSTIFICACION

En diferentes especies de mamiferos estudiadas, se ha descrito que la castracion
provoca una reduccion de la conducta de apareamiento, disminuyendo tanto la
motivacion como la ejecucion sexual y que son las hormonas gonadales,
principalmente Testosterona, quien revierte los efectos de la castracion. Sin
embargo, a pesar de la vasta informacién que existe de las hormonas gonadales
sobre la regulacion de la conducta reproductiva, particularmente en roedores, y que
multiples estudios han sido dirigidos a evaluar la Testosterona en plasma vy
correlacionarlo con los diferentes procesos reproductivos. No existen estudios
dirigidos a establecer la relaciébn entre las hormonas sexuales (Testosterona y
Androstendiona) excretadas en heces fecales y las que se encuentran en el plasma.
De tal manera, que es importante analizar esta relacién, pues la administracién de
tratamientos exdgenos de hormonas en modelos in vivo, particularmente en
roedores, para el estudio del comportamiento sexual utiliza concentraciones muy
altas (del orden de mg) que sobre pasan por mucho las concentraciones plasmaticas
(expresadas en ng). Ademas, esta relacion cobra importancia, pues en especies en
peligro de extincion o en cautiverio, se requieren de evaluaciones hormonales no
invasivas para el estudio de la capacidad reproductiva en estas especies. Hoy en dia,
esto ha sido posible gracias a la utilizacibn de técnicas como el inmunoensayo
enzimatico, el cual ha sido utilizado con gran éxito y con la posibilidad de dar
seguimientos a largo plazo sin la necesidad de sacrificar a las especies en estudio.
Por otro lado, son pocos los estudios que han considerado la posibilidad de

gue otros andrégenos como la Androstendiona puedan ser responsables de regular
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el comportamiento reproductivo en diferentes especies de mamiferos, pues la
mayoria de los estudios reportan que es la Testosterona quien regula el
comportamiento reproductivo en mamiferos. De tal forma, que nuestro interés en
este estudio, es determinar la cantidad de Testosterona y Androstendiona en heces
fecales y en plasma de hamsters bajo diferentes condiciones experimentales: sujetos
intactos, sujetos castrados y sujetos castrados y con reemplazo hormonal de
Testosterona y Androstendiona. Tratando de encontrar una relacion entre la dosis de
hormona que se administra, la cantidad de hormona en plasma y lo que se depura de
estas hormonas en las heces fecales. Ademas de relacionar los efectos que estas
hormonas ejercen a nivel central, reflejado por la ejecucién de la conducta sexual. De
tal forma que esta informacion permitira contribuir con el conocimiento en la Biologia
reproductiva y establecer semejanzas o diferencias en la regulacién hormonal con
otros mamiferos, abriendo la posibilidad de que otros andrégenos participen en esta

regulacion.

XII. OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion entre la Testosterona y Androstendiona excretadas en heces
fecales y las concentraciones plasmaticas. Asi como el efecto de estas hormonas
sobre la conducta sexual masculina en el hamster y contribuir al estudio de la

conducta reproductiva en mamiferos.
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Xll. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar la cantidad de hormonas excretadas de: Testosterona Yy
Androstendiona en hamsters macho intactos, castrados y castrados bajo el

tratamiento con Testosterona y Androstendiona a diferentes dosis.

2. Cuantificar la cantidad de hormonas: Testosterona y Androstendiona, en plasma
de hamsters macho intactos, castrados y castrados bajo el tratamiento hormonal con

Testosterona y Androstendiona a diferentes dosis.

3. A partir de la concentracion de Testosterona y Androstendiona cuantificadas en las
heces fecales, encontrar un modelo matematico que revele la concentracion de

Testosterona y Androstendiona en plasma a diferentes dosis.

4. Comparar el curso temporal de la conducta sexual masculina en hamster

castrados y tratados con Testosterona y Androstendiona a diferentes dosis

XIV. HIPOTESIS

A partir de las concentraciones de Testosterona y Androstendiona
encontradas en heces fecales, bajo los diferentes tratamientos hormonales, sera
posible estimar las concentraciones plasmaticas de éstas mismas hormonas, asi

como correlacionar estas concentraciones con la ejecucion copulatoria del hamster.
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XV. DISENO EXPERIMENTAL
Se utilizé un grupo de hamsters (Mesocricetus auratus) de 8 semanas de edad

proporcionados por el Bioterio de la UAM-Iztapalapa, estos animales fueron
mantenidos en jaulas con alimento chow Purina y agua ad libitum, bajo un ciclo de
iluminacion invertido controlado 14 hrs luz: 10 hrs oscuridad, con temperatura de 23
+ 2° C. Después de dos semanas de adaptacion a estas condiciones, los animales
fueron sometidos a tres pruebas de conducta sexual de seleccién. Los animales
utilizados en este estudio fueron manejados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana

NOM-062-Z00-1999.

Seleccién de Sujetos

Se realizaron tres pruebas de seleccidén, a intervalos de una semana y
anicamente fueron incluidos en el estudio aquellos animales que realizaron tres
series copulatorias sucesivas en un tiempo no mayor a 15 minutos. Las pruebas se
realizaron durante el periodo oscuro bajo iluminacion roja tenue. Cada animal fue
colocado en una caja de observacion (Plexiglas de 1/8 de pulgada, 50 cm x 42 cm de
base y 42 cm de altura) y después de cinco minutos de adaptacion al area se
introdujo una hembra receptiva. Las hembras utilizadas fueron tratadas por via
subcutanea con 3 ug de Benzoato de Estradiol (Sigma, Chemical Co. St. Loise. MO,
EEUU, en 50 pl de aceite maiz) tres veces por semana y 500 ug de Progesterona
(Sigma, Chemical Co. St. Loise. MO, EEUU, en 50 ul de aceite maiz). Las pruebas

se dieron por terminadas al cumplirse alguno de los siguientes criterios: a) Si a los 15
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b)

minutos si los sujetos no presentaban la conducta de eyaculacion, b) Al presentarse

tres series copulatorias sucesivas en 15 minutos.

Distribucion de los sujetos seleccionados

Una vez que los 36 hamsters fueron seleccionados, se distribuyeron en
hamsters intactos (n=36), en donde no hubo remocién de las génadas; hamsters
castrados en donde hubo remocion de las gonadas (n=36). Un mes después de la
castracion, los hamsters fueron asignados aleatoriamente a la administracion del
tratamiento de restitucion hormonal con Testosterona o Androstendiona en dosis de
500ug/dia (n= 9) o 1000ug/dia (n=9), durante tres semanas. La distribucién de los

sujetos siguio el disefio de grupos (Tabla 1).

Tabla 1. DISENO EXPERIMENTAL DE LOS 6 DIFERENTES GRUPOS

INTACTOS CASTRADOS  A500 ug/dia  A1000 pg/dia  T500 pg/dia  T1000 pg/dia
s1 s1 S1 S10 519 528
$36 $36 S9 518 $27 $36

Tabla 1. Se muestran la distribucién de los sujetos sexualmente activos (grupos correlacionados): hamsters
intactos, que posteriormente fueron castrados y después de un mes postcastracion, los sujetos fueron asignados
aleatoriamente a los tratamientos hormonales. (A= Androstendiona; T= Testosterona, con dosis de 500 6 1000

pg/dia).
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Una vez que los sujetos fueron distribuidos aleatoriamente, se realizé: i) Muestreo y
Extraccion de Heces Fecales, ii) Registros de conducta sexual y iii) Colecta de las

muestras de sangre para la obtencion de plasmas, para cada una de las etapas.

