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ABSTRACT. We use the principle of Steelman and Pchley for the
determination of the endogen FSH, and with this method was observed
the effect of small doses of testostercne propionate injected in dif-
ferent moments prior the H.C.G. treatment. We obtained that the
testosterone is able to produce a maximal ovariam weight response,
when inyected 48 hours before the first inyection of H.C.G. When we
use different doses of testosterone propionate the major effect on the
ovarian weight was observed in a range of 0.05 to 0.2 mg of this product.
Higher doses show a negative dose response ratio, the same was ob-
served with other testosterone compound. The stimulant effect cf
testosterone was observed in rats with 30 to 50 g of body weight.

RESUMEN. Para este trabajo empleamos el principio de Steelman ¥
Pohley para la determinacion de FSH enddgena y con este método fue
observado el efecto de pequefias dosis de propianato de testosterona
aplicado en diferentes tiempos antes del tratamiento con HCG. Nues-
tros resultados muestran que la testosterona es c¢apaz de producir un
incremento méximo de la respuesta ovarica cuando fue inyectada 48
horas antes de la primera inyeccion de HCG, Cuando se emplearon
diferentes dosis de propionato de testosterona el efecto mas pronun-
ciado en ¢l peso ovarico fue observado al utilizar dosis entre 0.05 y
0.2 mg de este producto. Dosis mayores provocaron una relacién nega-
tiva dosis respuesta, lo mismo fue observado con otro preparado de
testosterona. El efecto estimulante de la testosterona fue observado
en ratas con 30 a 50 g de peso corporal.

INTRODUCCION

De los resultados contradictorios encontrados en la literatura en cuanto
al efecto de los andrégenos en animales hembras es posible asumir que
las diferencias en cuanto a dosis, edad de los animales y tipos de trata-
mientos, hayan influido en los resultados de forma tal que no concuerden.
Korenchevsky, (71939), planteé que un tratamiento de corta duracién con
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Propionato de Testosterona (PT) aumenta el peso ovérico y la formacion
de cuerpos liteos, mientras que un tratamiento prolongado resulta en
atrofia ovéarica. Price y Ortiz, (1944) también encontraron que las dosis
bajas de andrégenos podian estimular al ovario a través de la hipofisis
pero que ésto podia ocurrir solamente después de los veinte dias de
edad en la rata, momento en que se produce algan cambio que determine
este efecto.

Basandonos en los trabajos de Zorrow vy cols, (1969), que plantean que
los andrégenos producen aparicién precoz de la pubertad en ratas hem-
bras, cuando son aplicados en pequenas dosis v con tratamientos cortos
{dos inyecciones), y en los de Naqvi y Johnson, (1969} que han mostrado
que la aplicacién de una sola dosis de PT a ratas hembras impuberes
causaba aumento en la FSH enddgena circulante, planteando la existen-
cia de un feedback positivo de los andrégenos sobre la liberacion de
esta hormona en determinadas condiciones y que ademads este efecto era
ciclico a intervalos regulares. ’

