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RESUMEN

La dehidroepiandrosterona (DHEA) vy su ester
sulfato (DHEA-S) son los esteroides mas abundan-
tes producidos por la corteza suprarrenal. A pesar
de que sus funciones especificas no han sido clara-
mente establecidas, se sabe que un aumento en los
niveles séricos de la DHEA-S puede ir asociado con
anovulacion o con muerte fetal. El objetivo de este
trabajo fue estudiar el efecto da la administracion de
la DHEA en dosis de 20 mg/Kg de peso (experimen-
tales) o el vehiculo (controles) durante los dias 5° al
82 (implantacion), 92 al 142 (embriogénesis) y 15¢ al
192 (crecimiento fetal). El dia 20, los dteros se ex-
trajeron, se fijaron, se pesaron y luego, se diseca-
ron los fetos, se pesaron y se estudiaron macros-
copicamente. Cuando la DHEA se administré durante
los periodos de implantacién y embriogénesis no se
obtuvieron fetos a término. Durante la dltima etapa
(dias 15 al 19%), la DHEA produjo una disminucion
significativa (p<0,001) en el peso fetal (1,84 grffeto
vs 2,11 griffeto control), sin alteracién de su viabili-
dad. Los resultados demuestran que la administra-
cion de la DHEA durante las etapas de implantacion
y embriogénesis inhibe total y selectivamente el de-
sarrollo del embrion, mientras que, durante la etapa

de crecimiento fetal, la DHEA reduce el peso de los -

fetos sin alterar su anatomia macroscopica externa.

Palabras claves:
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ABSTRACT

The dehydroepiandrosterone (DHEA) and its ester
sulfate (DHEA-S) are the most abundat steroids
produced by the adrenal cortex. Spite that its specific
functions have not been cleary stablished, it's know
that an increase in its serum value may be associated
with anovulation and fetal of DHEA administration
on rat embryo development. Pregnant rats were
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injected with 20 mg/Kg of DHEA (experimental) or
vehicle (control) on days 5th to 19th (fetal growth).
On the 20th day animals were killed, the uterus
dissected and the number, development and fetal
weight registered. When DHEA was administered
during the 5th to 14th day there were not well
stablished fetuses. Administration of DHEA, during
the 15th to 15th day diminished significanily (p<0,001)
embryo weight (1,84 grffetus vs 2,11 grffetus con-
trol) without affecting fetal viability. These results
show that DHEA administration inhibits totally and
selectively embryo development, while its admi-
nistration on a later period (fetal growth) only afect
fetal weigth.

Key words:
dehydroepiandrosterone, embryo development,
mechanism.

INTRODUCCION

La dehidroepiandrosterona (DHEA) vy su ester
sulfato (DHEA-S), son los esteroides mas abundan-
tes producidos por la corteza suprarrenal de muchas
especies, incluyéndose el hombre, sin embargo su
funcidn especifica atn no esta definida('). Se sabe

- que la secrecion de DHEA-S disminuye con la edad
~ pero el significado funcional es incierto(?); eviden-

cias clinicas y experimentales sugieren que este
andrégeno juega un rol importante en la prevencion

“de la arterioesclerosis(®**), de la obesidad(®) y dal

cancer(578),

Por otra parte es bien conocida la asociacion en-
tre niveles elevados de andrégenos vy alteraciones
en la funcion reproductiva de la mujer(®'®"-?), Una
hiperfuncion de la glandula suprarrenal produce un
aumento importante en los niveles de DHEA-S la
cual, ademas de ser un androgeno débil, es sustrato
para la sintesis de andrégenos mas potentes('?). En
mujeres embarazadas con hiperandrogenismo se ha
reportado un aumento en la frecuencia de muerte
fetal(™) v experimentalmente se ha demostrado que
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la administracién de DHEA inhibe la blastogénesis
('5-1%), El efecto de la hiperandrogenemia podria ser
directo sobre el embrién y/o indirecto sobre el
endometrio o sobre el cuerpo liteo. Recientemente
se demostrd que la administracion de DHEA, duran-
te los primeros 4 dias de la prefiez en ratas, afecta
directamente la formacion del blastocisto pero no la
funcion del cuerpo lGteo(*®). Si el efecto es selectivo
para el embrién, un aumento en los niveles de la
DHEA durante cualquier pericdo de la prefiez, de-
beria afectar el nimero y el desarrollo normal de los
embriones. Este trabajo tiene como objetivo estu-
diar los efectos de la administracion de la DHEA,
durante las diferentes etapas de la prenez de la rata
(implantacién, embriogénesis y crecimiento fetal),
sobre el desarrollo del embridn.

