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Abreviaturas 

 

α-MSH: Melanotrofina alfa 

ACTH: Adrenocorticotrofina 

AE: Anestro 

CRH: Hormona liberadora de corticotrofina 

DE: Diestro 

E: Estro 

E2: Estradiol 

HAD: Hormona antidiurética 

HHA: Hipotálamo-hipofisario-adrenal 

MC2R: Receptor de melanocortina tipo 2 

P4: Progesterona 

PE: Proestro 

POMC: Proopiomelanocortina 

REα: Receptor de estrógenos alfa 

T: Testosterona 

Ph-: Fotoperiodo negativo 

Ph+: Fotoperiodo positivo 

PVN: Núcleo Paraventricular 
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Resumen 

 

El dimorfismo sexual tanto morfológico como funcional del eje hipotalamo-hipofisario-

adrenal ha sido descripto en diversas especies; así como también existen reportes acerca 

de la influencia de la estacionalidad sobre dicho eje.  Sin embargo, no existen estudios 

que analicen estas caracteristicas en el perro. Por lo tanto el objetivo del presente estudio 

fue determinar si en el perro existen variaciones en las hormonas del eje HHA 

(adrenocorticotrofina [ACTH], melanotrofina-alfa [α-MSH] y cortisol) de acuerdo al sexo, 

estatus gonadal (castrado o no) y al fotoperiodo (positivo o negativo) en condiciones 

basales (anestro) y durante el ciclo estral. 

 Asimismo se propuso evaluar  si en el perro existe dimorfismo sexual morfológico del 

área corticotropa de la hipófisis y de la zona fascicular de la corteza adrenal; y si el mismo 

se ve afectado por la estacionalidad. Además se evaluó si el receptor de estrógenos alfa 

(REα) se expresa en los tejidos mencionados y si el receptor de progesterona (RP) se 

expresa en la zona fascicular adrenal. 

En el caso del análisis hormonal, la población de estudio consistió en perras no castradas 

(n=11), perros machos no castrados (n=6), machos castrados (n=5) y hembras castradas 

(n=6).   

El estudio morfológico se realizó mediante un análisis inmunohistoquímico en hipófisis y 

adrenales obtenidas en fotoperiodo negativo (hembras [n=7] y machos [n=7]) y en 

fotoperiodo positivo (hembras [n=7] y machos [n=7]), para ACTH en hipófisis, y para REα, 

el RP y el receptor para ACTH (melanocortin-2-receptor, MC2R)  en la glándula adrenal. 

Se realizó una doble inmunofluorescencia para poder co-localizar al REα y a la ACTH 

(para poder identificar si las células corticotropas expresan dicho receptor). En hipófisis se 

analizó la proporción de células corticotropas por campo,  su área celular, citoplasmática y 
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nuclear, y la densidad óptica de su inmunomarcación. La expresión del REα y RP se 

analizó mediante la proporción de células positivas por campo y la del MC2R mediante la 

densidad óptica. 

En condiciones basales (machos castrados y no castrados, hembras castradas y hembras 

en anestro) la ACTH, la α-MSH y el cortisol no se vieron afectados por el sexo ni el 

estatus gonadal. Por el contrario, el cortisol se encontró más elevado en el fotoperiodo 

negativo que en el positivo en todos los grupos (P<0.05), excepto en las hembras en 

anestro. Durante el ciclo estral,  todas las hormonas estudiadas presentaron variaciones 

(P<0.0001). Las mayores concentraciones de ACTH se observaron en el proestro, 

mientras que la α-MSH y el cortisol presentaron las máximas concentraciones en el estro. 

Las tres hormonas disminuyeron en el diestro. La ACTH y el cortisol se encontraron más 

elevadas en el fotoperiodo negativo (P=0.04 and P<0.0001, respectivamente), mientras 

que la  α-MSH fue mayor en el fotoperiodo positivo (P=0.012). En el grupo de perras no 

castradas, el estradiol y la progesterona correlacionaron con la ACTH (r=0.75, P<0.0001; 

r=0.34, P<0.01, respectivamente), α-MSH (r=0.49, P<0.0001; r=0.52, P<0.0001, 

respectivamente) y el cortisol (r=0.33, P<0.01; r=0.5, P<0.0001, respectivamente).  

A partir del análisis morfológico se encontró que las hembras presentaron mayor cantidad 

de células corticotropas/totales por campo en ambos fotoperiodos (p<0.01). El área celular 

y citoplasmática de las mismas fue mayor en hembras que en machos en ambos 

fotoperiodos (p<0.001). No se encontraron diferencias significativas en estos parámetros 

entre estaciones para ninguno de los sexos. La densidad óptica de las células 

corticotropas fue mayor en hembras que en machos en ambos fotoperiodos (p<0.001); así 

como también fue mayor en fotoperiodo negativo que en fotoperiodo positivo en ambos 

sexos (p<0.001). El REα  fue identificado en la zona fascicular adrenal, siendo su 

expresión mayor en hembras que en machos (p<0.001). La densidad óptica de la 
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inmunomarcación para MC2R fue mayor en hembras que en machos (p<0.001). No se 

encontró inmunomarcación para RP. En ambos sexos la expresión de los dos receptores 

fue mayor en fotoperiodo negativo (p<0.001). El REα fue identificado en algunas células 

corticotropas, pero dada su baja expresión no se realizó un análisis cuantitativo. 

Estos resultados evidencian que existe dimorfismo sexual tanto morfológico como 

funcional del eje HHA en el perro. Asimismo es la primera vez que se identifica la 

expresión del REα en las corticotropas y corteza adrenal en dicha especie, postulándose 

un sitio de acción para el estradiol. De esta forma el estradiol podría tener un rol regulador 

sobre el eje HHA. Asimismo se obsevaron variaciones morfológicas y hormonales entre 

fotoperiodos, que podrían relacionarse con adaptaciones climáticas o metabólicas; las 

cuales quedan pendientes de estudio.   
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Summary 

 

The morphological and functional sexual dimorphism of the hypothalamic-pituitary-adrenal 

axis (HPA) has been described in various species. There are also some reports about the 

seasonal variations of this axis. However there are no studies about sexual dimorphism 

and seasonal variations of this axis in the dog. Thus the objective of this study was to 

determine whether there are variations in the dog´s HPA hormones (adrenocorticotrophin 

[ACTH], alfa-melanocyte-stimulating hormone [α-MSH] and cortisol) according to the sex, 

gonadal status (neutered or not) and photoperiod (positive or negative) in basal condition 

(like anoestrus) and along the oestrous cycle.  

Furthermore, this study evaluated if the dog shows morphological sexual dimorphism of 

the corticotroph area of the pituitary gland and zona fasciculata of the adrenal gland; and 

determined whether these tissues show seasonal variations. The expression of oestrogen 

receptor alpha (ERα) in the corticotroph cells and zona fasciculata was also evaluated, as 

well as the progesterone receptor (PR) in the fasciculate zone. 

In the hormonal assay, the population under study consisted in intact females (n=11), 

intact males (n=6), neutered males (n=5) and neutered females (n=6).   

The morphological study was performed by means of an immunohistochemical analysis of 

pituitary and adrenal glands obtained in negative photoperiod (females [n = 7] and males 

[n = 7]) and positive photoperiod (females [n = 7] and males [n = 7]) for ACTH in the 

pituitary gland and for ERα, PR and for the ACTH receptor (melanocortin-2-receptor, 

MC2R) in the adrenal gland. Double immunofluorescence was performed to identify ERα 

in corticotrophs. The pituitary gland analysis included the proportion of corticotrophs per 

field, corticotroph cellular, nuclear, and cytoplasmic area, and their optical density. The 
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REα and PR expression was evaluated by the proportion of positive cells per field, and 

MC2R expression was evaluated through the optical density. 

In basal condition (intact males, neutered males, neutered females and intact females in 

anestrus) ACTH, α-MSH and cortisol were not affected by the sex or the gonadal status. 

By contrast, cortisol showed greater values in negative photoperiod than in positive in all 

the studied groups (P<0.05) except for the intact females in anestrus. Along the oestrous 

cycle, all the studied hormones showed variations (P<0.0001). The greatest 

concentrations of ACTH were observed at proestrus, while α-MSH and cortisol showed 

their greatest concentrations at oestrus. The three hormones decreased in diestrus. ACTH 

and cortisol concentrations were higher at negative photoperiod (P=0.04 and P<0.0001, 

respectively), while α-MSH concentrations were higher at positive photoperiod (P=0.012), 

In the group of females oestradiol and progesterone correlated with ACTH (r=0.75, 

P<0.0001; r=0.34, P<0.01, respectively), α-MSH (r=0.49, P<0.0001; r=0.52, P<0.0001, 

respectively) and cortisol (r=0.33, P<0.01; r=0.5, P<0.0001, respectively). 

The morphological study revealed that females had a greater proportion of corticotroph 

cells/total cells per field (p < 0.01). Both cellular and cytoplasmic areas of these cells were 

greater in females than in males in both photoperiods (p < 0.001). No significant 

differences were found for these parameters between photoperiods in either sex. Optical 

density of corticotrophs was greater in females than males in both photoperiods (p < 

0.001) and greater in negative photoperiod than in positive photoperiod for both sexes (p < 

0.001). ERα was identified in the adrenal zona fasciculata and expressed at higher levels 

in females than in males (p < 0.001). The optical density of MC2R immunostaining was 

greater in females than in males (p < 0.001). Immunostaining for PR was not found. The 

expression of both receptors was greater in negative photoperiod in both males and 
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females (p < 0.001). ERα was identified in some corticotrophs; however, a quantitative 

analysis was not conducted because of low expression.  

These results provide evidence that the dog shows both morphological and functional 

sexual dimorphism of the HPA axis. Furthermore, these findings are the first to 

demonstrate ERα expression in corticotrophs and the adrenal cortex in this species, 

suggesting a site for oestradiol action. Binding to its receptor, oestradiol could exert a 

regulatory action on the HPA axis. There are also hormonal and morphological differences 

between photoperiods, which could be related to climatic or metabolic adaptations that 

remain to be studied.   
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III. INTRODUCCIÓN 
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I) INTRODUCCIÓN 

 

I.-A. Eje Hipotálamo-hipofisario-adrenal 

 

El eje Hipotálamo- hipofisario-adrenal (HHA) se encuentra constituido por tres tejidos que 

presentan distintas características embriológicas, anatómicas, histológicas y fisiológicas 

(Panagiotakopoulos y Neigh, 2014); las cuales es necesario conocer para tener una visión 

integral del mismo.  

 

I.-A.1-Hipotálamo 

 

Embriología 

 

En el proceso de gastrulación se establecen las tres capas germinales en el embrión: el 

endodermo, el mesodermo y el ectodermo. 

El ectodermo que se encuentra sobre  la notocorda (cordón conformado por células 

prenotocordales derivadas del epiblasto) forma la placa neural; denominándose entonces, 

neuroectodermo. Los bordes de la placa neural se elevan y pliegan hasta fusionarse, 

conformando el tubo neural (Sadler, 2005). 

A partir del extremo cefálico del tubo neural, se forman las tres vesículas cerebrales 

primarias: prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo. Posteriormente el prosencéfalo se 

subdivide en telencéfalo y diencéfalo, mientras que el rombencéfalo se subdivide en 

metencéfalo y mielencéfalo (Fig.1).  