Nos propusimos determinar la relacién entre la dosis de testosterona y
su efecto sobre la liberacién de FSH, comparando el efecto de prepara-
dos de accién rapida (Propionato) y lenta (Enantato), asi como determi-
nar el tiempo necesario requerido por el PT para producir liberacién de
FSH hipofisaria en ratas hembras impuberes y el momento en que la
respuesta es mayor. Ademas debido a que las ratas utilizadas por noso-
tros son Wistar aclimatadas a condiciones tropicales, las cuales no son
buenas para las determinaciones de gonadotropinas. (Pelletier, 1971) y
con la gran variedad de pesos encontrados en los animales a nuestra
disposicién a pesar de tener igual edad, nos planteamos el estudio de
este factor con vistas a utilizar los animales idéneos.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon ratas hembras, Wistar, de 21 a 23 dias de edad; con un
peso comprendido entre 30 v 50 g procedentes del Dpto. de Vivero del
CNIC vy del Centro de Cria de Animales de Experimentacién del MINSAP.
Se mantuvieron en jaulas aereadas, con libre acceso al agua y a la comi-
da, a una temperatura de 22 a 24°C, y con periodos alternos de luz oscu-
ridad 12/12 horas. Las inyecciones se aplicaron subcutaneamente en el
dorso del animal con aguja 26 gauge,
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El tratamiento de los animales se dividié en dos partes: un pretrata-
miento con andrégenos v una segunda parte donde se inyecté HCG que
se mantuvo invariable y consistia en la aplicacién de 0.5 ml de solucién,
dos veces al dia, por tres dias, totalizando 50 u.i. de esta hormona.
Los animales se sacrificaron setenta y dos horas después de la primera
de esta serie de inyecciones, disecandose los ovarios, secdndose en papel
absorvente v pesandose posteriormente en una balanza de torsién. Este
disefio es bdsicamente un ensayo de Steelman y Pohley, (71953} para la
FSH, el cual se fundamenta en el aumento de peso ovarico gue se pro-
duce por la interaccion de la FSH y la HCG. Esta altima promueve un
cierto incremento en la talla del ovario pero ningtn desarrollo folicular.
El peso del ovario parece estar determinado por el tejido intersticial
y por el folicular. Asi puede asumirse que cualquier incremento en la
respuesta a la HCG estd determinado por un aumento de la FSH endé-
‘_ggna, la cual promueve gl desarrollo de los foliculos (Shiino ¥ Reunels,
1967} ¥ consecutivamente aumenta el peso del érgano de forma directa-
mente proporcional a la cantidad de hormona. Esto se corrobora por
los mismos autores con la utilizacién de sueros anti FSH y por Naqvi
y Johnson, (1969), los que al hipofisectomizar las ratas hacfan desapare-
cer las variaciones del peso ovédrico promovidas por los esteroides go-
nadales,

El pretratamiento con andrdgenos varié con el experimento, asi en el
primero los animales fueron divididos en siete grupos segun el momento
en que se aplicé una inyeccion de 0.1 mg de PT. Se tomé como referen-
cia la primera inyeccién de HCG, momento que se denomind hora 0. Los
grupos fueron de 84, 72, 60, 48, 36, 24 y 12 horas antes de la hora 0 (Fig. 1).
Ademds hubo un grupo de ratas de control que recibié 0.1 ml de aceite
vegetal cada una.

Otro experimento consistié en la aplicacién de 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5
y 1 mg de Propionato de testosterona; Enantato de Testosterona a las
dosis mayores es decir a 0.1, 0.5 y 1 mg debido a su efecto de depésito
a ratas 48 horas antes de la hora 0. Manteniéndose grupos de control.
También se emplearon ratas las que fueron separadas por sus pesos en
5 grupos: menores de 30 g, de 30 a 34 g, de 35a 39 g, ded40a 44 gy de
45 a 50 g. Recibiendo todas 0.1 mg de PT 48 hovas antes de la primera
inyeccién de HCG (hora 0).
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Fig. 1. Aplicacién de 0.1 mg de Propionato de Testosterona a diferentes tiempos
de la administracién de 50 u.i. de HCG en ratas hembras impiberes.

El Propionato y ¢l Enantato de Testosterona fueron disueltos en aceite
vegetal de forma que la concentracidn deseada estuviera en 0.1 ml can-
tidad que fue inyectada a los animales,