MATERIALES Y METODOS

Animales:

Se utilizaron ratas Wister con un peso promedio
de 200 =10 gr, colocadas en jaulas individuales con
comida y agua a voluntad. El dia del proestro, las
ratas se aparearon con machos de fertilidad proba-
da y a la mafiana siguiente, se corroboré la presen-
cia de espermatozoides en la vagina. Este dia se
consideréd como el primer dia de la prefez.

Esteroide:

La solucién de dehidroepiandrosterona (Merck),
se prepard en etanol y aceite de maiz comercial (1:9),
se administré por via subcutanea en un volumen de
0.1 ml, y la dosis utilizada fue de 20 mg/Kg de peso.

Experimentos:

A. Se conformaron 3 grupos de ratas prenadas;
en cada grupo la mitad de las ratas fueron tratadas
con DHEA a dosis de 20 mg/Kg de peso (experi-
mentales) y las restantes, fueron inyectadas con el

vehiculo (controles). Los dias seleccionados para:

administrar la DHEA, corresponden a las etapas del
desarrollo embrionario descritas para los roedores('’)
y fueron los siguientes:

Grupo I: conformado por 12 ratas prefiadas, las
cuales fueron inyectadas, durante los dias 57 al 82
de la prefiez. Durante este intervalo de tiempo, el
embrion en estadio de blastocisto llega al (tero y se
implanta en el endometrio (etapa de implantacién).

Grupo lI: conformado por 12 animales, los cua-
les fueron inyectados durante los dias 9% al 14 de la
prefiez. Durante este periodo el embrion ya implan-
tado experimenta su desarrollo embrionario tempra-
no (etapa correspondiente a la embriogénesis).
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Grupo lll: constituido por 16 ratas, las cuales fue-
ron inyectadas durante los dias 152 al 192 de la pre-
fiez. Este lapso de tiempo corresponde a la dltima
etapa de la prenez en la cual ocurre el crecimiento
fetal.

El dia 20 de la prefiez, los animales de todos los
grupos fueron pesados y sacrificados por sobredosis
de éter. Luego de una incision en la regidon pélvico-
abdominal se les extrajeron los cuermos uterinos;
estos se libraron del tejido graso adyacente y se
pesaron en una balanza de precision (Mettler, H5).
Posteriormente se procedio a colocar las muestras
en el liquido fijador (Bouin) y al cabo de 72 horas, se
disecd la pared del Utero y se pesaron individual-
mente. Los fetos fueron examinados bajo la lupa
estereoscépica a fin de establecer la normalidad o
anormalidad de su conformacion externa.

B. Para descartar un posible efecto directo de la
DHEA sobre el endometrio, se conformé un grupo
de 10 ratas prenadas: 5 fueron inyectadas con DHEA
(20 mg/Kg de peso) y 5 con el vehiculo (control),
durante los dias previos a la implantacion (dias 12 al
4% de la prefnez).

Al 5% dia los animales se sacrificaron, se les ex-
trajeron los cuernos uterinos e inmediatamente des-
pués, los Gteros fueron fijados y preparados para su
estudio histoldgico.

Preparacion del tejido para microscopia optica:

Luego de fijado, el tejido fue deshidratado, inclui-
do en parafina y cortado a 5 micras de espesor. Pos-
teriormente, los cortes se colorearon con hema-
loxilina y eosina y se observaron en un microscopio
Zeiss Standard.