El diencéfalo consiste en una placa del techo y dos placas alares, careciendo de placas 

de piso y basales. A partir de la placa del techo se forma la epífisis; mientras que una 
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hendidura divide a las placas alares en una porción dorsal, el tálamo; y una porción 

ventral, el hipotálamo (Altman y Bayer, 1978). 

El hipotálamo se diferencia en varios grupos neuronales que actúan como centros de 

regulación de distintas funciones del organismo. 

 

 

 

Fig.1. Esquemas del desarrollo del sistema nervioso central en el ratón.  

(A) Vista lateral del tubo neural, (B) Divisiones en las primeras vesículas cerebrales (F: 

cerebro anterior o prosencéfalo, M: cerebro medio o mesencéfalo, H: rombencéfalo, SpC: 

médula espinal), (C) El prosencéfalo da lugar al diencéfalo (D). (D) Las vesículas 

cerebrales continúan diferenciándose, (E) El diencéfalo continúa diferenciándose y forma 

el tálamo (Th) y el hipotálamo (PPHy). (Ref. Puelles et al, 2013)  
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Anatomía 

En mamíferos, el hipotálamo se encuentra ventral al tálamo y forma las paredes laterales 

y piso del tercer ventrículo. Se encuentra limitado en dirección rostral por el quiasma 

óptico, hacia ambos lados por las cintillas ópticas y hacia caudal, por los cuerpos 

mamilares (Fig.2). Se reconocen cuatro regiones rostro-caudales: preóptica (en la que se 

encuentra el núcleo preóptico), anterior o supraóptica (en la que se encuentran los 

núcleos supraóptico y paraventricular, y el área hipotalámica anterior) tuberal (en la que 

se encuentran los núcleos arcuato, tuberal, dorsomedial y ventromedial) y mamilar (en la 

que se encuentran los núcleos hipotalámico posterior y mamilar); y tres regiones medio-

laterales: periventricular, medial y lateral. La región periventricular contiene a los núcleos 

paraventricular, arcuato, supraquiasmático y periventricular; la región medial contiene a 

los núcleos preóptico medial, hipotalámico anterior, dorsomedial, ventromedial y mamilar. 

La región lateral está constituida por el area preóptica y el área hipotalámica lateral 

(Netter, 2010; Szarek et al., 2010).   

 La zona que forma el piso del tercer ventrículo se llama eminencia media; la misma 

constituye la interfase anatómica entre vías nerviosas centrales y la hipófisis. La 

eminencia media consiste en una franja de tejido que se extiende hacia la pars tuberalis 

de la adenohipófisis y  se comunica con la neurohipófisis a través del tallo infundibular 

(Palkovitz, 1987; Kobayashi et al., 1999) (Fig.3). 

El hipotálamo se encuentra ocupado por una matriz difusa de células que constituyen la 

sustancia gris central, en la cual se encuentran  masas nucleares más o menos 

diferenciadas, denominadas núcleos o áreas hipotalámicas.  
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Fig.2. El hipotálamo y los núcleos hipotalámicos en un corte sagital. Se observa su 

relación con el quiasma óptico (en rostral), el tálamo (en dorsal), el haz mamilo-talámico 

(en caudal) y la hipófisis (en ventral). (Ref. Netter, 2010).  

 

 

Histología 

 

Como se mencionara previamente, el hipotálamo se encuentra ocupado por los núcleos 

hipotalámicos; los cuales se encuentran conformados por neuronas. La comunicación 

entre estos núcleos y la hipófisis se produce mediante el tallo hipofisario (Fig.3).  Los 

núcleos paraventricular y supraóptico contienen neuronas magnocelulares que  proyectan 

sus axones hacia la neurohipófisis liberando oxitocina y hormona antidiurética o 

vasopresina (HAD) (Swanson y Sawchenko, 1983). Los mismos tienen redes capilares 
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muy extensas y las neuronas que los conforman se denominan “neuronas 

neurosecretoras”. Las neuronas parvocelulares (de menor tamaño que las 

magnocelulares) de éstos y otros núcleos hipotalámicos regulan la secreción de las 

hormonas hipofisarias, liberando factores de liberación o inhibición en la zona de la 

eminencia media, en forma contigua a la red capilar primaria del sistema porta hipofisario 

(Yeung et al., 2006) (Fig.4). La hormona liberadora de corticotrofina (CRH), que estimula 

la secreción de ACTH en la hipófisis (ver sección “Fisiología”), es producida en el núcleo 

paraventricular. Este núcleo, además de estar conformado por neuronas parvocelulares y 

magnocelulares neurosecretoras, contiene neuronas de larga proyección que comunican 

con regiones del cerebro posterior y médula espinal (Handa y Weiser, 2014). 
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Fig.3. Corte histológico a nivel de hipotálamo, hipófisis y tejidos circundantes (coloración 

en bloque; Luxol-fast blue-PAS). Se observa al hipotálamo formando el piso del tercer 

ventrículo, y en relación al quiasma óptico, cuerpo mamilar y a la hipófisis; con la que se 

comunica mediante el tallo hipofisario (pituitary stalk). (Ref. Mills, 2007) 
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Fig.4. Esquema de la proyección de las neuronas de los nucleos hipotalámicos (PVN: 

paraventricular, SON: supraóptico, ARC: arcuato, SCN: supraquiasmático, POA: área 

preóptica) hacia a la eminencia media (ME), donde comunican con los vasos del sistema 

porta-hipofisario y hacia la pars nervosa (PN). OC: quiasma óptico, PT: pars tuberalis, PD: 

pars distalis, PI: pars intermedia. (Ref. Norris, 2007) 

 

 

Fisiología 

 

En los núcleos paraventricular y supraóptico las neuronas magnocelulares producen 

oxitocina y HAD (Szarek et al., 2010).  Estas hormonas se unen a proteínas 

transportadoras (neurofisinas) y son transportadas en gránulos electrodensos a través de 

los axones del haz hipotálamo-hipofisario hacia la neurohipófisis. A partir del sistema de 
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vasos sanguíneos de la neurohipófisis, estas hormonas son secretadas al torrente 

sanguíneo (Norris, 2007). La oxitocina estimula las contracciones uterinas durante el parto 

e interviene en el proceso de secreción de la leche durante la lactancia. La misma es 

secretada en respuesta a la succión del pezón o la distensión del cuello uterino durante el 

parto. 

La HAD tiene distintas funciones según el tipo de receptor al que se una, estimulando la 

vasoconstricción arteriolar o actuando a nivel renal, favoreciendo la reabsorción de 

líquido. Esta hormona es secretada en respuesta al aumento de la osmolaridad 

plasmática o a la disminución marcada de la volemia (mayor al 10%) (Ring, 2005). 

Las neuronas parvocelulares de los mencionados núcleos y de otros núcleos 

hipotalámicos sintetizan las hormonas liberadoras o inhibidoras de las hormonas 

adenohipofisarias (Szarek et al., 2010). A partir de los somas neuronales, estas hormonas 

son transportadas mediante los axones hacia la eminencia media, donde son liberadas, 

ingresando al sistema porta hipofisario. Entre ellas se encuentran: la hormona liberadora 

de la hormona de crecimiento (GHRH), la hormona inhibidora de la hormona de  

crecimiento (GHIH) o somatostatina, la hormona liberadora de tirotrofina (TRH), la 

hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), la amina inhibidora de prolactina 

(dopamina) y la hormona liberadora de corticotrofina (CRH) (Scanes et al., 2005; Perez 

castro et al., 2012).  

El hipotálamo no sólo regula funciones endócrinas sino que actúa como un centro 

integrador, recibiendo estímulos sensoriales del ambiente externo (por ejemplo, la luz, 

temperatura, etc.) y la información sobre el medio interno (por ejemplo, la tensión arterial, 

la osmolaridad, PH, etc.) generando respuestas autónomas.   

A fines de comprender la fisiología del eje HHA, se detallará el funcionamiento del núcleo 

paraventricular en relación a dicho eje. 
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El nucleo paraventricular recibe e integra la información relacionada al stress, proveniente 

de distintas fuentes. La CRH  es la hormona que inicia la respuesta del eje HHA frente a 

estos estímulos estresores; estimulando a su vez al área corticotropa de la hipófisis para 

secretar adrenocorticotrofina (ACTH) (Bousquet et al., 1997). Los efectos de la CRH en la 

hipófisis son mediados por los receptores de tipo 1 (CRH-R1) (Chen et al., 1993). La 

cantidad de receptores disponibles en la hipófisis puede modificarse en condiciones 

fisiológicas, generando variaciones en la respuesta de dicha glándula frente al estímulo de 

la CRH (por ejemplo, la CRH misma y la HAD, entre otros, disminuyen la expresión de 

estos receptores) (Panagiotakopoulos y Neigh, 2014). 

El núcleo paraventricular, también sintetiza HAD, la cual junto a la CRH estimula la 

síntesis y secreción de ACTH en la hipófisis, mediante su unión a receptores de tipo 3 

(V3) (Schlosser et al., 1994; Aguilera y Rabadan-Diehl, 2000). El gen que codifica para la 

HAD, presenta elementos de respuesta para el estradiol, el cual estimula la síntesis de 

dicha hormona, favoreciendo la activación del eje HHA  (Shapiro et al., 2000). Asimismo, 

la oxiticina, producida en este núcleo, estimula la secreción de ACTH (Handa y Weiser, 

2014). 

Las neuronas productoras de CRH se encuentran conectadas a células adrenérgicas del 

núcleo del tracto solitario (Kitazawa et al., 1987; Plotsky et al., 1989). Los estímulos 

estresores aumentan la liberación de noradrenalina en el PVN, favoreciendo la secreción 

de CRH y consecuentemente, de ACTH (Terrazzino et al., 1995; Itoi et al., 1999; Pacak, 

2000; Cole y Sawchenko, 2002).  

La serotonina también tiene un rol regulador sobre el núcleo paraventricular; 

expresándose distintos tipos de receptores para este neuropéptido en las neuronas 

parvocelulares. Según el tipo de receptor, los efectos de la serotonina son estimuladores 

o inhibidores del eje HHA (Zhang et al., 2002; Heisler et al., 2007; Lee et al., 2008; Garcia-
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Iglesias et al., 2013). Además, el efecto de la serotonina sobre el PVN puede ser 

modificado por el estradiol (Rossi et al., 2010). 

El núcleo paraventricular también se encuentra regulado, mediante sinapsis 

intermediaras, por estructuras como el hipocampo, la corteza prefrontal, la amígdala y el 

septum (Herman et al., 2003; Ulrigh-Lai and Herman, 2009) 

Finalmente, el cortisol, hormona efectora del eje HHA, ejerce un efecto inhibidor sobre la 

secreción de CRH al unirse a sus receptores en el núcleo paraventricular (Herman y 

Cullinan, 1997), o en forma indirecta, mediante su acción en el hipocampo (Handa y 

Weiser, 2014). 

En resumen, existen diversos factores reguladores del eje HHA que ejercen su acción a 

nivel hipotalámico, pudiendo estimular o inhibir a dicho eje, ya sea en forma directa o 

indirecta. 