RESULTADOS

Como puede apreciarse en la Tabla I, los pesos ovdricos de los animales
tratados con PT en diferentes momentos, presentan todos los grupos di-
ferenciados con el grupo control que sélo recibié aceite vegetal. Los ani-
males inyectados con el androgeno 84 horas antes de la hora 0, asi como
el grupo inyectado 72 horas antes de la hora 0, mostraron un discreto
incremento en los valores promedios de sus pesos ovaricos, 45.67 y 43.10
respectivamente, si los comparamos con 36.37 que fue el valor medio de
“los animales no inyectados con PT, esta diferencia no fue estadistica-
mente significativa y nos habla de que el efecto del andrégenc sobre la
liberaciéon de FSH, si consideramos esta proporcional al incremento del
ovario, es transitoria ya que como puede verse en la misma tabla los gru-
pos inyectados 60, 48 y 36 horas antes del tratamiento con HCG si presen-
taron una diferencia significativa con el control para una p < 0.05, los
grupos de 60 y 36 horas y para p < 001 el grupo de 48 horas que fue pre-
cisamente el de mayor valor (61.33) v el de mayor variabilidad va que su
error standard fue de 5.60. Esto nos indica de que efectivamente el PT
promueve liberaciéon de FSH para la hipéfisis de ratas hembras impu-
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beres v de que su efecto es mayor si administramos el andrégeno 48 horas
antes de la hora 0,

TABILA I
Pesos ovdricos al administrar 0.1 mg de Propionato de Testosterona

a diferentes tiempos antes de la hora 0

Horas Peso ovarico {(mg) N
84 45.67 = 3.55 10
72 4310 = 118 10
60 57.50 = 4.30 10 *
48 61.33 = 5.60 10 *=
36 48.21 = 1.70 9 *
24 43.00 = 0.80 9
12 40.60 = 3.99 10
Control 36.37 = 2.01 9
* p<0.05
#* p <001

Posteriormente a éstos, es decir, el grupo de 24 horas, muestra una caida
en sus pesos ovaricos que hace su diferencia con el control no signifi-
cativa, lo mismo sucede con el grupo inyectado 12 horas antes de la HCG
en el cual el valor promedio (40.60) cae todavia mas que el grupo que le
precede. Esto nos indica que el PT muestra un retardo en su accidén
que es muy dificil determinar en este experimento ya que si aumentamos
el ntimero de animales es muy posible que algunas de estas diferencias
se hagan significativas y ademas que el intervalo utilizado por nosotros es
de 12 horas, el cual es relativamente grande. También debemos sefialar
que los cambios producidos por el PT en los pesos ovaricos de los ani-
males tratados en diferentes tiempos no varian de forma lineal, como
puede observarse en la Fig. 2, existiendo cierta ciclicidad en la respuesta.
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En la Tabla II, puede apreciarse cémo al administrar 0.025 mg de PT se
produce un incremento en la respuesta al comparar el valor promedio del
peso ovarico de este grupo (44.38) con el del grupo control (37.25) sin ser
esta diferencia significativa, sin embargo al aumentar la dosis de PT a
0.05, 0.1 y 0.2 mg se manifiesta un incremento significativo, diferente
para una p < 0.01, por lo que podemos hablar que a estas dosis este pro-
ducto es capaz de estimular la liberacién de FSH hipofisaria.
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Fig. 2. Peso de los ovarios de ratas hembras impuberes que recibieron 0.1 mg de
Propionato de Testosterona a diferentes tiempos antes de la aplicacién de HCG.
La linea punteada expresa el valor del control.

Pero a dosis mayores vemos una disminucién de esta respuesta, asi con
0.5 mg se presenté un valor de 50.50 que tenia ain diferencia significa-
tiva con el control! para una p < 0.05 y, ya con 1 mg de PT desaparecié la
diferencia con el control, esto puede verse de forma grafica en la Fig. 3,
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al utilizar el Enantato de Testosterona (Tabla II), vemos un efecto similar
al que se¢ produce por el PT, aunque los pesos ovaricos con el Enantato
fueron algo mayorcs no presentaron significacion al compararlos con los
provocados con PT, pensamos ésto sea debido a que como este producto
tiene un efecto de depdsito su liberacién de los tejidos es mas lenta y la
dosis efectiva de testosterona en sangre es quizas algo menor.

TABLA 1I

Valores de los pesos ovdricos al administrar diferentes dosis
de Enantata y Propiongto de Testosterona

Dosis (mg) Pesgs ovdricos (mg)

Propionato N Enantato N
0.025 44.38 - 268 6
0.05 £0.74 = 3.13 L
8.1 59.25 = 3.19 12 58.62 % 5.09 1
02 59.60 & 4.96 12
p.g 50.50 = 3.73 12 56.75 = 3.00 10
1 4370 - 2.28 10 49,63 = 3.16 )

Control 38.16 = 211 (8)

En la Fig. 4 queda aun de forma mads clara esta comparacién entre estos.
dos preparados de testosterona, apreciiandose también la relacién dosis
efecto inversa que ambos manifiestan.