Analisis estadistico:

El peso de los uteros, asi como el nimero y el
peso de los fetos, obtenidos en cada grupo de ra-

" tas, se reporté como el valor promedio de cada uno

con su respectivo error estandard de la media (

- -ESM). La significacion estadistica de la diferencia

entre el grupo experimental y el grupo control fue
calculada usando la prueba «t» de Student.

RESULTADOS

Efecto de la administracion de la DHEA durante
la etapa de la implantacién:

Al examinar macroscopicamente los cuernos
uterinos, obtenidos de las ratas que fueron tratadas
con la DHEA durante los dias 5° al 8%, no se obser-



varon fetos a término sino ligeros abultamientos, los
cuales al ser disecados y observados bajo la lupa
estereoscopica, resultaron ser pequefias masas
friables de dificil manipulacién (Figura 1). Como se
puede observar en el Grafico 1, el peso promedio
de los Uteros de las ratas tratadas con la DHEA fue
de 0,9858x0,31 gr, cifra significativamente menor que
la obtenida en su correspondiente grupo control
(44,70+2,96 gr) en el cual se obtuvieron fetos a tér-
mino y viables. Para determinar si el defecto en el
desarrollo del embrién pudiera ser ocasionado por
algin efecto de la DHEA sobre el endometrio, se
compard histolégicamente el endometrio de las ra-
tas tratadas con la DHEA durante los 4 primeros dias
de la prefiez con el de ratas prefiadas no tratadas
con la DHEA. La observacién microscépica indica
que no existen diferencias histolégicas entre el
endometrio de las ratas tratadas y sus respectivos
controles (Figuras 2a y 2b).

Efecto de la administracion de la DHEA durante
la etapa de la embriogénesis:

Al estudiar los cuerpos uterinos de las ratas tra-
tadas con la DHEA durante los dias 8 al 142 de la
prefiez, tampoco se obtuvieron fetos a término; sélo
se encontraron pequefios botones embrionarios, los
cuales al ser observados bajo microscopio este-
reoscopico resultaron ser acimulos de material semi-
solido, sanguinolento y dificil de manipular (Figura
3). Como se muestra en el Grafico 1, el peso pro-
medio de los (teros de las ratas tratadas fue de ape-
nas 1,10+,87 gr, que comparado con el peso pro-
medio obtenido para los (teros del grupo control
(46,73+£3,66 gr) fue significativamente menor
(p<0,001).

Efecto de la administracion de la DHEA durante
la etapa de crecimiento fetal: '

Al examinar los cuernos uterinos de las ratas tra-

tadas con la DHEA, durante los dias 14% al 192 de |a
prefiez, pudo detectarse un estado de gravidez evi-
dente, con un promedio de 9,2+2,0 fetos vivos por
animal. Esta cantidad no difirié del nimero obtenido
en el grupo de control, el cual presentd un promedio
de 10,5+1,5 fetos vivos por rata. Segln puede apre-
ciarse en el Grafico 1, el peso promedio de los dte-
ros de las ratas tratadas fue de 31,20+1,99 gr, en
tanto que el obtenido en el grupo de control fue de
45,34+2,01 gr. La diferencia fue estadisticamente
significativa (p<0,005). A fin de descartar que |a dis-
minucidn del peso uterino, obtenida en los animales
tratados, pudiera deberse a una reduccién global del
peso corporal, se calculé el peso uterino relative
(peso uterinox100/peso corporal). En el grupo ex-
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perimental el peso uterino relativo fue de 11,35%,
mientras que en el grupo control fue de 16,63%; esto
indica que la reducciéon en el peso uterino no fue
debida a una reduccién del peso corporal pero si-a
una disminucién en el peso de los fetos, lo cual fue
comprobado al pesar individualmente cada uno de
ellos. El peso promedio de los fetos provenientes
del grupo experimental fue de 1,84+0,069 gr, en tanto
que para el control fue de 2,110,032 gr; la diferen-
cia fue altamente significativa (p<0,0001).