 

 

I.-A.2- Hipófisis 

 

Embriología 

 

La hipófisis se desarrolla en dos partes distintas: la bolsa de Rathke, que consiste en una 

evaginación ectodérmica del techo del estomodeo (cavidad oral primitiva); y el infundíbulo, 

una prolongación o evaginación del diencéfalo proveniente del neuroectodermo (Gilbert, 

2000). La bolsa de Rathke, a partir de su origen en el estomodeo, crece hacia dorsal 

hasta perder su conexión con la cavidad bucal y quedar en pleno contacto con el 

infundíbulo (Fig.5).  Las células de la pared anterior de la bolsa de Rathke proliferan y 

conforman la adenohipófisis; paralelamente una prolongación de la misma crece a lo largo 
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del tallo del infundíbulo y lo rodea, conformando la pars tuberalis (Sasaki y Nishioka, 

1998).  La pared posterior de la bolsa de Rathke da lugar a la pars intermedia. Por otra 

parte, el infundíbulo origina el tallo infundibular y la pars nervosa (neurohipófisis) (Fig.5). 

La misma queda conformada por células de la glía y fibras nerviosas provenientes del 

hipotálamo. Dado de que el hipotálamo también tiene su origen en el diencéfalo, el mismo 

y la hipófisis desarrollan una relación vascular y neural estrecha. 

Cabe aclarar que, en forma más reciente, algunos autores proponen que la región 

glandular de la hipófisis se formaría a partir de una placoda adenohipofisaria (células de la 

cresta neural) que se desprendería del neuroectodermo, migraría antero-posteriormente y 

finalmente se adheriría al extremo del infundíbulo (Kawamura et al., 2002). 
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Fig.5. Desarrollo de la glándula hipófisis. Desarrollo de la adenohipófisis (A) a partir del 

ectodermo del estomodeo, mediante la  formación de la bolsa de Rathke (RP). Desarrollo 

de la neurohipófisis (NL) a partir del infundíbulo (I).  La pars intermedia se desarrolla en el 

punto de contacto entre la bolsa de Rathke y el infundíbulo (Ref. Dubois y  El Amraouri, 

1995).  

 

El desarrollo de los distintos tipos celulares de la hipófisis requiere de la interacción de 

numerosos factores de transcripción y de factores de crecimiento que se expresan tanto 

en la bolsa de Rathke como en la región ventral del diencéfalo (Perez Castro et al., 2012). 

En el proceso de morfogénesis intervienen factores como la proteína morfogénica ósea 4 

(BMP4), necesaria para la invaginación de la bolsa de Rathke, y el factor de crecimiento 

de fibroblastos 8 (FGF-8), entre otros (Ericson et al., 1998; Takuma et al., 1998; Treier et 

al., 1998; Davis y Camper, 2007; Zhu et al., 2007; Brinkmeier, 2009). Los factores de 

transcripción y de crecimiento juegan un papel esencial tanto en el desarrollo de la 

hipófisis como en la síntesis de hormonas (Suh et al., 2002; Davis et al., 2010); por lo que 

defectos en los genes que los codifican pueden ocasionar alteraciones tanto en el 

desarrollo hipofisario como en su funcionamiento (Ellsworth et al, 2009). Es importante 
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remarcar que el desarrollo de las células corticotropas involucra la acción de factores de 

transcripción distintos al resto de las líneas celulares hipofisarias (Taniguchi et al., 2002; 

Melmed, 2003) (Fig.6).  Asimismo, son el primer tipo celular hipofisario en completar su 

desarrollo. En el humano, las células corticotropas pueden ser identificadas a partir de la 

sexta semana de vida intrauterina (Dubois y  Hemming, 1991), mientras que en el perro lo 

son a partir del día 30 (Sasaki y Nishioka, 1998). 

 

 

 
 

Fig.6. Desarrollo hipofisario. A medida que se produce la ontogénesis de la hipófisis, las 

células precursoras, mediante la acción de distintos factores de transcripción se van 

diferenciando y dando lugar a los distintos linajes celulares. Nótese que las células 

corticotropas se desarrollan a partir de la acción de factores diferentes al resto de las 

líneas celulares (Ref. Melmed, 2003).  
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Conjuntamente al desarrollo celular, se produce el desarrollo de la vascularizacion de la 

hipófisis y del sistema porta hipofisario; distribuyéndose las células en relación a los 

capilares (Sasaki and Nishioka, 1998; Mollard et al., 2012) (Fig 7 y 8). Una vez que se 

completa la organogénesis, la hipófisis queda diferenciada en adenohipófisis y 

neurohipófisis (ver sección anatomía). 

 

 

 

 

Fig.7. Vascularización de la hipófisis. En la imagen de la izquierda se observa un 

esquema de la progresión en la distribución de las células secretoras de POMC, GH y LH 

en la hipófisis. En la imagen de la derecha se observa su distribución respecto a los 

capilares sanguíneos (Ref. Mollard et al., 2012) 
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Fig.8. Desarrollo de la hipófisis y vascularización en el perro. En la imagen de la izquierda 

se observa un corte histológico de la hipófisis de un feto de 45 días, coloreado con 

hematoxilina/eosina, 30X. La bolsa de Rathke (RL) todavía persiste y los lóbulos 

hipofisarios se están organizando (D: pars distalis, I: pars intermedia, N: neurohipófisis, T: 

pars tuberalis, M: eminencia media). En la imagen de la derecha se observa a mayor 

aumento (300X) la vascularización de la hipófisis a los 38 días de vida fetal. Las cabezas 

de flecha muestran los vasos portales entre la eminencia media y pars distalis. Las 

flechas indican capilares sanguíneos en la pars distalis (Sasaki and Nishioka, 1998)  
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Anatomía 

 

La hipófisis ocupa una depresión central del cuerpo del hueso esfenoides, llamada silla 

turca. Su techo es una extensión de la duramadre denominado diafragma de la silla turca, 

el cual se encuentra atravesado por el tallo hipofisario.  

Rostral a la hipófisis se encuentra el quiasma óptico (Fig.9), mientras que hacia dorsal se 

encuentra el hipotálamo; al cual se conecta mediante el tallo hipofisario.  
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Fig.9. Vista dorsal de la hipófisis del perro (imágenes superiores). Obsérvese su ubicación 

en la silla turca y su relación con el nervio óptico (rostral). También se observa la 

vascularización por parte de la arteria carótida interna. En las imágenes inferiores, se 

observa un corte sagital (izquierda) y un corte transversal (derecha) de una resonancia 

magnética nuclear, mostrando la ubicación anatómica de la hipófisis (flecha roja). (Ref. 

Mayer y Treuil, 2007) 
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La hipófisis puede dividirse, de acuerdo a un criterio embriológico, en dos grandes partes: 

la adenohipófisis y la neurohipófisis (Fig.10). La adenohipófisis consta de tres partes 

denominadas pars distalis, pars intermedia y pars tuberalis (Page, 1994; Amar and Weiss, 

2003). Cabe aclarar que la pars intermedia se encuentra presente en el perro, pero no así 

en muchos otros mamíferos. A su vez, la neurohipófisis está conformada por la pars 

nervosa, eminencia media y el tallo infundibular. La pars tuberalis de la adenohipófisis y el 

tallo infundibular de la neurohipófisis forman el mencionado tallo hipofisario (Page, 1994).   

La hipófisis se encuentra irrigada por las arterias hipofisarias que derivan de las arterias 

carótidas internas (Fig.9). En el tallo infundibular las arterias hipofisarias (superiores) 

forman la red capilar primaria. La misma confluye en varias venas porta, las cuales 

conectan a la red capilar secundaria a nivel de la pars distalis. Estos vasos drenan en las 

venas hipofisarias (Halasz, 1994) (Fig.4).  

En la neurohipófisis se encuentra la red capilar posterior, que también deriva de las 

arterias hiposarias (inferiores) y drena en las venas homónimas. A su vez, la red capilar 

posterior se conecta a la red capilar secundaria de la pars distalis. 

La pars intermedia de la adenohipófisis carece de irrigación directa (Holmes and Ball, 

1974; Bosje et al., 2002; Perez Castro et al., 2012). 
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Fig.10 Esquema de la hipófisis, ubicada en la silla turca del hueso esfenoides. Se observa 

su relación con el hipotálamo mediante el tallo hipofisario (pituitary stalk) y su 

organización en un lóbulo anterior y posterior. (Ref. Koeppen and Stanton, 2010). 
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Histología 

 

 

 

Fig.11. Corte histológico de la hipófisis de un perro, coloreado con hematoxilina/eosina. 

Se observan la pars nervosa (PN), pars intermedia (PI) y pars distalis (PD).  

 

 

La pars distalis (Fig. 11) se compone de células glandulares dispuestas en cordones o 

acúmulos, en contacto con una red de capilares fenestrados (Scanes et al., 2005). El 

tejido conectivo es escaso y se compone principalmente de una red de fibras reticulares y 

células de sostén epiteliales (células folículoestrelladas) (Inoue et al., 1999). Las células 

glandulares se clasifican en cromófilas y cromófobas.   Las células cromófilas pueden 

subdividirse en acidófilas (eosinófilas), aquellas que se tiñen intensamente con eosina al 

utilizar una coloración de hematoxilina/eosina;  y basófilas, aquellas que se tiñen con 
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hematoxilina (Norris, 2007).  Al utilizarse la coloración tricrómica de Mallory, el citoplasma 

de las células acidófilas se tiñe de rojo, y el de las basófilas, de azul. Asimismo, las 

células basófilas se tiñen intensamente con la coloración de Ácido periódico de Schiff 

(PAS), dado que las hormonas que producen son glicoproteínas.  

Dentro del grupo de las células acidófilas se encuentran las células somatotropas y 

lactotropas (productoras de hormona de crecimiento y de prolactina, respectivamente); 

mientras que en el grupo de las basófilas se encuentran las tirotropas, gonadotropas y 

corticotropas (células productoras de tirotrofina [TSH], hormonas folículoestimulante y 

luteinizante  [FSH y LH], y ACTH, respectivamente). 

Las células cromófobas son consideradas células acidófilas o basófilas que se encuentran 

en un periodo de inactividad, luego de la liberación de los gránulos que contienen 

hormonas; y deben su nombra a la falta de afinidad por los colorantes mencionados 

previamente.  

En mamíferos la pars tuberalis se encuentra en ventral de la eminencia media y se 

continúa con la pars distalis y pars intermedia; a su vez se encuentra conectada con el 

tercer ventrículo mediante procesos citoplasmáticos de los tanicitos (Wittkowski et al., 

1999; Norris, 2007). Se encuentra constituida por células específicas de la pars tuberalis, 

células foliculares y células similares a las de la pars distalis, rodeadas de tejido 

conectivo. Estas células están en contacto con los vasos del sistema porta hipofisario y 

con las terminales nerviosas de la eminencia media (Norris, 2007).  Las células similares 

a las de la pars distalis se encuentran principalmente en la región distal de la pars 

tuberalis, identificándose células gonadotropas y tirotropas. Las células foliculares son 

células pequeñas dispuestas en grupos de tipo no secretor, mientras que las células 

específicas son  células glandulares propias que difieren en sus características 

ultraestructurales de otros tipos celulares de la adenohipófisis (Wittkowski et al., 1999). Se 
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desconoce la naturaleza del/de los producto/s  secretado/s por estas células, aunque se 

ha reportado que al menos uno de estos productos estimularía la secreción de prolactina 

(Lafarque et al., 1998) 

La pars intermedia se encuentra conformada por una capa de cordones celulares, algunos 

de los cuales invaden la pars nervosa. Las células presentes en esta región son similares 

a las corticotropas y se denominan melanotropas. Las mismas sintetizan la hormona 

melanocitoestimulante o melanotrofina alfa (α-MSH) a partir de la proopiomelanocortina 

(POMC) (ver sección fisiología)  y reciben  terminales axonómicas del sistema 

dopaminérgico (Bosje et al., 2002; Perez Castro et al., 2012).  