En la Tabla ITT vemos la diferencia en la respuesta provocada por la ad-
ministracion de 0.1 mg de PT, 48 horas antes de la hora 0 en animales de
diferentes pesos. Esta respuesta es diferente de forma significativa para
una p < 0.01 entre el grupc de animales con un peso menor de 30 g v el
de 40-44 g. Donde apreciamos como el peso de los animales influye de
forma evidente en los resultados y es un factor importante que debe
tenerse en cuenta al realizar este tipo de estudios. Al comparar los demas
grupos de peso vemos, que en cuanto a su respuesta ovirica, hay mayor
parecido, sin embargo el grupo de animales de 30 a 34 g con un valor
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promedio de 50.75 en sus ovarios, fue diferente (p < 0.05) del grupo de
40.44 g que mostré un valor de 60.36, ademas el grupo de 45 a 50 g aun-
que su peso ovarico promedio (58.80) no fue diferente al del grupo de
40-44 g, si demostro responder de forma muy variable, cosa que se ve en
su error standard que fue de 8.96 a diferencia del grupo que le precede
que fue sélo de 2.87. En la Fig. 5 se aprecia graficamente el aumento en
la respuesta con respecto al aumento de peso de los animales, asi como
la gran variabilidad de las ratas de mayor peso corporal.
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Fig. 3. Peso de los ovarios de ratas hembras impiberes que recibieron diferentes
dosis de Propicnato de Testosterona, 48 horas antes de la HCG.



TESTOSTERONA, LIBERACION FSH, HEMBRAS 27

65
so I )
[,
g T~
H] ~
g ar \\
3 ~
[
NI
_§ so” Y N ~
% N
9 RS
[ IRPTY o Y
oy 3
100 560 00 49

Fig. 4. Peso de los ovarios de ratas hembras impuberes que recibieron @ Enantato
de Testosterona y O Propionato de Testosterona a diferentes dosis.

TABLA TIII

Valores de peso ovdrico de ratas con diferente peso corporal,
que recibieron 0.1 mg de Propionato de Testosterona

Pesos (9) Peso ovarico (mg) N
30 3825 = 5.13 11 e
30-34 50.75 = 6.18 15 =
35-39 54.64 = 3.93 15
40-44 60.36 = 2.87 13
45-50 . 5880 =896 9

* p < 0.05 # b 0,00]
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Fig. 5. Peso de los ovarios de ratas hembras imptberes de diferentes peso corporal
que recibieron 0.1 mg de Propionato de Testosterona, 48 horas antes de la HCG.

DISCUSION

Un punto que debe aclararse es el método empleado en la determinacion
de FSH endégena. Nosotros asumimos que ¢l aumento de peso ovarico es |
debido a la liberacién de FSH, ya que el método estd basado en que sélo
esta hormona es capaz de aumentar la accién de la HCG sobre el ovario.
Este tipo de ensayo ha sido utilizado por Shiino y Rennels, (1967} y por
Johnson y Naqvi, {1969), llegando ambos grupos de investigadores a la
conclusién de que la respuesta es una muestra directa del efecto de la
FSH vy por lo tanto de la cantidad de ésta.
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Nuestros resultados concuerdan con los planteamientos de Nagvi y
Johnson, (1969), aunque estos autores reportan que la respuesta éptima
con 0.1 mg de PT la obtuvieron 72 horas antes de la primera inyeccion
de HCG, mientras en nuestro caso fue 48 horas antes. Esta diferencia
podria ser explicada por la utilizacién de diferentes lineas de ratas.

Sobre la no linealidad de incremento vy decremento de la respuesta, pen-
samos se deba a la variacién ciclica de la misma descrita por Johnson
y Naqvi, (1969), los cuales la caracterizan utilizando intervalos hasta de
4 horas entre las inyecciones de PT.