Determinacion de hormonas sexuales en heces fecales por Inmunoensayo
Enzimatico.
i) Muestreo de Heces Fecales

Se realiz6 el muestreo de las heces fecales de los hamsters durante cada una
de las etapas: hamsters intactos, hamsters castrados y hamsters castrados y
tratados con Testosterona o Androstendiona en dosis de 500 y 1000ug, el muestreo
fue a las 9:00 horas del dia en el que se obtuvieron la mayor cantidad de heces
fecales, durante tres dias consecutivos, las muestras fueron pesadas vy
empaquetadas en plastico, posteriormente se congelaron a una temperatura de -
70°C.

ii) Extraccion de los esteroides en heces

Las muestras fueron expuestas a temperatura ambiente, cuidando de que
estas no estuvieran congeladas, para posteriormente ser maceradas en un mortero y
realizar la extraccion de los esteroides. Se utilizdo 0.6 g de las muestras, éstas se
maceran, cada una por separado y son depositadas en un frasco de plastico de
aproximadamente 20ml, agregandoseles a cada una 5ml de Buffer de fosfatos y 5ml
de metanol; posteriormente se agitaron en un vortex hasta que la muestra se observo
totalmente dispersa. Una vez terminado este paso se decanto el liquido y se coloco
en tubos de polipropileno de 12 x 75 (Criogen). Estos fueron colocados en un

agitador con movimientos horizontales y laterales (agitador shaiker) durante
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aproximadamente 16 hrs. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 4000 rpm
por espacio de 50 min, se obtuvo el sobrenadante con una pipeta Pasteur de
plastico, para cada una de las muestras, estos sobrenadantes fueron guardados en

criotubos (Cimalgen) a una temperatura de -70°C, hasta el dia del ensayo de EIA.

iii) Cuantificacion de Testosterona y Androstendiona por EIA
TESTOSTERONA
Las hormonas fueron leidas utilizando el kit de EIA DSL-10-3800 ACTIVE

Testosterone EIA. Se realizaron diluciones 1:20 (180ul del Buffer de fosfatos, 20pl de

las muestras de Testosterona).

Procedimiento del ensayo

Los estandares, controles y muestras problema fueron sometidas a ensayo
por duplicado, posteriormente se marcaron las tiras de microtitulacion que se
utilizaron. Se pipetearon 50ul de cada estandar, control y muestra problema en los
pocillos correspondientes, después se prepar6 la solucién de conjugado de enzima
diluyendo el concentrado de conjugado de enzima en el diluyente del conjugado, se
afiadieron 100pul de solucion de conjugado de enzima a cada pocillo. A estos pocillos,
se afadieron 100ul de antisuero frente a Testosterona, se incubaron agitando a alta
velocidad (500-700rpm) en un agitador orbital de microplacas, durante una hora a
temperatura ambiente (~25°C). Posteriormente se lavaron los pocillos cinco veces
con la solucion de lavado, se secaron invirtiendo la placa sobre material absorbente.

Se afiadieron 100ul de solucién de cromégeno TMB a cada pocillo, agitando a alta
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velocidad (500-700 rpm) en un agitador orbital de microplacas, durante 30 minutos a
temperatura ambiente (~25°C). Se afadieron 100ul de solucion de parada a cada
pocillo empleando un dispensador semiautomatico, agitando suavemente de forma
manual. Finalmente se leyd la absorbancia de la solucién en los pocillos al cabo de

30 min, utilizando un lector de microplacas programado entre 450 y 630nm.

ANDROSTENDIONA
Las hormonas fueron leidas utilizando el kit de EIA DSL-10-3800 ACTIVE

Androstenedione EIA. Se realizaron diluciones 1:10 (190ul de Buffer de fosfatos,
10pl de las muestras de androstendiona).

Procedimiento del ensayo

Todos los reactivos y muestras se mantuvieron a temperatura ambiente
(~25°C), los estandares, controles y muestras problema se trabajaron por duplicado.
Posteriormente se marcaron las tiras de microtitulacion que se utilizaron. Se
pipetearon 25ul de cada estandar, control y muestra problema en los pocillos
correspondientes. Después se afiadié 100yl de conjugado-RTU a cada pocillo
empleando una pipeta de precisién. Inmediatamente después, se afiadiéo 100ul de
antisuero frente a Androstendiona a cada pocillo empleando una pipeta de precision.
Los pocillos fueron incubados a temperatura ambiente (~25°C) en un agitador
programado a 500-700 rpm durante una hora, después se aspiraron y se lavaron
cinco veces con la solucién de lavado diluida, se secaron invirtiendo la placa sobre
material absorbente. Se afiadié 100ul de solucién de cromdgeno TMB a cada pocillo

empleando un dispensador semiautomatico y después se incubaron a temperatura
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d)

1)

2)

3)

4)

5)

ambiente (~25°C) en un agitador programado a 500-700 rpm durante 10-15minutos.
Se afadieron 100ul de solucion de parada a cada pocillo empleando una pipeta de
precision se agitaron suavemente de forma manual. Finalmente se leyo la
absorbancia de la solucién en los pocillos al cabo de 30 minutos, utilizando un lector

de microplacas programado entre 450 y 630nm.

Registros de conducta sexual masculina

Estos registros se realizaron bajo las mismas condiciones que las pruebas de
seleccidon de los sujetos sexualmente activos. Sin embargo la duraciéon del registro

fue de 30 min. En cada uno de los registros, se analizaron los siguientes parametros.

Latencia de monta. (LM). Tiempo que transcurre desde la entrada de la hembra a la
jaula de observacion hasta que se presenta la primera monta.

Latencia de intromisién (LI). Tiempo que transcurre desde la entrada de la hembra
a la jaula de observacién hasta que se presenta la primera intromision.

Latencia de eyaculacién (LE). Tiempo que transcurre desde la primera intromision
de la serie eyaculatoria hasta que se presenta la eyaculacién, que da por terminada
la serie.

Numero de montas (NM). NUmero de eventos que se presentan durante una serie
copulatoria.

Numero de intromisiones (NI). Niomero de eventos que se presentan durante una

serie copulatoria.
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6)

7)

8)

Frecuencia de eyaculacion (FE). Numero de eyaculaciones que se presentan
durante un periodo determinado.

Intervalo de intromision (Ill) Intervalo que separa las intromisiones de una serie
copulatoria.