La neurohipófisis está constituida por células gliales denominadas pituicitos, fibras 

nerviosas amielínicas que provienen de las neuronas secretoras del hipotálamo y un gran 

entramado de capilares. Las fibras nerviosas representan el haz hipotálamo-hipofisario, 

proviniendo los axones de las neuronas de los núcleos supraóptico y paraventricular 

(Swanson and Sawchenko, 1983; Perez castro et al., 2012). 

 

Fisiología 

 

Como se mencionara previamente, los estímulos estresores conducen a la liberación de 

CRH por parte del hipotálamo, la cual se une a su receptor hipofisario, estimulando la 

secreción de ACTH. La ACTH a su vez, estimula la síntesis y secreción de 

glucocorticoides en la glándula adrenal (Herman et al., 2003). Finalmente los 

glucocorticoides, ejercen su efecto en distintos tejidos, incluyendo a la hipófisis e 

hipotálamo, donde inhiben al eje HHA (feedback negativo) (Tsigos y  Chrousos, 2002; 

Bosje et al., 2002; de Bruin y col., 2008).  
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La CRH es la principal hormona reguladora de la síntesis y secreción de ACTH. Sin 

embargo, se ha demostrado que la HAD y la oxitocina, también son secretagogos de 

dicha hormona (Herman et al., 1990; Schlosser et al., 1994). Asimismo, la producción de 

ACTH es estimulada por citoquinas como las interleuquinas 1, 2 y 6, y el factor inhibidor 

de leucemia (LIF); y la Angiotensina II (Rivier y Vale, 1983; Mandrup-Poulsen et al., 1995; 

Bousquet et al., 1997; Li et al., 1999; Hanson et al., 2010); e inhibida por la dopamina, a 

través del receptor dopaminérgico D2, y la somatostatina (ss) por medio de sus 

receptores sst2, 3 y 5 (Saiardi y et al., 1997; de Bruin et al., 2009; Ferone et al., 2009; 

Theodoropoulou y Stalla, 2013). 

La ACTH es sintetizada por las células corticotropas, en la pars distalis de la 

adenohipófisis. Esta hormona deriva de un precursor, una macromolécula denominada 

POMC. La POMC es una prohormona, que según el tipo celular en el que se encuentre, 

es metabolizada por distintos sistemas enzimáticos, dando lugar a distintas hormonas o 

péptidos (Bosje et al., 2002; Tanaka et al., 2003). En las células corticotropas, la POMC 

sufre un clivaje por acción de la enzima convertasa tipo 1 (PC1), generando la lipotropina 

beta (β-LPH) y un fragmento intermediario, el cual es clivado nuevamente por la 

mencionada enzima para generar la ACTH (Tanaka, 2003) (Fig.12). La molécula de ACTH 

se encuentra constituida por 39 aminoácidos, de los cuales los primeros 24 aminoácidos 

son comunes a todas las especies. Frente a los estímulos previamente mencionados, las 

células corticotropas liberan ACTH a la circulación sanguínea, para ejercer su acción en la 

glándula adrenal mediante su unión al receptor de melanocortina tipo 2 (MC2R) 

(Panagiotakopoulos y  Neigh, 2014).  

En la pars intermedia se encuentran las células melanotropas, las cuales también 

sintetizan POMC. En estas células, la existencia de la enzima convertasa tipo 2 (PC2), 

permite realizar el clivaje de la ACTH en α-MSH (hormona estimulante de melanocitos o 
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melanotrofina) y CLIP (péptido intermedio semejante a corticotrofina; sin función 

conocida) (Tanaka, 2003) (Fig.12). La α-MSH es una hormona que estimula a los 

melanocitos (células presentes en la piel) a sintetizar melanina; lo cual genera un 

incremento en la coloración de la piel y el pelo. La secreción de  α-MSH es estimulada por 

la CRH. El principal factor regulador de la síntesis de α-MSH es la dopamina, quien tiene 

un efecto inhibitorio sobre la misma (Kemppainen et al., 1989; Castillo et al., 2008). 

Disminuciones en los niveles de dopamina se asocian con menor actividad de la enzima 

PC2, y conducen al aumento en la concentración de ACTH, debido al menor clivaje y 

síntesis de α-MSH. 
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Fig. 12. Diferente procesamiento de la proopiomelanocortina (POMC), según el sistema 

enzimático presente en cada tipo celular. En las células corticotropas se sintetiza ACTH, 

mientras que en las melanotropas se sintetiza α-MSH debido a la presencia de la 

convertasa tipo 2 (PC2) (Ref. Tanaka, 2003). 

 

 

Finalmente, es importante considerar que en el perro el ritmo secretor de ACTH y de 

cortisol no muestra el mismo patrón circadiano observado en otras especies, siendo la 

secreción de ACTH de forma esporádica en vez de pulsátil y rítmica (Kempanien y Sartin, 

1984; Castillo et al., 2009), del mismo modo que sucede con el cortisol. 
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I.-A.3- Glándulas adrenales 

 

Embriología 

 

Las glándulas adrenales se desarrollan en el mesodermo intermedio correspondiente al 

polo craneal del mesonefros. Durante la embriogénesis, las mismas se originan a partir de 

dos componentes distintos: el mesodermo que da lugar a la corteza, y el ectodermo, que 

da lugar a la médula (Panagiotakopoulos y  Neigh, 2014). 

Las células mesoteliales ubicadas entre la raíz del mesenterio y las gónadas proliferan y 

se introducen en el mesénquima. Allí se diferencian en células de citoplasma acidófilo que 

forman la corteza fetal de la glándula. Posteriormente, se produce una segunda oleada de 

células mesoteliales que rodean a la masa inicial y conforman la corteza adrenal definitiva 

(Fig.13). Esta última se diferencia en la zona glomerular y fascicular a partir del día 45 de 

la gestación (Sasaki y Nishioka, 1998). El desarrollo y la diferenciación de la corteza 

adrenal en las distintas zonas está regulada por la expresión de factores de transcripción 

como el Pref-1/ZOG, y el factor esteroideogénico-1 (Luo et al., 1994; Okamoto et al., 

2000).  Luego del nacimiento, la corteza fetal sufre una regresión, quedando sólo su capa 

externa, la cual se diferencia en la zona reticular. Por otra parte, a medida que se 

desarrolla la corteza adrenal, algunas células derivadas de la cresta neural, invaden a la 

misma, organizándose en cordones y acúmulos. Estas células originan a la médula 

adrenal (Mesiano y Jaffe, 1997).  
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Fig.13. Desarrollo de la glándula adrenal del perro. Imagen de un corte histológico de la 

glándula adrenal a los 38 días de vida fetal (100x). Se observa la corteza definitiva en la 

periferia (DC) y la corteza transitoria o fetal (FC) hacia el centro (Ref. Sasaki y Nishioka, 

1998) 

 

 

Anatomía 

 

En el perro, las glándulas adrenales se ubican en el tejido retroperitoneal a lo largo de los 

polos craneales medios de los riñones (Evans y de Lahunta, 2013). Se encuentran 

craneal a los vasos renales y dorsolateral a la aorta o vena cava (según se trate de la 

glándula izquierda o derecha, respectivamente); encontrándose la adrenal derecha más 

hacia craneal que la izquierda. La glándula adrenal izquierda se encuentra ventral al 

proceso transverso de la segunda vértebra lumbar y el musculo psoas menor. Se 

relaciona hacia medial con la arteria aorta abdominal, hacia lateral con el riñón, hacia 

ventral con el bazo y caudalmente con la arteria y vena renales. La glándula adrenal 

derecha se encuentra próxima al hilio renal, debajo de la última costilla. Se relaciona 
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medialmente con la vena cava caudal, ventrolateralmente se encuentra cubierta por el 

riñon, y cranealmente se encuentra cubierta por el hígado (Kealy et al., 2011) (Fig. 14).  

Las glándulas adrenales se componen de corteza y médula. La primera es de color 

amarillento debido a su alto contenido en lípidos, mientras que la segunda es de color 

rojizo debido a la presencia de una abundante red de venas. 

Las glándulas adrenales son irrigadas por ramas de vasos sanguíneos adyacentes como 

la arteria aorta, arterias renales, la arteria frenicoabdominal, las arterias lumbares y la 

arteria mesentérica craneal (Evans y de Lahunta, 2013). 

 

 

Fig. 14. Esquema de la ubicación anatómica de las glándulas adrenales, vista ventral 

(Ref. Evans y de Lahunta, 2013).  
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Histología 

 

Las glándulas adrenales se encuentran rodeadas de una cápsula de tejido conectivo, a 

partir de la cual nacen trabéculas que se dirigen hacia la corteza adrenal. Por las mismas 

discurren vasos sanguíneos y fibras nerviosas hacia la médula. 

La corteza adrenal se encuentra dividida en tres zonas concéntricas: la zona glomerular, 

la zona fascicular, y la zona reticular (Ehrhart-Bornstein et al., 1998) (Fig. 15).  

La zona glomerular se encuentra conformada por células pequeñas organizadas en 

grupos redondeados o arcos. 

La zona fascicular es la más extensa de las tres. Se organiza en cordones o columnas 

celulares. Entre estos cordones se encuentran capilares fenestrados con disposición 

radial. Las células son grandes y poliédricas, con un citoplasma levemente acidófilo y gran 

cantidad de espacios vacuolares, debido al alto contenido lipídico (el cual se pierde 

durante la preparación histológica). Es por esto que las células presentan un aspecto 

“esponjoso” y se denominan “espongiocitos”. 

La zona reticular está compuesta por un retículo de cordones celulares anastomosados, 

separados por sinusoides. Las células son redondeadas o poliédricas, con citoplasma 

eosinófilo y escasas gotas de lípidos. 

No existe un límite bien definido entre la corteza y la médula adrenal. Esta última se 

compone de cordones celulares, entre los que se encuentran capilares y vénulas (Fig. 

15). El citoplasma contiene gránulos que se tiñen de color pardo luego de la fijación para 

métodos de coloración con tinciones dicrómicas (debido a la oxidación de las 

catecolaminas presentes en estas células).  Dicha reacción se denomina cromafin, y por  

lo tanto, las células se denominan cromafines (Evans y de Lahunta, 2013). Asimismo se 

encuentran células ganglionares simpáticas, aisladas o en pequeños grupos. 
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Fig. 15. Corte histológico de la glándula adrenal del perro, coloreado con 

hematoxilina/eosina. Se observan la cápsula (C), zona glomerular (G), zona fascicular (F), 

zona reticular (R) y médula (M).  

 

 

Fisiología 

 

Cada una de las zonas de la corteza adrenal (glomerular, fascicular y reticular) posee  

distintos sistemas enzimáticos que permiten sintetizar hormonas con diferentes 

mecanismos de regulación (Hough et al., 2015).  