Al examen estereoscopico, los fetos obtenidos
de las ratas tratadas con la DHEA, no mostraron
anormalidades anatémicas ni anomalias del desa-
rrollo externo; las caracteristicas morfolégicas de la
cabeza, el torax, el abdomen, las extremidades an-
teriores y posteriores y la cola, fueron similares a
aquéllas observadas en los fetos procedentes de las
ratas controles (Figuras-4a y 4b).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo, auna-
dos a los ya reportados('*'®), indican que un aumento
en los niveles de la DHEA durante cualquier periodo
de la prenez de la rata, tiene un efecto inhibitorio
sobre el desarrollo del embrién. Un efecto similar de
la DHEA tambiéen ha sido descrito en tejidos hemato-
poyéticos de roedores('), en los cuales se describe
inhibicién de la linfocitopoyesis pero no de la
mielopoyesis; los mecanismos que definen esta
especificidad se desconocen(*).

Cuando la DHEA se administro durante los dias
correspondientes a la etapa durante la cual ocurre
la implantacién, el embrién no se desarrollé a pesar
de la existencia de un endometrio histolégicamente
normal. La presencia de los botones embrionarios
en los cuernos uterinos nos permite sugerir que los
blastocistos se implantaron pero los niveles eleva-
dos de la DHEA inhibieron su desarrollo. Este efecto

- inhibitorio directo y aparentemente selectivo de la

DHEA sobre las células embrionarias, también se

" presento cuando ésta se administré durante la eta-

pa posterior a la implantacion (etapa de embrio-
génesis). En este periodo del desarrollo, los Uteros
de las ratas tratadas con la DHEA presentaron pe-
quenos botones embrionarios atrofiados, que con-
trastaron con los fetos a término obtenidos de las
ratas controles.

Cuando la DHEA se administré durante el dltimo
periodo de la prefiez, también se observd un efecto
inhibidor sobre el crecimiento fetal, puesto de mani-
fiesto por una reduccion significativa en su peso. El
hecho de que las caracteristicas morfolégicas ma-
croscopicas no se hayan alterado sugiere que, du-
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rante este periodo, las células embrionarias esta-
rian lo suficientemente diferenciadas y por lo tanto,
parecerian ser menos susceptibles a la accién de la
DHEA. La reduccién en el peso de los fetos por el
efecto de la administracién de la DHEA, podria
atribuirsele a una posible disminucién en el nimero
o en la velocidad de las divisiones celulares. Este

Grafico 1

hecho probablemente sea debido a una falla en la
duplicacion del ADN, ya que experimentalmente se
ha demostrado que la DHEA inhibe la glucosa o
fosfato dehidrogenasa, lo cual limita la sintesis-de
las pentosas, indispensables para la duplicacion de
este acido nucleico(®"), condicidn previa necesaria
para que ocurra la mitosis.

Efecto de la administracion de 20 mg/kg de DHEA
sobre el desarrollo embrionario en ratas
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Grupo I: Ihyecladas los dias 52 a 82 de prefez (implantacion).
Grupo lI: Inyectadas.los dias 92 a 142 de prenez (embriogénesis).
Grupo lll: Inyectadas los dias 152 a 192 de prefnez (crecimiento fetal).

* p <0.005 vs Control.
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Figura 1

Cuernos uterinos de ratas control (C) y experimental (E).

Notense los pequeinos abultamientos (flechas) en el utero de la rata ex-
perimental tratada con DHEA durante el periodo de implantacion.
(Lupa estereoscopica x0.5)
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Figuras 2ay 2b

Cortes histologicos de la mucosa uterina (endometrio) de rata
experimental (2a) y control (2b).

No se observaron diferencias microscopicas entre ambas. E: epitelio;
flechas: figuras mitoticas; C: corion; V: vasos; G: glandulas.
Coloracion: Hematoxilina eosina.

Microscopio optico x250.
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Figura 3

Botdon embrionario obtenido de una rata experimental,
tratada con DHEA durante el periodo de la embriogénesis y sacrificada el

dia 202 de la preiiez.
Microscopio optico x20.
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Figuras 4ay 4b
Vistas lateral (4a) y frontal (4b) de fetos coniroles (C) y experimentales

(E) tratados con DHEA durante el periodo de crecimiento fetal.
Lupa estereoscopica x2.
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