Intervalo posteyaculatorio (IPE). Tiempo que transcurre entre una eyaculacion vy el
inicio de una nueva serie copulatoria, determinado por la siguiente intromisién de la
segunda serie copulatoria.

i) Gonadectomia

Los machos seleccionados como sujetos sexualmente activos (n=36) fueron
sometidos a gonadectomia bilateral, bajo anestesia con 0.3ml de Ketamina y Xilacina
(1:1) via intraperitoneal. Los sujetos una vez anestesiados fueron colocados en una
charola de diseccion en posicién ventral, sujetandose de ambas extremidades.
Posteriormente, a cada uno de los sujetos sexualmente activos se les realiz6 una
incision en un plano vertical, a nivel escrotal. Realizandose la separacion de la piel
escrotal y del musculo de la bolsa escrotal, inmediatamente después se realiz6 una
pequefia incision en el musculo, oprimiéndose ligeramente con el dedo indice y
pulgar para la obtencion del testiculo. Una vez fuera el testiculo de la bolsa escrotal,
este fue sujetado fuertemente con hilo seda, posteriormente se realiz6 la extirpacion
del testiculo y se presion6 nuevamente para sujetar y extirpar el siguiente testiculo.
Al término de la extirpacion de ambos testiculos, se cerr6 la bolsa escrotal y
finalmente la piel escrotal con hilo seda. Los sujetos gonadectomizados fueron
registrados semanalmente a partir de la cirugia hasta la perdida de la CSM (4

semanas).
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i) Administracion del tratamiento hormonal

Una vez cumplido un mes postcastracion, se administré al grupo
experimental por via subcutanea, los siguientes androgenos: Testosterona (17f3-
Hidroxi-4-androsteno-3-ona, Sigma Chemical Co., San Luis, MO, USA., 1000 y
500ug por dia en 50ul de aceite de maiz). Androstendiona (A, 4-Androstene-3,17-
diona, Sigma Chemical Co., San Luis, MO, USA., 1000 y 500ug por dia en 50ul de
aceite de maiz), hasta completar 21 dias de tratamiento hormonal.

Las hormonas se disolvieron inicialmente en 5ml de Metanol (Merck, México), se
agrego el volumen de aceite de maiz necesario de acuerdo a la concentracion
requerida y se evaporo el Metanol a bafio maria. Al grupo intacto y al grupo castrado

se le administré diariamente por via subcutanea, 50ul de aceite de maiz.

iii) Evaluacién de los registros de Conducta sexual
En estas pruebas se analizd el curso temporal de sus respuestas

copulatorias realizadas por los diferentes grupos experimentales, se evaluaron los
siguientes parametros: 1) latencia de monta; 2) nimero de montas en cada serie
copulatoria; 3) latencia de intromisién en cada serie copulatoria; 4) namero de
respuestas de intromision; 5) latencia de eyaculacién en cada serie copulatoria; 7)
frecuencia de eyaculacién; 8) latencia de intromision larga; 9) nimero de respuestas
de intromisién larga; 10) intervalo interintromisiéon (lll) en cada serie copulatoria; 11)
intervalo posteyaculatorio (IPE) en cada serie copulatoria; 12) tasa de aciertos (TA)

en cada serie copulatoria.
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iv) Cuantificacion de hormonas gonadales en plasma

Inmediatamente después de la prueba de conducta sexual los animales
fueron sacrificados por decapitacion para la obtencion de sangre y separacion del
plasma. En cada una de las muestras de plasma se cuantificaron las
concentraciones de Testosterona y Androstendiona. Las hormonas esteroides se
extrajeron del plasma y se cuantificaron por HPLC, utilizando una modificacion del
método reportado por Wordward y Emery (1987). Un ml de plasma se mezclé con
100ul de una solucién de 19-nortestosterona (5ug/ml en metanol) como estandar
interno. Los esteroides se extrajeron en 5ml de una mezcla de éter dietilico-
diclorometano (60:40, v/v) en vértex, la mezcla se centrifugd por 5 min.

El sobrenadante se mezclé con 1ml de agua grado HPLC. Después de centrifugarse,
el sobrenadante (3ml) se evapor6 a sequedad bajo nitrégeno a temperatura
ambiente. El residuo se disolvié con 100 ul de una mezcla de metanol-agua (60:40
v/v). La columna y la precolumna (Waters, Corp., Milford, Massachusetts) se
equilibraron utilizando una mezcla de agua-acetonitrilo (65:35 v/v) a un flujo de
0.4ml/min. Las separaciones se realizaron a una temperatura de 40° C.

Se utilizé un controlador de sistema (Waters, mod. 600-MS) para bombear la fase
movil y los esteroides se detectaron con un detector UV (Waters, mod. 486) a una
longitud de onda de 250nm. Los resultados se analizaron con una estacién de
manejo de datos (Maxima 820, Waters). El coeficiente de variacion intra-ensayo e
inter-ensayo para los esteroides evaluados con esta metodologia fue de 2.93% y

7.12%, respectivamente.
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XVI. ANALISIS ESTADISTICO

Para las concentraciones en heces y en plasma se utilizd la prueba
paramétrica ANOVA de una via y una prueba post hoc de Tukey, para saber si
existian diferencias significativas entre grupos. Para conocer la relacion de las
concentraciones de Testosterona y Androstendiona obtenidas por EIA en heces
fecales, con las obtenidas en plasma, se determind inicialmente el factor algebraico
qgue puede contribuir a estimar o predecir la concentracion de hormona promedio
obtenida en plasma a partir del promedio de la concentracion de Testosterona y
Androstendiona excretada en las heces fecales. Posteriormente a los promedios de
concentracion de hormonas de cada tratamiento (n=3), considerando la
concentracion en heces como variable independiente y la concentracion en plasma
como variable dependiente, se les aplicé una Regresion Lineal (con ambas series de
datos transformadas a logaritmo; modelo potencial) para conocer la relacion que
existe entre la concentraciéon de hormonas en plasmay en las heces fecales.

Para los parametros de conducta sexual, se calcularon la media y la
desviacién estandar (x £ s) en cada grupo experimental, posteriormente se realizd
una ANOVA de una via para cada parametro analizado seguido por una prueba post-

hoc de Tukey. El valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

XVIl. RESULTADOS
Cuantificacion de Androstendiona y Testosterona por EIA en hamsters

Para determinar la relacion entre la concentracion de Testosterona y Androstendiona
excretadas en heces fecales y las concentraciones plasmaticas de estas hormonas,

se trabajaron los datos obtenidos por EIA y HPLC, en los hamsters bajo diferentes
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condiciones experimentales, los sujetos pasaron por la condicion de sujetos intactos,
estos mismos sujetos se castraron y después de un mes de la castracion se
asignaron aleatoriamente al tratamiento hormonal de Testosterona o Androstendiona

en dosis de 500 6 1000ug/dia, durante 21 dias. (Tabla 2)

TABLA 2. CONCENTRACION DE T Y A EN PLASMA Y HECES FECALES.