En la zona glomerular se sintetiza la aldosterona, un mineralocorticoide involucrado en el 

balance hidroelectrolítico del organismo. La síntesis de aldosterona es estimulada por la 
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angiotensina II y en menor medida por la ACTH (Miller y Auchus, 2011). En la zona 

reticular se sintetizan esteroides sexuales, principalmente andrógenos, también en 

respuesta a la ACTH. En la zona fascicular, se sintetizan los glucocorticoides; como el 

cortisol y la corticosterona (Young et al., 2003; Pattison et al., 2007). El cortisol predomina 

en el hombre, el perro y los rumiantes, entre otros; mientras que la corticosterona 

predomina en roedores (Romeo, 2010). El principal estímulo para la síntesis de 

glucocorticoides es la ACTH. Esta hormona ejerce su acción al unirse a su receptor 

adrenal denominado MC2R. La estimulación de la secreción de cortisol por parte de la 

ACTH se encuentra dada por distintos mecanismos. La ACTH aumenta el ingreso de 

colesterol a las células fasciculares y estimula la síntesis de las enzimas intervinientes en 

la esteroideogénesis fascicular, entre otras (Faust et al., 1977; Brown et al., 1979; Chung 

et al., 1997; Ariyoshi et al., 1998; Hu et al., 2001; Hough et al., 2015). 

Asimismo, la regulación de la función de la glándula adrenal está dada por la interacción 

entre corteza y médula, el suministro vascular, la inervación autonómica, el sistema 

inmune y factores de crecimiento  (Ehrhart-Bornstein et al., 1998). Es por esto que las 

variaciones plasmáticas de cortisol no siempre son un reflejo exacto de los niveles de 

ACTH (Wood et al. 1982a, b; Nicholson et al. ,1985; Bornstein et al., 2008; Castillo et al., 

2009) (Fig. 16). 
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Fig. 16. Factores que actúan sobre la glándula adrenal, regulando su función, además del 

estímulo de la ACTH (Ref. Ehrhart-Bornstein et al., 1998). 

 

 

El proceso de esteroideogénesis se inicia con la escisión de la cadena lateral de 

colesterol en el interior de la membrana mitocondrial. Posteriormente se forma 

el primer esteroide de síntesis en todos los tejidos esteroidogénicos, pregnenolona 

(C21). Esta reacción es catalizada por el citocromo P450, enzima de escisión de la 

cadena lateral (P450 scc), que es parte del sistema de escisión de la cadena lateral del 

colesterol (Stocco y Clark, 1996). Los pasos metabólicos subsiguientes dependerán de las 

enzimas presentes en cada zona de la corteza adrenal (Fig. 17).  Así, sólo en  las zonas 

fascicular y reticular se produce la 17-α-hidroxilación de la pregnenolona o de la 

progesterona, dado que sólo allí se encuentra la enzima 17-α-hidroxilasa, responsable de 
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este proceso (Miller y Auchus, 2011). Del mismo modo, sólo en la zona glomerular se 

sintetiza aldosterona, ya que es la única zona que cuenta con la 18-α-hidroxilasa, enzima 

que interviene en su síntesis. 

La proteína reguladora aguda de la esteroidogénesis (StAR) es un elemento clave en la 

síntesis de las hormonas esteroideas, ya que regula el transporte de colesterol hacia la 

membrana mitocondrial interna. La síntesis de esta proteína es estimulada por la ACTH 

(Stocco, 2001; Miller, 2007). 

 

 

 

Fig. 17. Esteroideogénesis adrenal. Se observan las distintas enzimas que intervienen en 

cada capa de la corteza adrenal, obteniéndose los diferentes productos (Ref. Fernández, 

2010). 
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Una vez sintetizados los glucocorticoides, son liberados a la circulación, para ejercer su 

efecto en distintos tejidos. Los efectos de los glucocorticoides se producen sobre el 

metabolismo de carbohidratos, proteínas y  grasa, el sistema endócrino, el sistema 

músculo esquelético, el sistema hematopoyético, el sistema inmune y el sistema 

cardiovascular, entre otros. Las acciones del cortisol son mediadas por dos tipos de 

receptores intracelulares: receptores de corticosteroides tipo I y de tipo II; también 

denominados receptores de mineralocorticoides (MR) y receptores de glucocorticoides 

(GR), respectivamente (Ahima y Harlan, 1990; Ahima et al., 1991; McGimsey et al., 1991; 

Cintra et al., 1994; Morimoto et al., 1996; McCormick et al., 1998). A nivel central estos 

receptores se expresan en el hipocampo, hipotálamo e hipófisis. De este modo el cortisol 

puede ejercer su feedback negativo a nivel de las neuronas productoras de CRH y HAD 

en el nucleo paraventricular, a nivel de las células corticotropas en la hipófisis o en 

distintas regiones del cerebro que se comunican con el hipotálamo (Sawchenko, 1987; 

Burgess y Handa, 1992;  Bradbury et al., 1994) (Fig.18).  
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Fig. 18. Esquema de regulación del eje hipotálamo-hipofisario-adrenal. Las flechas 

continuas indican estimulación, y las discontinuas, inhibición. ADR/NA: 

adrenalina/noradrenalina, AII: angiotensina II, SST: somatostatina, HAD: hormona 

antidiurética, OX: oxitocina. El cortisol tiene un efecto inhibitorio sobre el eje a nivel 

hipofisario, y a nivel hipotalámico en forma directa y a través de sus receptores en 

hipocampo (y en otros sitios del sistema nervioso central, no graficados).  
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I.-B. Eje Hipotálamo-hipofisario-gonadal: regulación hormonal y ciclo estral 

 

Las perras presentan ciclos monoéstricos no estacionales, con períodos interestrales 

(anestros) de una duración de entre 5 y 12 meses; aunque los mismos suelen tener una 

duración promedio de 6-7 meses (Concannon, 2011).  

La GnRH es secretada a partir de núcleos hipotalámicos y liberada en la eminencia 

media, donde ingresa al sistema porta hipofisario y estimula la secreción de las 

gonadotrofinas: FSH y LH. Ambas hormonas son sintetizadas por las células 

gonadotropas, y ejercen su efecto en las gónadas; estimulando la esteroideogenesis 

ovárica o testicular (Handa y Weiser, 2014). En el caso de la hembra, la FSH y LH 

intervienen en el desarrollo folicular y en la ovulación, mientras que en el macho 

intervienen en la espermatogénesis. Los esteroides gonadales producidos (estradiol y 

progesterona en la hembra, y testosterona en el macho) tienen a su vez un efecto 

regulador sobre el hipotálamo e hipófisis. La progesterona y testosterona tienen un efecto 

inhibitorio, mientas que el estradiol puede ser estimulador o inhibidor según su 

concentración, acorde a la fase del ciclo (Shupnik, 1996; Concannon, 2009). 

El ciclo estral de la perra se divide en anestro, proestro, estro y diestro. El anestro es la 

fase del ciclo reproductivo que transcurre entre el fin del diestro y el inicio del proestro del 

siguiente ciclo; el cual, como se mencionara previamente, tiene una duración variable. En 

esta fase el útero involuciona y las concentraciones de los esteroides gonadales 

permanecen basales, excepto por algunas ondas estrogénicas que se producen durante 

la misma, en respuesta a fluctuaciones de la FSH. Antes del comienzo del proestro, las 

ondas estrogénicas dejan de presentarse y el estradiol se mantiene en niveles basales al 

igual que la progesterona (Olson et al., 1982; Johnston et al., 2001). En la citología 
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vaginal correspondiente al anestro se observan células epiteliales parabasales e 

intermedias, hay ausencia de glóbulos rojos, y puede o no haber leucocitos (Fig. 19).  

Hacia el final del anestro, se producen pulsos secretores de FSH y LH que continúan 

hacia el proestro con un aumento sostenido en sus concentraciones. Esto da lugar al 

desarrollo folicular, la síntesis de estradiol y su incremento en sangre (Kooistra y Okkens, 

2000). El aumento en la concentración de estradiol en el proestro determina la 

presentación de los signos clínicos y los cambios en los genitales característicos de esta 

fase.  La progesterona en cambio, se mantiene en niveles basales hasta el final del 

proestro, momento en el que comienza a incrementarse. El proestro tiene una duración 

variable de entre 6 a 11 días. Esta fase inicia el primer día del sangrado vaginal y finaliza 

cuando la hembra acepta al macho (inicio del estro). Los signos clínicos se caracterizan 

por la atracción del macho con rechazo de la monta, tumefacción vulvar y el mencionado 

sangrado vaginal. Al examen vaginoscópico, se observa la mucosa vaginal rosada, 

edematosa, lisa y brillante (Fig. 20). En la citología vaginal correspondiente a esta fase se 

observan glóbulos rojos, ya no se observan leucocitos, y comienzan a aparecer células 

superficiales. En la medida que el proestro avanza, el fondo del frotis deja der ser granular 

o “sucio” para volverse claro, y además aumenta marcadamente la presencia de células 

superficiales, llegando a representar más del 80% de la totalidad de las células presentes 

(Schutte 1967a, b) (Fig.19).  
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Fig. 19. Citologías vaginales de una perra en anestro (a), proestro temprano (b), proestro 

avanzado (c), estro (d) y diestro (e) (Coloracion de Shorr modificada por Schutte). 
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Uno o dos días antes del comienzo del estro el estradiol alcanza un pico y luego comienza 

a descender, mientras que la progesterona comienza a aumentar. Así, en el estro se 

encuentran concentraciones de estradiol en descenso, y de progesterona en aumento; lo 

que  trae como consecuencia  una onda secretora de FSH y LH (DeGier et al., 2006). El 

rápido aumento de la LH da lugar a la ovulación en 24-48hs, con la consecuente 

formación del cuerpo lúteo y un mayor aumento en los niveles de progesterona 

producidos por el mismo (Fig.21). Los signos clínicos característicos del estro se 

relacionan con la aceptación de la monta y disminución de la tumefacción vaginal. Esta 

fase tiene una duración promedio de 5 a 9 días. En la vaginoscopía se observan pliegues 

en la mucosa vaginal, los cuales se subdividen, dando un aspecto “arrugado”. Este 

aspecto es consecuencia de la disminución del edema de la mucosa vaginal. Asimismo, la 

mucosa empieza a perder brillo (Schaefers-Okkens y Kooistra, 2010) (Fig. 20). En la 

citología vaginal se observa que las células epiteliales superficiales alcanzan cerca del 

100%, siendo el resto de las características similares al final del proestro (Fig. 19). 

 

Fig.20. Imágenes de la mucosa vaginal a la observación con el vaginoscopio. En la figura 

de la izquierda se observa una imagen típica del proestro (mucosa edematizada y 

brillante), en la imagen del centro se observa la imagen característica del estro (mucosa 

arrugada, plegada) y en la derecha se observa una imagen característica del diestro 

(mucosa moteada) (Ref. Lindsay, 1983) 
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El diestro inicia al finalizar la aceptación de la monta, y se caracteriza por concentraciones 

de progesterona en aumento; alcanzando un pico alrededor de las 2-3 semanas desde su 

comienzo. La progesterona se mantiene en una meseta durante 1 a 2 semanas más y 

luego desciende hasta valores  menores a 1 ng/ml, considerándose un nuevo inicio de 

anestro (Concannon, 2011). A la vaginoscopía se observa la pérdida de los pliegues de la 

mucosa, tomando la misma un aspecto moteado, debido a la descamación no uniforme 

del epitelio (Fig. 20).  En la citología vaginal de finales del estro se observa que las células 

superficiales comienzan a disminuir, aumentando las células intermedias y parabasales. 