Podemos también sefalar, que los resultados indican que la testosterona
a una determinada concentracién en sangre es capaz de estimular la
liberaciéon de FSH por la hipdfisis y que a mayores concentraciones no
desarrolla esta accién, sino que posiblemente tenga un efecto opuesto
o sea el de feedback negativo. De esta forma se corroboran los plantea-
mientos de Korenchersky, (1939), de que a dosis pequefas ¢l PT es capaz
de estimular al ovario por medio de la hipdfisis, mientras que dosis ma-
yores inhibian las génadas, este efecto inhibitorio al utilizar o bien dosis
altas o tratamientos prolongados han sido descritos por muchos autores
(Selve y Friedman, 1940). Sobre el efecto estimulatorio de las pequefias
dosis se pueden encontrar los resultados de Price y Ortiz, (1944), los de
Zarrow y cols., (1969), los que descubrieron un efecto de feedback positivo
de los andrégenos sobre la FSH al utilizar dosis unicas de testosterona.

El factor “caracteristicas del animal” es sumamente importante en los
resultados v debe ser estudiado por cada investigador para no cometer
errores de apreciacion al comparar sus valores con los de otros (Loraine,
1958).

Sobre el peso de los animales se ha escrito poco, sin embargo, Price y
Ortiz (1944), plantean que es un factor significativo encontrando rangos
de pesos que respondian mejor que otros.

Nuestros resultados nos indican que segin su peso, los animales respon-
den més o menos a los andrégenos, obteniéndose las mejores respuestas
en animales que pesen entre 35 y 45 g, por su poca variabilidad, sin em-
bargo es posible utilizar animales con un peso comprendido entre 30
v 50 g, aunque éste aumente la variabilidad de la respuesta.
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Ramirez y Sawyer (1965), reportaron que los estréogenoes producen libe-
racion de LH por la hipdtisis de ratas impiiberes, este efecto no fue ob-
servado por la administraciéon de andrégenos. Posteriormente Corbin y
Daniels (7969}, usando las mismas dosis de estos esteroides y el mismo
tipo de tratamiento encontraron que los estrégenos producian un avance
en la liberacién de FSH v de FSH-RH en ratas hembras, sin embargo los
andrégenos no producian estos efectos. Aunque esto habla en contra de
que los androgenos tengan una accion de feedback positivo sobre la FSH
y la LH, existen trabajos que sugieren que estos estimulan la secrecién
de gonadotropinas hipofisarias y que este efecto es encontrado al utilizar
pequeilas dosis (0.1 mg) de PT (Zarrow v cols., 1969 v Nagvi v Johnson,
1969). Nuestros resultados concuerdan con estos ultimos planteamien-
tos, indicandonos que el PT, a una determinada concentracion en sangre,
en un animal preparado fisicamente ejerce un efecto estimulante en la
rata hembra impuber sobre la liberacién de FSH.

Everett, (1961), planteé que el efecto del Benzoato de Estradiol en produ-
cir desarrollo folicular en los ovarios de animales impuberes es pro-
ducto de la LH fundamentalmente. Sin embargo Greep, (1961), concluyé
que la respuesta vista era debida primariamente a la FSH. Posterior-
mente Critchlow y Bar-Sela, (1967}, sugieren que la pubertad puede ser
iniciada por la liberacién de FSH, permitiendo la liberacién de LH. Aun
mas, Odeel y cols. (71973), postulan que en la rata macho la FSH induce
un aumento en la sensibilidad de los érganos efectores a la LH, asi pues
durante la maduracién sexual la respuesta gonadal a la LH cambia por
la continuada estimulacién de la FSH.

Sobre esta base podriamos plantear que la pubertad precoz observada
ante el tratamiento con PT por Salmon (1938), Clausen y Freundenberger,
(1939), v por Zarrow y cols., (1969), podra ser la consecuencia del incre-
mento en la secrecidn de FSH endogena.
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