CONDICION HECES FECALES PLASMA
EXPERIMENTAL (x £5) (x £5)

INTACTO 9.74+0.82 2.92+0.97
CASTRADO 0.07+0.008 0.03+0.005
T500 pg/g 4227.03+1286.84* 71.61+43.4*
T1000 pg/g 5192+523.53* 64.51+34.64*
INTACTO 9.44+1.35 4.83+1.40
CASTRADO 0.07+0.008 0.05:0.006
A 500 pug/g 783.25+163.23* 41.36£2.71*
A 1000 pg/g 1305.47+394.36* 106.88+34.80*

Tabla 2. Se muestran los valores obtenidos (x + s), a partir de las concentraciones de Androstendiona
(A) y Testosterona (T) en ug/g en heces fecales por EIA, y en ug/ml en plasma por HPLC, obtenidos
de los grupos experimentales: intactos, castrados y castrados con el tratamiento hormonal con dosis
de T y A 500 y 1000ug/dia, durante 21 dias. Obsérvese un aumento significativo en las
concentraciones de T y A cuando los sujetos castrados fueron tratados con el tratamiento hormonal al
compararse contra ellos mismos en la condicion de sujetos intactos y castrados. (*p<0.05) ANOVA,
por medio del paquete estadistico NCSS, seguida de una post hoc de Tukey.

b) Factor de estimacion de la concentracion que se encuentra en el plasma

Una vez que se obtuvieron los promedios de las concentraciones de Testosterona y
Androstendiona en plasma y en heces, bajo las diferentes condiciones
experimentales, se obtuvo un indicador de la concentracion de Testosterona o

Androstendiona en el plasma, a partir del valor encontrado en las heces fecales.
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Utilizando los promedios obtenidos de los datos de las concentraciones, se puede
obtener una estimacién de la concentracion promedio aproximada en plasma, a partir
del promedio de la concentracion excretada en heces fecales, por medio del

siguiente coeficiente:

Xp = (F) Xe

En donde Xp = Promedio de los datos de la concentracién obtenida en plasma por
HPLC; Xe= Promedio de los datos de la concentracion obtenida en Heces fecales por
EIA; F= Factor por el cual se hace un aproximado de la concentracion que se
encuentra en plasma, a partir de la concentracién excretada.

Aplicandolo a los datos, el promedio de la concentracion obtenida en plasma de
animales Intactos es de Androstendiona = 4.55, y para Androstendiona, el promedio
de la concentracibn excretada en heces fecales de los mismos sujetos

experimentales = 9.44.

Entonces:

Xp=4.55ng/ml

Xe=9.44ng/g

Sustituyendo, el coeficiente quedaria de la siguiente forma:

(4.55ng/ml)=F (9.44ng/qg)
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Despejando para obtener el factor:

4.55ng/ml/ 9.44ng/g = F

F=0.4829g/ml
Asi, cualquier valor de concentracion de hormona en heces multiplicado por este

factor, podria dar un indicador de la concentracion en plasma.

F=(0.4829g/ml)(9.44ng/g)= 4.55ng/ml

Por otro lado, para dar mayor sustento matematico a la estimacion de las
concentraciones plasméaticas de Testosterona y Androstendiona a partir de las
concentraciones cuantificadas en las heces fecales, primero graficamos nuestros
datos y observamos, que estas variables no mostraban una completa linealidad, es
decir que no existia una relacibn exacta entre la concentracion de hormonas
plasmaticas y las excretadas en las heces fecales. Por lo que se utilizd6 el modelo
potencial, el cual establece una distribucion potencial en ambas variables, es decir,
se ajustan los datos de dos variables que no son completamente lineales. Este tipo
de modelo ha sido ampliamente utilizado en los ultimos 15 afios y ha sido de gran
utiidad en el campo de la Biologia, especialmente en el conocimiento de la
distribucion de diferentes especies que convergen en un habitat y del potencial

ecologico que estas especies representan (Naoki y cols., 2006), ademas son una
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herramienta Gtil para el manejo adecuado de zonas protegidas y de la conservacion
de la biodiversidad (Olson y Dinerstein, 1998, Myers y cols., 2000, Sechrest y cols.,
2002). Sin embargo, aunque en este trabajo no se planteo estudiar la distribucion de
especies en una region geografica especifica, las caracteristicas que ofrece el
modelo potencial se ajustan con los datos obtenidos en la cuantificacion de
Testosterona y Androstendiona en plasma y heces fecales. De tal forma que este es
el primer estudio en el que el modelo potencial se utiliza para predecir la
concentracion hormonal en plasma a partir de la cuantificacion de las hormonas
gonadales en heces fecales. Para ello, lo primero que se hizo fue obtener el
logaritmo natural (In) de los promedios de las concentraciones de Testosterona y
Androstendiona en plasma y en heces fecales. La Matriz quedd de la siguiente
forma, para la concentracion de Testosterona y Androstendiona en plasma y heces
fecales con los sujetos intactos y tratados con las dosis de Testosterona y
Androstendiona 500ug y 1000ug/dia, durante 21 dias.

MATRIZ PARA TESTOSTERONA

CONDICION CONCENTRACION  CONCENTRACION EN InDELA InDELA(T]
EXPERIMENTAL EN PLASMA ng/ml = HECES FECALES ng/g [T] EN EN
PLASMA HECES
FECALES
INTACTO 2.92 +0.97 9.74 £ 0.82 1.07 2.27
T500ug 71.61 +43.4 4227.03 + 1287 4.27 8.35
T1000pg 64.51 + 35 5192 + 523.5 4.16 8.55

MATRIZ PARA ANDROSTENDIONA

CONDICION CONCENTRACION  CONCENTRACION In DE LA [A] In DE LA
EXPERIMENTAL  EN PLASMA ng/ml  EN HECES FECALES EN [A] EN
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ngl/g PLASMA HECES

FECALES
INTACTO 483+14 9.44 +1.35 1.57 2.24
A500ug 41.36 + 2.7 783.25 + 163.2 3.72 6.66
A1000pg 106.88 + 35 1305.47 + 394.3 4.67 7.17

Los datos correspondientes a la condicién de sujetos castrados no fue analizada,
pues lo que observamos es que estos sujetos al carecer de las gonadas, las
concentraciones de Testosterona presentan valores cercanos a cero tanto en plasma
(0.03+0.005) como en heces fecales (0.07+0.008).

Posteriormente se realiz6 un analisis de regresion lineal para las
concentraciones de Testosterona y Androstendiona en plasma y heces fecales,
trabajandose con los logaritmos naturales, para conocer la relacién que existe entre
la concentracion de Testosterona o Androstendiona en plasma y la excretada de
estas hormonas en las heces fecales, es decir entre las dos variables.

Los resultados de la regresién lineal de los logaritmos naturales de los promedios de
Testosterona y Androstendiona en plasma y heces fecales, se presenta en las
Figuras 8 y 9. En estas graficas se muestra la relacion entre la concentracion de
Testosterona y Androstendiona obtenida en plasma y la concentracion de estas
mismas hormonas obtenidas en las heces fecales, en donde la variable dependiente
(Y), fue la concentracion obtenida de Testosterona y Androstendiona en ng/ml a
partir del plasma por HPLC y la variable independiente (X) es la concentracion
obtenida de Testosterona y Androstendiona en ng/g, a partir de heces fecales por

EIA.
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Para Testosterona, Se puede observar que la ordenada al origen presenta un valor
de Antilog a=0.92025, la pendiente presenta un valor de B;= 0.5088 y un coeficiente
de determinacién R?= 0.9966, p<0.03. El valor del coeficiente de determinacion
indica que estas dos concentraciones tienen una relacion del 99.67% entre los
valores de las concentraciones de Testosterona.

Por tanto, en un 99.67% la variabilidad de los valores obtenidos de
Testosterona en plasma, depende de los valores obtenidos de Testosterona en las
heces fecales.