Ya en el diestro comienzan a aparecer leucocitos y detritus, y se pueden observar células 

epiteliales con neutrófilos en su interior (metaestrales) (Fig. 19). En la medida que el 

diestro avanza, las citologías se asemejan a aquellas del anestro (Nelson y Feldman, 

2004). 
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Fig. 21. Variaciones hormonales a lo largo del ciclo estral de la perra. Se puede observar 

el pico del estradiol al final del proestro, la caída del mismo al iniciar el estro y el aumento 

progresivo de la progesterona desde el estro hacia el diestro (Metestrus y late metestrus 

refieren al diestro) (Ref. Concannon, 2011). 
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I.-C. Dimorfismo sexual del eje hipotálamo-hipofisario-adrenal  

 

El dimorfismo sexual del eje HHA ha sido descripto en diversas especies en condiciones 

fisiológicas (Seale et al. 2005; Romeo 2010; Panagiotakopoulos y  Neigh, 2014). Tanto en 

ratas como en primates y ovinos se ha observado que las concentraciones basales de 

corticosterona o de cortisol, como aquellas inducidas por el stress, son mayores en 

hembras que en machos (Kitay 1961, Viau y Meaney 1991; Handa y Weiser 2014; van 

Lier et al., 2014). Asimismo, en roedores, la secreción de ACTH basal y post-stress es 

mayor en hembras que en machos (McCormick et al., 1998). En ovinos la concentración 

de cortisol post-ACTH es mayor en hembras que en machos, y estas diferencias entre 

géneros desaparecen al comparar animales gonadectomisados (Van Lier, 2003a). En el 

perro, Pessina et al (2009) reportaron un efecto del género sobre las pruebas diagnósticas 

para síndrome de cushing en animales sanos, observándose que la variación del cortisol 

en respuesta a la estimulación con ACTH e inhibición con dexametasona es mayor en 

hembras respecto a los machos. Asimismo,  Atkinson y Waddell (1997) reportaron 

diferencias en las concentraciones plasmáticas de corticosterona entre ratas en proestro 

(pico estrogénico) y machos.  Estas diferencias sugieren un posible impacto del estradiol 

sobre el eje HHA. De hecho, en un estudio con glándulas adrenales in vitro se observó un 

aumento en la secreción de corticosterona en respuesta a la ACTH, en roedores a los que 

se había administrado previamente benzoato de estradiol (Lo et al, 2000). Al contrario, 

tanto la castración como el uso de antagonistas del estradiol en ratas, disminuyen la 

secreción de ACTH y corticosterona inducidas por el stress (Viau y Meaney, 1991; 

Burgess y Handa, 1992; Handa et al., 1994a; Lund et al., 2006; Weiser y Handa, 2009; 

Serova et al., 2010; Liu et al., 2012).  
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Las diferencias entre géneros no sólo se han evidenciado a nivel hormonal, sino también 

en las características morfológicas del eje HHA. Vidal et al. (1995) y Filippa y Mohamed 

(2006) han reportado características morfológicas diferenciales entre géneros en 

vizcachas y visones; proponiendo que los hallazgos observados se deberían al  efecto de 

los esteroides sexuales sobre el área corticotropa.  

Aunque existen muchos reportes acerca del efecto del estradiol sobre el eje HHA (Handa 

y Weiser 2014), los mecanismos de acción no han sido completamente elucidados. Se ha 

propuesto que ejercería un efecto estimulador a nivel central o en la glándula adrenal 

(Burgess y Handa 1993; Carey et al 1995; Lo et al. 2000; van Lier et al. 2003b; Kageyama 

y Suda 2009; Weiser y Handa 2009). Se postula que podría disminuir la expresión de los 

receptores MR en hipocampo o alterar su unión a los glucocorticoides (Burgess y Handa, 

1993; Carey et al, 1995; Patchev y Almeida, 1996); al igual que también podrían afectar la 

expresión de los receptores GR (Burgess y Handa, 1993; Weiser y Handa, 2009), o 

inducir defectos post-transcripcionales en los mismos  (Burgess y Handa, 1992). De 

hecho, en un estudio realizado en ratas, se observó que la castración aumenta la 

expresión de ARNm del receptor GR en la adenohipófisis; mientras que la suplementación 

con estradiol revierte este efecto (Peiffer y Barden, 1987). Asimismo se ha propuesto que 

el estradiol actuaría a nivel del núcleo paraventricular y células adyacentes afectando la 

síntesis y secreción de CRH y de HAD (McCormick et al., 1998;  Lund et al, 2006; Ogura 

et al, 2008; Kageyama y Suda, 2009; Weiser y Handa, 2009). Ochedalski et al (2007) 

refirieron que en ratas  el estradiol aumenta la producción de ARNm de POMC. Se ha 

propuesto además que el estradiol estimularía la síntesis de IL-6, la cual 

consecuentemente aumentaría la transcripción de CRH (Ogura et al, 2008). 

Por el contrario, hay pocos datos acerca de la influencia de la progesterona en la célula 

corticotropa o en la glándula adrenal. Si bien se encontró que en la preñez tardía tanto en 
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mujeres como en ovejas los niveles de cortisol aumentaban, no se pudo determinar la 

implicancia de la progesterona en este acontecimiento  (Goland et al. 1994; Keller-Wood 

1998; Keller-Wood y Wood 2001). Por otra parte, no se observaron variaciones en las 

concentraciones de ACTH y α-MSH en perras a las que se les administró progesterona 

exógena (Beijerink et al. 2007).  

Respecto a los andrógenos, en estudios realizados en roedores, monos y humanos, se 

postula que los mismos tendrían acción inhibitoria sobre el eje HHA (Handa et al., 1994b; 

Rubinow et al., 2005; Williamson y Viau, 2008; Toufexis y Wilson, 2012; Kalil et al., 2013). 

En ratas macho gonadectomizadas, la administración de testosterona disminuye las 

concentraciones de corticosterona (McCormick et al. 2002; Lund et al. 2004; Viau et al., 

2005; Handa et al. 2009; Evuarherhe et al. 2009). Asimismo, se ha descripto que la 

testosterona disminuiría la síntesis de CRH y HAD (Seale et al., 2005; Bao et al., 2006). 

 

 

I.-D.  Expresión de receptores a esteroides sexuales en distintas regiones del eje 

HHA 

 

Mitchner et al. (1998) comprobaron la presencia de receptores de estrógenos alfa (REα) 

en las células corticotropas, tanto en el lóbulo anterior como en la pars intermedia de la 

rata; los cuales mediarían la acción del estradiol en la hipófisis. Asimismo, el grupo de 

Gónzalez et al (2008) observó que la expresión de dichos receptores en la hipófisis varía 

en las distintas etapas del ciclo estral en relación a los cambios en las concentraciones 

plasmáticas de estradiol. El REα también fue identificado a nivel hipotalámico, en tejidos 

cercanos al núcleo paraventricular, postulándose otro sitio de acción para el estradiol 

(Weiser y Handa, 2009).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goland%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7977536
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Asimismo, tanto en ratas como en ovejas se ha identificado la presencia del REα a nivel 

de la zona fascicular adrenal (Cutler 1978; van Lier et al., 2003b). Mediante este receptor, 

el estradiol podría ejercer un efecto estimulador de la esteroideogénesis (Nowak et al., 

1995). Del mismo modo, algunos autores sugieren que el estradiol actuaría en la glándula 

adrenal modificando la sensibilidad de la misma a la ACTH (Figueiredo et al., 2007; van 

Lier et al., 2014). 

Se ha reportado que el receptor de andrógenos se encuentra presente en glándula 

adrenal, hipocampo y nucleo paraventricular (Michael y Rees, 1982; Handa et al., 1994a; 

Bentvelsen et al., 1996; van Lier et al., 2014). En ovinos se ha identificado al receptor de 

progesterona en hipófisis e hipotálamo (Scott et al., 2000; Tasende et al., 2002), al igual 

que en la corteza adrenal  (van Lier et al., 2014).Este receptor también fue identificado en 

la corteza y médula adrenal de la yegua (Alm et al., 2009). 

 

I.-E. Variaciones estacionales en el eje HHA 

 

En diversas especies se ha reportado que existen variaciones estacionales en las 

concentraciones de las hormonas del eje HHA (Cordero et al., 2012).  Romero (2002) 

refiere que las variaciones anuales en la concentración de glucocorticoides descriptas en 

las distintas especies estarían asociadas a eventos como la migración, la reproducción o 

la muda de pelo o plumas.  Asimismo, los carneros en estación reproductiva presentan 

menor concentración de cortisol post ACTH que en la estación no reproductiva (van Lier 

et al, 2003a). Por el contrario, en un estudio realizado en ciervos, se encontró que la 

respuesta del cortisol a la estimulación con ACTH era máxima en primavera (estación 

reproductiva) y mínima en el otoño (Ingram et al., 1999). 
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Las variaciones estacionales en el eje HHA también se observaron  a nivel morfológico. 

En sapos se reportaron diferencias en las características de las células corticotropas en 

distintas épocas del año (Pramoda y Saidapur, 1991). También se observaron diferencias 

en características histomorfológicas de dichas células en roedores; sugiriendo que las 

mismas responderían al efecto de la melatonina sobre la hipófisis  (Hira et al., 2001; 

Filippa y Mohamed 2006). 

Hasta el momento no se han reportado estudios acerca de las variaciones estacionales 

del eje HHA en perros. 

 

I.-F. Mecanismos de desarrollo tumoral en la hipófisis 

 

El hipercortisolismo dependiente de la hipófisis o Enfermedad de Cushing en el perro es 

más frecuente en hembras que en machos (74% de los casos); y mientras su prevalencia 

es similar en perras adultas y gerontes, en los machos la misma es mayor en perros 

adultos (Gallelli at al. 2010). Asimismo, el tamaño del corticotropinoma se ve afectado por 

el sexo de los animales, ya que las hembras presentan predominantemente tumores 

extraselares, mientras que en los machos predominan los tumores intraselares (Gallelli at 

al. 2010). Del mismo modo, en humanos la patología presenta mayor prevalencia en 

mujeres (Pecori Giraldi et al., 2003). Estos hallazgos sugieren que las hormonas sexuales 

podrían tener un efecto sobre el eje HHA, en condiciones patológicas. 

A diferencia de lo que sucede en las células corticotropas, en las lactotropas el rol de los 

estrógenos está mucho más definido, reportándose su influencia en el desarrollo del 

prolactinoma, mediante su unión al REα (Lee et al, 2001; Paez Pereda et al 2003; 

Christin-Maître et al, 2007; Giacomini et al, 2009). La importancia de estos hallazgos 

radica en que estos mecanismos de desarrollo tumoral podrían presentarse en otros 
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tumores hipofisarios, como el corticotropinoma, dado que comparten vías moleculares 

involucradas en su desarrollo (Paez Pereda et al 2003; Giacomini et al 2006; Labeur et al., 

2010). El origen de este tumor es aún desconocido, postulándose dos teorías: la 

hipotalámica y la monoclonal. La primera, propone que la sobreestimulación de la 

corticotropa conduciría a la hiperplasia celular, y que la mayor proliferación haría a estas 

células más susceptibles a mutar, dando lugar a la presentación del tumor (Asa y Ezzat, 

1998; Dahia y Grossman, 1999). La teoría monoclonal, postula que el adenoma se 

desarrollaría a partir de una mutación somática en la célula corticotropa, con la 

consiguiente expansión clonal (Levy y Lightman, 2003; Melmed, 2003). Se desconocen 

cuál/cuáles mutación/nes estarían involucradas en el desarrollo del corticotropinoma, pero 

dada la gran cantidad de factores reguladores del área corticotropa, se proponen múltiples 

mecanismos (van Wijk et al., 1998; Lidhar et al, 1999; Levy and Lightman, 2003; 

Giacomini et al, 2006; Hanson et al, 2008). 

 

I.-G.Consideraciones finales 

 

El eje HHA es un sistema complejo, regulado por múltiples factores. El dimorfismo sexual 

de este eje ha sido descripto en diversas especies en condiciones fisiológicas; 

proponiéndose que los esteroides sexuales tendrían un impacto sobre el mismo y 

determinarían estas diferencias. De igual modo, el fotoperiodo podría tener un rol 

regulador sobre este eje. Son pocos los reportes acerca de las variaciones del eje HHA en 

relación al sexo y la estacionalidad en el perro, por lo que estos hallazgos permitirían 

ampliar el conocimiento acerca de su regulación, y abrirían un camino hacia el estudio de 

la asociación entre el dimorfismo sexual del mismo y el desarrollo del corticotropinoma en 

esta especie. 



 

“Estudio del área corticotropa del perro en relación al sexo y variaciones estacionales” Página 61 

 

V. Hipótesis 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Objetivos 

“Estudio del área corticotropa del perro en relación al sexo y variaciones estacionales” Página 62 

 

HIPÓTESIS 

 

a) General 

Habría dimorfismo sexual del área corticotropa en el perro, tanto morfológico como 

funcional, con variaciones estacionales (otoño-invierno y primavera-verano). Dicho 

dimorfismo se vería reflejado asimismo a nivel de la glándula adrenal. 

 

b) Particulares 

1) Las hormonas sexuales (estradiol, progesterona y testosterona) estarían asociadas a 

concentraciones plasmáticas diferenciales de ACTH, α-MSH y cortisol en machos, 

hembras castradas y hembras no castradas; presentando diferencias estacionales. 

2) En las hembras no castradas habría variación de ACTH, α-MSH y cortisol según la fase 

del ciclo estral y la estación del año. 

3) La morfología de las células corticotropas (área celular, nuclear y citoplasmática, y la 

densidad óptica) y su proporción en la hipófisis variaría entre machos y hembras, al igual 

que en las distintas estaciones. 

4) Habría expresión diferencial del receptor MCR2 en la zona fascicular en machos y  

hembras, al igual que en las distintas estaciones.  

 

Hipótesis surgidas durante la investigación: 

 

1) Habría expresión diferencial del REα y del receptor para progesterona (RP) en la zona 

fascicular adrenal en machos y  hembras, al igual que en las distintas estaciones. 

2) El REα se expresaría en las células corticotropas. 
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V. OBJETIVOS 
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OBJETIVOS 

 

a) Generales 

 

1) Determinar si hay dimorfismo sexual del área corticotropa en el perro. 

2) Evaluar si las diferencias de horas luz (otoño-invierno y primavera-verano) del año 

tienen influencia sobre la morfología y función del área corticotropa.  

3) Determinar si hay dimorfismo sexual a nivel de la zona fascicular de la glándula adrenal 

y si la misma se ve afectada por las diferencias de horas luz anuales. 

 

b) Particulares 

 

1) Determinar si hay diferencias en las concentraciones plasmáticas de cortisol, ACTH y 

α-MSH entre machos, hembras castradas y hembras no castradas en anestro; y en las 

distintas etapas del ciclo estral; al igual que en distintas estaciones del año. 

2) Determinar si hay diferencias entre machos y hembras, y en  distintas estaciones del 

año en: el área celular, nuclear y citoplasmática, y en la densidad óptica de las células 

corticotropas; al igual que en la proporción en que se encuentran en la hipófisis. 

3) Determinar si hay expresión diferencial de MCR2 en la zona fascicular de las glándulas 

adrenales entre sexos, y en distintas estaciones del año. 

 

Objetivos propuestos durante la investigación: 

 

1) Determinar si existe expresión del receptor de estrógenos alfa (REα) en las células 

fasciculares adrenales y en las células corticotropas. 
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2) Determinar si la expresión del REα en las células fasciculares adrenales difiere según 

el sexo y la estación del año. 

3) Determinar si existe expresión del  RP en las células fasciculares adrenales, y si la 

misma difiere según el sexo y la estación del año. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

“Estudio del área corticotropa del perro en relación al sexo y variaciones estacionales” Página 66 

 

VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
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Materiales y Métodos  

 

El presente estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de 

Animales de Experimentación (CICUAL) y la Secretaría de Ciencia y Técnica (proyectos 

V006, 20020100100246 y 20720130100004BA), de la Facultad de Ciencias Veterinarias, 

Universidad de Buenos Aires. El mismo cumple con las normas nacionales e 

internacionales vigentes  sobre el uso de animales en ensayos clínicos. 

 

 

Experiencia 1: Evaluación hormonal 

 

a) Población de estudio 

 

Grupo perras no castradas (n=11): 5 Beagle, 2 Ovejero Alemán, 2 Schnauzer mini  y 2 

mestizos (Mediana= 6 años [5-9 años]); sin patologías preexistentes, que habitan en  

criaderos de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires y en caniles de la Facultad de Ciencias 

Veterinarias, UBA.  

 

Las extracciones de sangre se realizaron entre octubre y febrero (primavera-

verano) (período con horas luz mayor o igual a 12hrs; con promedio de 14 h 15 min, con 

una heliofanía efectiva media de 8.1 h/d y una temperatura media de 22.3 °C), y entre 

mayo y agosto (otoño-invierno) (periodo con horas luz menor a 12hs,  con promedio de 10 

h 04 min, con una heliofanía efectiva media de 4.2 h/d y una temperatura media de 12.5 

°C); denominándose a estos períodos, “fotoperíodo positivo” (Ph+) y “fotoperíodo 
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negativo” (Ph-), respectivamente. Por los registros de caniles y de los criaderos, se sabía 

que las perras tienen su ciclo estral entre noviembre y febrero y luego repiten entre mayo 

y agosto. Por este motivo se comenzó con la toma de muestras correspondiente al 

anestro 15 días antes de la fecha  prevista en que comenzaran su ciclo. Las perras fueron 

monitoreadas cada 48hs por citología vaginal y vaginoscopía para la detección de las 

etapas del ciclo estral. Junto a estos métodos, se tuvieron en cuenta las concentraciones 

plasmáticas de estradiol y progesterona. De este modo, las extracciones de sangre se 

realizaron en anestro (AE) (21 ± 5 días previos al inicio del sangrado vaginal), fin del  

proestro (PE) (promedio de 7±1 días de inicio del sangrado vaginal), inicio del estro (E) (2-

3 días posteriores al pico de LH) y  diestro (DE)(3 semanas de finalizado el estro).  

 

Grupo de perros machos y perras castradas (n=20): constituido por 9 perros machos (6 

Beagle y 3 mestizos) no castrados, 5 machos castrados (2 Beagle y 3 mestizos) y 6 

perras castradas (4 mestizas y 2 Schnauzer mini); (Mediana= 6 años [5-10 años]); sin 

patologías preexistentes provenientes de criaderos de la Ciudad Autónoma de Buenos 

Aires y de caniles de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UBA. En este grupo las 

extracciones de sangre se realizaron en el mismo momento que para las perras en 

anestro, en ambos fotoperíodos, con el objetivo de comparar los valores obtenidos con 

aquellos de las perras en AE. A este grupo se lo consideró en “condiciones basales” 

(machos castrados y no castrados, hembras castradas y hembras no castradas en 

anestro). El fin de este análisis fue evaluar el impacto del sexo y de la presencia/ausencia 

de las gónadas (estatus gonadal), sobre las concentraciones plasmáticas de las 

hormonas estudiadas.  
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b) Citología vaginal 

 

  Las citologías se realizaron con hisopos embebidos en solución fisiológica y fijados 

con alcohol PVP-VA spray. Se realizó la coloración de Shorr modificada por Schutte del 

siguiente modo: 

 

1- Pasaje en alcohol 70º 

2- Pasaje en agua destilada 

3- Tinción con hematoxilina ácida de Erlich durante 2 minutos 

4- Pasaje en agua corriente 

5- Tinción con escarlata de Biebrich durante 2 minutos 

6- Pasaje en agua corriente 

7- Baño en ácido fosfotúngstico-fosfomolíbdico durante 2 minutos 

8- Baño en agua corriente durante 2 minutos  

9- Baño en Fast green durante 2 minutos 

10- Baño en agua corriente durante 2 minutos 

11- Pasaje del preparado por diluciones de alcohol (96º-100º) y xilol 

12- Montaje con Bálsamo de Canadá 

 

  Las observaciones se realizaron con un microscopio óptico, teniendo en cuenta la 

presencia de los distintos tipos celulares del epitelio vaginal, de leucocitos, eritrocitos y de 

detritus.   
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c) Extracción y procesamiento de muestras 

 

Las extracciones de sangre se realizaron cada 24hs. Todas las muestras de 

sangre fueron recolectadas en tubos plásticos (con o sin EDTA, según fuera necesario), 

centrifugadas y congeladas a -80ºC hasta el momento de su uso. Particularmente las 

muestras obtenidas para determinación de ACTH, fueron recolectadas en tubos 

refrigerados, con EDTA y Aprotinina.  

 

d) Análisis hormonal 

 

1- Se midió ACTH plasmática mediante enzimoinmunoanálisis (ELISA) con el kit 

comercial “ACTH Alpco immunoassays”, Alpco Diagnostics. El coeficiente de variación 

intra e interensayo fue de 6,7 y 7,1% respectivamente; y la sensibilidad de 5 pg/ml. 

 

2- Se midió α-MSH plasmática mediante ELISA, con el kit “α-MSH EIA kit”, Phoenix 

Pharmaceuticals Inc. El coeficiente de variación intra e interensayo fue de 6% y 10% 

respectivamente; y la sensibilidad de 1 ng/ml. 

 

3- Se midió cortisol sérico mediante ELISA con el kit “Cortisol Alpco immunoassays”, 

Alpco Diagnostics.  El coeficiente de variación intra e interensayo fue de 7% y 8,1% 

respectivamente; y la sensibilidad de 0,5 μg/dl. 
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4- Se midió estradiol sérico (E2) mediante quimioluminiscencia con el kit “Immulite” 

(Siemens). El coeficiente de variación intra e interensayo fue de 6,3% y 9,3% 

respectivamente; y la sensibilidad de 5 pg/ml. 

 

5- Se midió progesterona sérica (P4) mediante quimioluminiscencia con el kit “Immulite”  

(Siemens). El coeficiente de variación intra e interensayo fue de 6,3% y 7,9% 

respectivamente; y la sensibilidad de 0,2 ng/ml.  

 

6- Se midió Testosterona sérica (T) mediante ELISA con el kit “Testosterone ELISA”, 

Alpco Diagnostics. El coeficiente de variación intra e interensayo fue de 7,7 y 8,5% 

respectivamente; y la sensibilidad de 0,02 ng/ml.  

 

Experiencia 2: Evaluación morfológica de las células corticotropas y expresión de 

Receptor para ACTH (MC2R), Receptor para Estradiol (REα) y Receptor para 

Progesterona (RP) en zona fascicular de la glándula adrenal. Analisis de co-

localizacion del REα en las células corticotropas. 

 

a) Material de estudio 

 

Hipófisis (n=28) y glándulas adrenales (n=28): En cada fotoperiodo se obtuvieron hipófisis 

y glándulas adrenales de hembras (n=7) y de machos (n=7). En el fotoperiodo positivo, se 

obtuvieron muestras de hembras mestizas (n=5), labradores (n=2); mientras que los 

machos incluidos en el estudio fueron mestizos (n=5) y Bóxer (n=2). En el fotoperiodo 

negativo se obtuvieron muestras de perras mestizas (n=4) y Golden Retriever (n=3); y de 
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perros machos mestizos (n=5) y Doberman (n=2). El rango etario de los perros fue de 5-

10 años. 