RELACION ENTRE LA [T] EN PLASMA Y HECES FECALES

4.5
3.6
In [T] &n ]
Plasma en ]
ng/ml |
2 8-
19
i intacto
1_“ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
20 40 6.0 80 100

In [T] &n heces
fecales en ngl'g

Fig. 8. Representacion grafica de la concentracion de Testosterona en plasma (Y) y la concentracion encontrada
en heces fecales (X), de los sujetos en condicion de intactos, castrados y tratados con T 500 y 1000ug. En donde
se puede observar una [T] muy baja en plasma y en heces fecales de los sujetos en la condicién de intactos. Los
sujetos castrados y tratados con T500 6 1000ug, presentan valores mayores de la [T], tanto en plasma, como en
lo excretado en las heces fecales.
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Con respecto a la relacion entre la concentracion de Androstendiona en plasma y la
cuantificada en las heces fecales, se obtuvo el valor de la ordenada al origen de
Antilog a= 1.2873, la pendiente presentd un valor de B;= 0.5730 y el coeficiente de
determinacién, R?= 0.9567, lo que significa que estas dos concentraciones tienen
una relacion del 95.67%, p<0.05
Por tanto, en un 95.67% la variabilidad de los valores obtenidos de Androstendiona
en plasma, depende de los valores obtenidos de Androstendiona en las heces
fecales.

Los datos correspondientes a la condicion de sujetos castrados no fue
analizada, pues lo que observamos es que estos sujetos al carecer de las gbnadas,
las concentraciones de Androstendiona presentan valores cercanos a cero tanto en

plasma (0.03+£0.005) como en heces fecales (0.07+0.008).
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RELACION ENTRE LA [A] EN PLASMA Y HECES FECALES
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Fig. 9. Representacion grafica de la relacién entre la concentracion de Androstendiona en plasma (Y) y la
concentracion encontrada en heces fecales de los sujetos en condicion de intactos y tratados con A500 y 1000ug,
en donde se puede observar una [A] muy baja en plasma y en heces fecales de los sujetos bajo la condicién
experimental de intactos. Los sujetos castrados y tratados con T500 Y 1000ug presentan valores mayores tanto
en plasma, como en heces fecales.

Lo anterior permitié disponer de un modelo predictivo, el cual puede determinar la
concentracion de hormona en plasma, a partir de concentraciones de hormona en
heces. Este modelo fue el que mejor se ajusto a los datos, es decir el que cumplia
con las siguientes caracteristicas:

Tener el coeficiente de determinacién R? mas grande y el error estandar de

estimacion mas pequefio.
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c) Ecuacion del modelo potencial

La relacion entre la concentraciéon de hormona del plasma y de heces, se
ajusta de mejor manera al modelo de tipo:
Y=ax’
Aplicando transformacion logaritmica, el modelo queda representado por la siguiente
ecuacion:
Log (y)=log (a) + b log (x)

Sustituyendo las variables para el presente caso:

P=BoH®;

En donde: P= Concentracién hormonal en Plasma, H= Concentracion hormonal en
Heces fecales, Bo= ordenada al origen de la recta (antilogaritmo de a) y B;=
coeficiente de regresion 6 pendiente de la recta, siendo los dos ultimos valores
determinados a partir de la regresion lineal.

El Coeficiente de determinacién R? explica el porcentaje de relacién que existe entre
las variables con valores de 0 a 1, en donde 1= 100% de relacion entre las variables.
Desarrollando el modelo:

P= Antilog a - H®;

Determinacion de valores esperados
Aplicando este modelo a los datos obtenidos y utilizando el promedio de las heces
fecales de los sujetos bajo la condicién experimental de intactos, el valor de plasma

esperado seria:
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P= Antilog a * 9.74%°%8= Antilog -0.0831 * 9.74%°%%=0.92025 * 3.18= 2.92ng/ml.
Este valor esperado concuerda con el valor obtenido en plasma con HPLC (2.92 +

0.97ng/ml).

En el caso de Androstendiona, para la condicion experimental de intacto el modelo

gueda de la siguiente forma:

P= Antilog a * 9.44%°™%= Antilog 0.2526 * 9.44%°"%= 1.2873 * 3.61 = 4.64, que es
aproximadamente el valor obtenido para plasma por HPLC del sujeto intacto, que es

4.83 + 1.4ng/ml.

d) Andlisis de los registros de conducta sexual
Hamters intactos

Los hamsters seleccionados como sexualmente activos fueron sometidos a una
prueba de conducta sexual, la cual se realiz6 bajo las mismas condiciones que la
prueba de seleccion de sujetos, sb6lo que esta tuvo una duracién de 30 min. Los
pardmetros de conducta analizados durante este tiempo de registro, se muestran en la
Tabla 3 y Figura 10. En esta tabla y en la Figura 10, se observa que los sujetos en la
etapa de sujetos intactos presentaron diez series copulatorias, en las cuales se
observé un menor nimero de montas en las primeras series copulatorias y conforme

transcurren las series copulatorias el nimero de montas va aumentando. En cuanto al
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namero de intromisiones se observo que estas se presentaron en mayor numero en la
primera serie (11.0 + 2.0) y conforme transcurren las series copulatorias se disminuyo6
este parametro (4.0 £ 1.2), hasta que se presentaron las intromisiones largas (5.0
2.0) las cuales se presentaron al transcurrir 9 6 10 series eyaculatorias. Con respecto
a las latencias (tiempo en que se presenta la primera conducta copulatoria después de
la entrada de la hembra a la jaula de observacion), para la conducta de monta fue de
101.7 £ 1.6 seg y para la conducta de intromision fue de 124.0 + 5.6 seg, estos valores
corresponden Unicamente a la primera serie copulatoria.

Con respecto al parametro de Intervalo Post Eyaculatorio (IPE), se observé que se
presenté un valor de 34.0 £ 3.0, seg en la primera serie copulatoria y este valor fue
aumentando conforme transcurrieron la siguientes series copulatorias, Figura 10. En
cuanto al Hit Rate (HR) o taza de aciertos, se observdé que todos los sujetos, en
condicion de intactos tuvieron un HR con valores de 0.7 a 0.98, indice que nos indico
una buena eficiencia copulatoria, pues se ha reportado que el valor maximo para este
parametro es de 1.0 (Meisel y Sachs, 1994). Los valores de HR fueron disminuyendo,

conforme transcurrieron las series copulatorias.

Hamsters Castrados

Una vez que los hamsters pasaron por la condicién de sujetos intactos, estos
fueron sometidos a la cirugia de gonadectomia, con la remocion de las génadas, en
esta condicion se observé que uno de los primeros efectos de la castracion fue la
alteracion del curso temporal de las respuestas copulatorias, lo cual se manifesté en

un espaciamiento de las conductas copulatorias y una disminucion del nimero de

67



series copulatorias. Desde la primera semana postcastracion se presentd una
disminucién significativa (p<0.05) en este ultimo parametro, encontrandose valores
de 5.4 + 3.6 series copulatorias por prueba. En la segunda semana postcastracion
esta reduccion fue mayor (p<0.01), observandose valores de 1.3 *1.0 series
copulatorias por prueba y en la tercera y cuarta semanas posteriores a la cirugia no

se presentd ninguna respuesta de eyaculacion.

Hamsters castrados y tratados con Testosterona dosis de 500 pg/dia

Una vez que los hamsters castrados no presentaron conductas copulatorias,
los sujetos fueron asignados aleatoriamente a recibir la administracion subcutanea
de 500ug/dia de Testosterona en un volumen de 100ul de aceite de maiz durante 21
dias, la inyeccion se realiz6 diariamente y en el mismo horario. El registro de
conducta sexual se realizo en el dia 21 del tratamiento hormonal, en este registro se
observd que los sujetos castrados y tratados con este androgeno presentaron las
conductas copulatorias de monta, intromision, e incluso de eyaculacion, pero de
forma menos eficiente que estos mismos sujetos presentaron en la condicién de
sujetos intactos, presentandose con este tratamiento so6lo 5 series copulatorias. Con
respecto a los parametros de nimero de montas (NM) se observé que estos sujetos
presentaron mayor numero de montas de 6.0 + 0.5 a 5.0 + 03, para la primera y
Gltima serie copulatoria, respectivamente, ver Figura 10. Esto mismo sucedié con el
namero de intromisiones (NI), presentdndose valores de 13.0 + 1.0 para la primera
serie copulatoria y de 8.0 + 3.0 para la ultima serie copulatoria. Ademas de que estos

sujetos nunca presentaron conducta de intromision larga. En cuanto a las latencias
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de monta y de intromision, para la primera serie copulatoria, se presentaron valores
mas altos 200.0 £ 45.0 seg para la conducta de monta y de 240.0 + 35.2 seg para la
conducta de intromision. Con respecto a las latencias de eyaculacion, estas
alcanzaron valores de 350.0 + 46.3 seg para la primera serie copulatoria. Este mismo
comportamiento se observo en el IPE alcanzado valores de 120.0 = 15.0 seg para la
primera serie copulatoria, incrementandose este valor conforme transcurrian las
series copulatorias. (Figura 10). En cuanto al HR se observé un valor de 0.65 £ 0.05,

lo que indica una baja eficiencia copulatoria.

Hamsters castrados y tratados con Testosterona dosis de 1000 pg/dia

Los hamsters castrados fueron asignados aleatoriamente a recibir la
administracion subcutanea de 1000 pg/dia de Testosterona en un volumen de 100ul
de aceite de maiz durante 21 dias, la inyeccion se realiz6 diariamente y en el mismo
horario. El registro de conducta sexual se realizd en el dia 21 del tratamiento
hormonal, en este registro se observd que los sujetos castrados y tratados con esta
dosis presentaron mayor numero de series copulatorias 6.0 £ 1.0 (Fig. 10). En
cuanto a los parametros conductuales de NM y de NI se observé una disminucion de
5.0+ 0.5 y de 7.0 £1.5, respectivamente, y s6lo dos de los sujetos tratados con esta
dosis presentaron conductas de intromision larga. Con respecto a las latencias de
monta y de intromisién estas presentaron valores similares a los de la dosis de T
500ug/dia, 250 + 25.3 seg para la latencia de monta y 215 + 5.3 seg para la latencia
de intromision, valores obtenidos para la primera serie copulatoria. La latencia de

eyaculaciéon presentd valores de 360.2+ 26.1 seg y el IPE de 78 + 8.2 seg (Fig. 10),
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mientras que el valor del HR fue de 0.7 £ 0.2. Por lo que este tratamiento tampoco

tuvo una buena eficiencia copulatoria.

Hamsters castrados y tratados con Androstendiona dosis de 500 pg/dia

Los hamsters castrados fueron asignados aleatoriamente a recibir el
tratamiento con Androstendiona en dosis de 500ug/dia, y se observé que en los
sujetos castrados estimulé la presentacion de todas las conductas copulatorias,
presentando valores muy similares a los que estos sujetos presentaron en la
condicion de sujetos intactos ver Tabla 3. Observandose un HR de 0.7 a 0.9 para las
primeras series copulatorias, lo que nos indica que este tratamiento fue efectivo para
restablecer los efectos de la castracion. Sin embargo, las conductas de intromision

larga se presentaron solo en 4 sujetos de 9 que recibieron el tratamiento.

Hamsters castrados y tratados con Androstendiona dosis de 1000 pg/dia

Los hamsters castrados que fueron asignados aleatoriamente a recibir el
tratamiento con Androstendiona en dosis de 1000ug/dia, estimularon la expresiéon de
la conducta sexual, manifestandose en un aumento significativo (p<0.01) en el
namero de eyaculaciones realizadas por los sujetos al compararse con los mismos
sujetos en la condicion de sujetos intactos. Este efecto se encontré asociado con la
presencia de intromisiones largas en todos los sujetos. Ademas se observd un
namero menor de montas y de intromisiones; asi como una reduccién en las
latencias de monta y de intromisiones 100.0 £+ 10.0 seg y 113 + 8.0 seg,

respectivamente, al igual que la latencia de eyaculacion 90.2 + 5.1 seg y el valor del
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IPE de 25.0 £ 4.0 seq, para la primera serie copulatoria (Fig. 10). Estos valores se
comportaron de la misma forma que se presentd cuando los sujetos tenian las
gonadas (intactos). Sin embargo, en las series copulatorias 6,7, 8 y 9 el valor del IPE
fue significativamente mayor (p<0.05) que el presentaron estos mismos sujetos en la

condicion de intactos (Fig. 10).
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Tabla 3. PARAMETROS DE LOS REGISTROS DE CONDUCTA SEXUAL
MASCULINA EN EL HAMSTER

Series Copulatorias

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
INTACTO 25+1.2 17405 | e | e 0.7 +1.0 0.7+1.0 3.7+ 0.5 40+1.0 3.0+ 1.0 3.0+ 0.50 3.7+
NM 0.05
T 1000 3.0+ 0.5* 1.7+0.5 3.0+ 0.5* 2.0+£0.5* 3.0+05 3.0+03 23+0.2- 20+0.1 20+0.3 24402 | —emeeeeeee-
NM
T 500 6.0 £ 0.5 ** 20+0.5 2.5+ .03 * 40+0.4* 50+£03* | = -
NM
INTACTO 34.0+ 3.0 26.0+6.0 31.5+2.0 38.0+2.0 43.0+1.5* 545+2.3 69.0+4.0 96.+ 3.0 123.0+ 8.0 168.0+6.0 | -
IPE
T 1000 38.0£82* | 66.0£6.0* | 71.0+£3.4* 68.0 £ 4.0 ** 86.0 £ 4.3 ** 121.0+ 3.5 131.3+5.0 175.7 £ 6.0 177.0+ 12 177.0 = 230.0
IPE 10.3 1.0
T 500 85.0+8.4 62.0+7.0* | 80.0+7.0* 139.0 +£ 10.0 ** 155.0+£9.5 | = e
IPE
INTACTO 0.8+0.11 0.74 £0.03 0.894+0.02 0.93+0.03 0.92+0.02 0.89+0.03 0.55+ 0.03 0.6+ 0.06 0.70+ 0.05 0.70£0.02 | -----------
HR
T 1000 0.7+ 0.02 0.7 +0.02 0.6 +0.02 0.7+ 0.04 0.6 +0.02 0.5+0.02
HR
T500 0.65+0.05 0.65+0.02 0.6 £0.03 0.6 £ 0.02 05+004 | -
HR
INTACTO 20+1.3 10410 | e [ - 20+1.2 40+1.0 5.1+ 0.6 40+1.3 3.0+ 1.2 40+ 0.71 | -
NM
A1000 1.7+0.5 05+0.02 | - | e 0.1+0.01 0.5+ 0.02 2.0+ 0.70 2.0+ 0.6 20+ 0.8 3.0+ 1.0 40+0.6
NM
A500 6.0 £ 1.5%* 5.0 £ 0.3** 3.0+ 0.5 2.0+ 1.0% 2.0+ 0.6** 3.0+ 2.1% 4,04 2.3* 6.0+ 1.2** 7.0£2.0% | cemeees [ e
NM
INTACTO 340+ 3.0 26.0+2.0 31.5+2.0 38.0+2.0 43.0+15 545+2.3 69.0+4.0 95.8+3.0 123.0+8.0 167.0+6.0 | -
IPE
A 1000 30.0+4.0 37.0+3.0 41.2+ 3.0 36.0+3.4 45.0+5.0 88.0+5.0 120.0 + 170.3+ 3.3 160 + 3.0 165.0+6.0 | 181+6.0
IPE 10.0
A500 34.0+25 59.0 £ 5.4* | 58.0+5.0%* 62.0 + 3.2%* 78.0 + 5.4** 103.0 + 7.0** 121.0+ 141.1+2.1* | 168.0+£5.0% | -—mmm | e
IPE 10.0**
INTACTO 0.8+0.11 0.74 £0.03 0.89 £ 0.02 0.92+0.03 0.87 £0.02 0.82+ 0.03 0.55+ 0.03 0.6 + 0.06 0.70 + 0.05 0.64+ 002 | -
HR
A 1000 09+ 0.01 0.96 £ 0.07 0.98 + 0.03 0.96 +0.01 0.94+£0.01 0.88 £ 0.02 0.70 £ 0.74 £0.02 0.64 + 0.01 0.60 + 0.60+0.05
HR 0.040 0.02
A 500 0.7 £ 0.01** 0.90 + 0.72 + 0.81+ 0.01* 0.79 + 0.69 + 0.02** 0.48 + 0.4540.02** 0.43+0.03** |  -meeem | -
HR 0.06** 0.02** 0.01* 0.06**

Tabla 3. Se muestran las (X + s) de todos los parametros de conducta sexual analizados. Se observa que los

animales castrados y tratados con T y A 1000ug son mas activos, ya que los valores obtenidos para estas etapas
son significativamente mayores (**p <0.01).
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Fig. 10. Efecto de la administracion de Androstendiona (A) y Testosterona (T), 1000ug, sobre el nimero de
montas (A) e Intervalo posteyaculatorio (B) realizadas por los sujetos durante las diferentes series copulatorias.
Obsérvese un aumento de estos parametros en todas las series copulatorias para los sujetos castrados y tratados
con T. Ademas, se observa un aumento en el IPE de los sujetos castrados y tratados con A en algunas series
copulatorias. ANOVA paramétrica, seguida de una prueba post hoc de Tukey *p<0.05, al compararse con los
sujetos castrados y tratados con A. ‘p<0.05, al compararse con los mismos sujetos en condicion de intactos.
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XVIII. DISCUSION

Este es el primer trabajo experimental en el que se determinan las
concentraciones de Testosterona y Androstendiona en heces fecales de hamsters
intactos y castrados antes y después de la restitucion hormonal, y se correlacionan
con las concentraciones hormonales obtenidas en plasma, asi como con la ejecucion
de la conducta sexual, ademas se hace uso de un modelo matematico predictivo, el
modelo potencial, el cual normalmente es utilizado para realizar estudios de
distribucion de diferentes especies que convergen en determinado habitat y del
potencial ecoldgico que estas especies representan en ese habitat (Naoki y cols.,
2006). Aunque en este trabajo no se estudia la distribucién de especies en una
region geografica especifica, el modelo potencial se ajusta a los datos obtenidos para
relacionar ambas variables.

Al analizar los datos de la cuantificacion de las hormonas excretadas en las
heces fecales, por medio de la técnica de EIA, en las condiciones de sujetos intactos,
castrados y tratados con Testosterona o Androstendiona en dosis de 500 6 de 1000
Hg se observo que la cantidad de Testosterona y Androstendiona excretada en la
condicion de sujetos intactos es mucho menor que la que se presentd en la condicion
de sujetos castrados y tratados ya sea con Testosterona o Androstendiona en
cualquiera de las dos dosis administradas y que se presenta una ausencia en la
excrecion de Testosterona y Androstendiona en los sujetos en la condicion de
castrados, esto debido a la falta del testiculo, principal fuente de sintesis de
andrégenos (Hall, 1988). Al recibir el tratamiento hormonal de Testosterona o

Androstendiona en dosis de 500 6 de 1000ug, se observé un aumento significativo
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en la excrecion de estos andrégenos, de manera similar a lo que sucede con la
administracion de otros andrégenos. En donde se ha observado que al aumentar la
dosis del esteroide, este se depura y excreta en mayor cantidad (Gao y cols., 2005,
Perera y cols., 2006). Ademas, se observo que los valores de Testosterona en las
heces fecales, son mayores que los de Androstendiona en el grupo de animales
intactos, y aun mas altos los valores de las concentraciones de Testosterona en los
grupos de hamsters castrados y tratados con el reemplazo hormonal de Testosterona
y de Androstendiona, lo que sugiere una interconversion de Androstendiona a
Testosterona, pues se sabe que la concentracion de Androstendiona, en el hamster,
es mayor en plasma (4.08 + 0.23 ng/ml) que la de Testosterona (2.04+ 0.16 ng/ml),
(Arteaga-Silva y cols., 2005) y la principal forma de excretarse estas hormonas
podria ser en forma de Testosterona via las heces fecales. Por otro lado, la cantidad
encontrada en heces, concuerda con el hecho de que la concentracion de hormonas
sexuales en otros paradigmas experimentales es, en general, de 2 a 4 6rdenes de
magnitud mayor en las heces fecales que las de estas hormonas obtenidas en
sangre (Lasley y Kirkpatrick, 1991).

En cuanto a las concentraciones plasmaticas, se observo un patron similar al
gue se presento en las heces fecales, solo que los valores de estas concentraciones
estan muy por debajo de lo que se esta excretando en las heces fecales, o que nos
esta sugiriendo una excrecion de los androgenos de manera considerable, y que
presenta una relacion estrecha con la cantidad de hormona que se esta
administrando, pues la hormona administrada esta en el orden de 0.5mg (500ug) y

de 1mg (1000ug). Ademas, debemos tomar en cuenta que la administracion de esta
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hormona fue por 21 dias y que esta hormona al dia 21, tiempo en el que se tomaron
las muestras de las heces fecales, hecho que también puede estar relacionado con
la concentracion tan elevada que se encontro en las heces fecales por medio de EIA.
Por otro lado, tal vez el metabolismo del hamster presente una taza alta de excrecion
y por ello se presenta una mayor concentracion de Testosterona o Androstendiona
en las heces fecales, tomando en cuenta que la cantidad de hormonas en heces
fecales, se encuentra en 2 6rdenes de magnitud, como se ha reportado en otros
estudios (Lasley y Kirkpatrick, 1991). También, este aumento de hormonas excretado
en las heces fecales pudiera correlacionarse con la necesidad de utilizar dosis
suprafisiolégicas para que la restitucion de la Conducta Sexual Masculina se
restablezca por completo, no solo en el hamster, sino incluso en otros roedores
(Arteaga-Silva, 2005; Arteaga-Silva y cols., 2008; Phillips-Farfan y cols., 2008).

Con la idea de encontrar un modelo que fuera atil para determinar las
concentraciones de Testosterona y Androstendiona en plasma a partir de los valores
cuantificados en las heces fecales, trabajamos con un factor de estimacién, que
nombramos “Factor de estimacién de la concentracién hormonal que se encuentra en
el plasma”, utilizando los valores promedios de las concentraciones de las heces
fecales por EIA. Sin embargo, en este factor de estimacion necesitariamos
forzosamente las concentraciones en plasma. Sin embargo, la posibilidad de
encontrar un modelo predictivo, que a partir de la cantidad de hormona excretada en
las heces fecales nos pudiera dar los valores de las concentraciones de Testosterona
y Androstendiona en los plasmas de los hamsters bajo las diferentes condiciones

experimentales, revisando la literatura encontramos que el modelo matematico
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predictivo utilizado generalmente para ajustar dos variables que no son lineales pero
gue su relacion es potencial, podia ser de gran utilidad para nuestros datos. Asi, se
observdé que aplicando el modelo predictivo denominado “modelo potencial”, se
obtienen los valores de plasma obtenidos por HPLC. Por lo tanto, aunque nuestros
datos no son completamente lineales, el modelo potencial ajusta nuestras dos
variables.

Con respecto a los datos obtenidos de la Conducta Sexual Masculina,
observamos que la restitucion de la conducta copulatoria de los sujetos castrados y
tratados con los andrégenos coincide con lo descrito por otros autores (Lisk y
Greenwald, 1983). Sin embargo, en la mayor parte de estos estudios se evallan en
conjunto los nuameros totales de las respuestas de monta y de intromisién en
registros con una duracion de 10 6 15 minutos. En nuestro estudio, al igual que otros
realizados en nuestro grupo de trabajo, se evaluan registros de conducta copulatoria
de 30 minutos, lo que nos permitié obtener una mayor informacién acerca del curso
temporal en que suceden las respuestas copulatorias realizadas por los hamsters en
las diferentes condiciones experimentales.

Por otro lado, observamos que el tratamiento con los androgenos gonadales
restituye la conducta sexual en los sujetos castrados, sin embargo la restitucion de
estos parametros conductuales no fue inmediata, de tal forma que fue necesario la
administracion de los androgenos por 21 dias, sugiriendo un mecanismo de accion
de estas hormonas a nivel gendmico y no a nivel membranal, ya que la restitucion de
la conducta copulatoria fue un fenbmeno paulatino, que requirio de varios dias

(21dias) para manifestarse, excluyendo la posibilidad de que el mecanismo de accion
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a nivel de membrana esté involucrado en este tipo de respuestas. Ademas, se
corrobora que la conducta copulatoria en el hamster requiere de hormonas
gonadales para que se lleve al cabo, hecho que no sélo sucede en esta especie,
sino también en otros roedores como la rata (Larsson, 1979; Hall, 1988). Sin
embargo, la expresion de la conducta sexual en la rata se atribuye a la Testosterona
y a sus metabolitos DHT y E; (Hull y Dominguez, 2007). En nuestro estudio,
observamos que los hamsters castrados y tratados con Testosterona bajo dosis de
500 y de 1000ug, no fueron capaces de restituir todas las series copulatorias, por lo
gue no se presentaron las intromisiones largas, pues se sabe que se requiere de 9 6
10 series copulatorias para que estas respuestas copulatorias se presenten (Bunnell
y cols., 1979; Arteaga y cols., 2000). Sin embargo, si analizamos Unicamente las
primeras series copulatorias que corresponderian como a 15 minutos de registro, las
conductas de monta, intromision y de eyaculacién son restituidas por Testosterona,
datos que concuerdan con otros autores (Tiefer, 1969; Powers y cols., 1987, Wood y
Newman., 1995), pero la conducta copulatoria en el hamster incluye las intromisiones
largas. Estas conductas han sido poco analizadas, sin embargo se sugiere que son
importantes para desencadenar los eventos neuroendocrinos correspondientes a la
gestacion en las hembras (Huck y Lisk, 1985).

Con respecto a los hamsters castrados y tratados con Androstendiona bajo
dosis de 500 y 1000ug, nuestros resultados indican que esta hormona restituye todos
los parametros de la conducta sexual masculina en el hamster, incluyendo las

intromisiones largas, lo que sugiere que este andrdgeno podria estar jugando un
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papel principal (tal vez mas que la Testosterona) en la regulacion hormonal de la
conducta sexual del hamster (Arteaga-Silva y cols., 2005, Arteaga-Silva y cols.,
2008). De tal forma, que este estudio abre la posibilidad de que otros andrégenos
como la Androstendiona puedan ser responsables de regular el comportamiento
reproductivo en diferentes especies de mamiferos.

Por otro lado, nuestros resultados aqui analizados, demuestran que la
obtencion de la concentracion de hormonas en heces fecales es util para indagar el
estado reproductivo de una especie especifica y profundizar en la participacion de la
Androstendiona en la regulacion hormonal del comportamiento reproductivo,
estimando las concentraciones plasmaticas a partir de las excretadas en las heces
fecales. Ademas de relacionar los efectos que las hormonas sexuales ejercen a nivel
central, reflejado en la ejecucion de la conducta copulatoria, permitiéndonos
contribuir con el conocimiento en la Biologia Reproductiva y estableciendo
semejanzas o diferencias con otros mamiferos con la posibilidad de que otros

andrégenos participen en el comportamiento reproductivo.
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XIX. CONCLUSION

v La castracion provoca la pérdida de las hormonas sexuales y con ello la nula

excrecion en las heces.

v La terapia hormonal restitutiva de Testosterona (T) y Androstendiona (A)
aumenta la excrecion de estas hormonas en las heces. Observandose una mayor

cantidad de T, debido a la interconversion de AaT.

v La cantidad de T y A en plasma es mucho menor que la que se presenta en

las heces fecales.

v Existen dos formas de predecir la concentracion de plasma a partir de la
concentracion de Testosterona y Androstendiona en heces fecales, por medio del

Modelo Potencial (P=BoH®") y por medio del Coeficiente 6 factor de estimacion.

La Androstendiona en dosis de 1000ug restituye todos los parametros de la
conducta copulatoria en el hamster, incluyendo las intromisiones largas, no asi la

Testosterona.

La Androstendiona y no la Testosterona juega un papel principal en el
comportamiento reproductivo de esta especie y que incluso la Androstendiona podria

regular el comportamiento reproductivo en otras especies de mamiferos.
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