 

Las hipófisis y glándulas adrenales fueron obtenidas de perros eutanasiados por 

razones humanitarias, siguiendo una indicación veterinaria (ej. trauma medular, 

politraumatismo). Previo a la eutanasia se realizó una evaluación clínica de todos los 

animales.  Los perros sospechosos de padecer enfermedades infecciosas o que pudieran 

afectar al eje HHA (ej. enfermedades oncológicas) fueron excluidos del estudio, al igual 

que los perros que recibieron algún tratamiento previo a la eutanasia. Asimismo, luego de 

realizar la necropsia, los perros diagnosticados con alguna de las enfermedades 

previamente mencionadas, fueron excluidos del estudio. 

 

b) Ensayo inmunohistoquímico 

 

Hipófisis 

Las hipófisis de todos los perros fueron fijadas en formol bufferado al 4% e 

incluidas en parafina. Se realizaron cortes sagitales (5 µm), los cuales fueron colocados 

en portaobjetos silaneados y luego hidratados mediante pasajes en xilol y alcoholes 

graduados, hasta un buffer fosfato salino (PBS, 0.01M, pH 7.4). Los cortes fueron 

incubados durante 20 min en una solución al 3% de H202 en agua destilada, para inhibir la 

actividad de la peroxidasa endógena. Se realizaron lavados con PBS y luego se 

bloquearon los sitios de unión no específica mediante la incubación con un suero normal 

de cabra, durante 10 min (“Immunoperoxidase secondary detection system”, DAB 150, 

Millipore, Temecula, CA, USA). Se realizó un lavado con PBS y luego los cortes fueron 

incubados durante 2 horas en cámara húmeda a temperatura ambiente con una dilución 
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1:400 en PBS del anticuerpo primario anti ACTH (mouse monoclonal, sc-52980, Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Luego de lavar los cortes con PBS, se utilizó 

el sistema “Immunoperoxidase secondary detection system” (DAB 150, Millipore, 

Temecula, CA, USA). De este modo, los cortes fueron incubados durante 10 min con un 

anticuerpo anti-ratón biotinilado. Se realizaron lavados con PBS y se incubaron los cortes 

durante 10 min con la peroxidasa de rábano picante conjugada con estreptavidina. 

Finalmente los cortes fueron lavados con PBS y los sitios de reacción fueron revelados 

con una solución cromógena de 3,3´ diaminobenzidine (DAB). Todos los cortes se 

procesaron en un mismo ensayo y con el mismo tiempo de revelado. Los cortes fueron  

levemente contrastados con hematoxilina, deshidratados mediante pasajes en alcoholes 

graduados y xilol, y posteriormente montados. Los controles negativos se realizaron 

mediante la omisión del anticuerpo primario, colocando en su lugar IgG de ratón (normal 

mouse IgG, sc-2025, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) en concentración 

equivalente a la del anticuerpo primario.   

 

Glándulas adrenales 

Las glándulas adrenales de todos los perros fueron fijadas, embebidas en parafina, 

cortadas e hidratadas tal como lo descripto para hipófisis. Se realizó recuperación 

antigénica sólo para los cortes utilizados para inmunomarcación de REα y RP; para lo 

cual los cortes fueron colocados en un buffer citrato (0.01 M, pH = 6.0) en microondas 

(potencia 900 W) durante 10 min. Los cortes se dejaron enfriar a temperatura ambiente y 

luego fueron lavados con PBS. Luego, todos los cortes fueron incubados durante 20 min 

con una solución al 3% de H2O2 en agua destilada y lavados con PBS. El bloqueo de los 

sitios de unión no específica se realizó mediante la incubación con un suero normal de 

caballo durante 30 min (Vectastain ABC-Kit, Elite, PK-6102, Burlingame, CA, USA). 
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Luego, los cortes fueron incubados en una cámara húmeda durante 2 horas a 

temperatura ambiente con una dilución 1:100 en PBS del anticuerpo primario anti-MC2R 

(rabbit polyclonal; sc-13107, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) o con una 

dilución 1:25 en PBS del anticuerpo primario anti-REα (mouse monoclonal, sc-787, Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) o con una dilución 1:50 en PBS del anticuerpo 

monoclonal de ratón contra la región N-terminal de RP (Zymed, PR-2C5). Luego de ser 

lavados con PBS, los cortes fueron incubados durante 1 hora con una dilución 1:200 del 

anticuerpo biotinilado anti-conejo (BA-1000, Vector, Burlingame, CA, USA) o del 

anticuerpo biotinilado anti-ratón (BA-200, Vector, Burlingame, CA, USA), acorde al 

anticuerpo primario previamente utilizado. Los cortes fueron lavados con PBS y luego se 

utilizó el sistema de detección “Vectastain Elite ABC Kit” (Vector, Burlingame, CA, USA). 

Los siguientes pasos se realizaron tal como lo descripto en hipófisis. En todos los casos, 

los controles negativos se realizaron mediante la omisión del anticuerpo primario,  

colocando en su lugar IgG de ratón o de conejo, según correspondiera (normal mouse 

IgG, sc-2025, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA o normal rabbit IgG, sc-

2027, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),  en concentración equivalente a 

la del anticuerpo primario.    

   

c) Co-localización del REα en las células corticotropas mediante inmunofluorescencia 

 

Se realizó un análisis de co-localización para ACTH y REα. Las hipófisis de todos 

los animales fueron fijadas, incluidas en parafina, cortadas e hidratadas tal como lo 

descripto previamente. Se realizó recuperación antigénica para la detección del REα,  tal 

como lo descripto para glándulas adrenales. Se realizaron lavados con PBS y luego se 

bloquearon los sitios de unión no específica mediante la incubación con un suero normal 
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de cabra, durante 10 min (“Immunoperoxidase secondary detection system”, DAB 150, 

Millipore, CA, USA). Luego los cortes fueron incubados toda la noche a temperatura 

ambiente en una cámara húmeda con una dilución 1:25 en PBS del anticuerpo primario 

anti-REα (mouse monoclonal, sc-787, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). 

Los cortes fueron lavados con PBS e incubados durante 1 hora con una dilución 1:125 en 

PBS de un anticuerpo biotinilado anti-ratón (E0354, DAKO). Los cortes fueron lavados con 

PBS e incubados durante 1 hora  con dilución 1:100 en PBS del conjugado estreptavidina-

FITC (SA 100-02, Molecular Probes, Invitrogen). Luego de ser lavados con PBS, los 

cortes fueron incubados toda la noche a temperatura ambiente en una cámara húmeda 

con una dilución 1:100 en PBS del anticuerpo primario anti-ACTH (rabbit-anti human 

ACTH-IC-3, NIDDK)( este anticuerpo fue elegido por ser de una especie distinta a la del 

anticuerpo anti-REα, otorgando así mayor validez a la técnica) . Los cortes fueron lavados 

con PBS e incubados durante 1 hora con una dilución 1:100 en PBS del anticuerpo anti-

conejo rodamina  (AP132R; Chemicon International).  Los cortes fueron montados con 

PBS-glicerol (1:1). Los controles negativos se procesaron siguiendo el mismo protocolo, 

reemplazando los anticuerpos primarios por PBS. 

 

d) Análisis de imágenes 

 

Las imágenes fueron capturadas con una cámara digital Leica DCC-380X adjunta 

a un microscopio trinocular (Leica, DM4000B Led), con el software de captura Las Leica 

Inc., con una magnificación de 1000X. Luego se trabajó con el software Qwin Plus Leica 

Inc. Corp. 

En las muestras de hipófisis, se analizaron las imágenes de 40 campos no 

consecutivos por corte, seleccionados aleatoriamente,  para determinar la cantidad de 
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células inmunomarcadas/células totales por campo (proporción de células corticotropas 

por campo) (campo= 12262 µ2). Las células corticotropas fueron caracterizadas utilizando 

los siguientes parámetros: área celular, área nuclear y citoplasmática y densidad óptica. 

Con este objetivo, se analizaron 100 células inmunomarcadas por corte.   

La expresión del REα y de RP en la zona fascicular adrenal, fue evaluada 

mediante la cantidad de células inmunomarcadas/células totales por campo, en base a 

imágenes de 40 campos no consecutivos, selecciondos aleatoriamente (la zona 

glomerular y reticular fueron excluidas de este estudio) (campo= 12262 µ2).  

La expresión del MC2R fue evaluada mediante el análisis de la densidad óptica de 

100 células inmunopositivas por corte.  

En ambos casos (hipófisis y glándula adrenal), el análisis de densidad óptica se 

realizó luego de transformar las imágenes a 8-bit (escala de grises). La calibración de la 

densidad óptica se realizó mediante una tabla calibrada de escala de grises (“step tablet”). 

La curva de calibración se extendió entre 0 y 2.6 (valores de densidad óptica). De este 

modo, a medida que aumenta la intensidad de inmunomarcación, también lo hace la 

densidad óptica (Oberholzer et al., 1996; Optical density calibration).  

Las imágenes del estudio de co-localización fueron analizadas mediante un 

microscopio laser confocaI (Olympus FV-30 adjunto a un microscopio Olympus Bx-61). 

.  

Análisis estadístico  

 

Las hormonas en las distintas fases del ciclo dentro del mismo fotoperíodo y entre 

fotoperiodos fueron evaluadas por medio de ANOVA repetitivo, seguido por el test de 

Tukey-Kramer.  La comparación entre los perros machos (castrados y no castrados),  
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hembras castradas y las perras en anestro al igual que la comparación de cada grupo 

entre fotoperíodos, se realizó mediante ANOVA, seguido por el test de Tukey-Kramer.  

El análisis de la interacción entre las fases del ciclo estral y el fotoperiodo, o el sexo y el 

fotoperiodo se realizó mediante ANOVA de doble vía, seguido por el test de Bonferroni 

(Graph Pad 5, USA). Para el análisis de correlación se utilizó el test de Pearson. Las 

variables se expresan como promedio y SEM.  El nivel de significación se fijó en p<0,05.   

 

 Las variables morfológicas (proporción de células inmunomarcadas por campo, 

área celular, área nuclear, área citoplasmática, y densidad óptica) se analizaron por medio 

de ANOVA de doble vía, seguido por el test de Bonferroni; teniendo en cuenta el efecto 

del sexo, el fotoperiodo y la interacción entre ambos factores (Gaph Pad 5, USA).  Las 

variables se expresan como promedio y SEM.  El nivel de significación se fijó en p<0,05.   
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VII. RESULTADOS 
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Resultados  

 

Experiencia 1: Análisis hormonal 

 

a)  Concentraciones hormonales en perros de distinto sexo y estatus gonadal (castrados o 

no castrados)  

 

a.1. Estradiol, progesterona y testosterona  

 

El E2 y la T se vieron afectados por el sexo y el estatus gonadal, ya que ambas 

hormonas se encontraron más elevadas en hembras no castradas en AE y en machos, 

respectivamente, respecto al resto de los grupos (P<0.0001), pero no se vieron afectados 

por el fotoperiodo (Tabla 1).   

La P4 no se vio afectada por el sexo ni por el fotoperíodo.  

 

Hormona Fotoperiodo Positivo Fotoperiodo negativo 

  AE Hc M Mc AE Hc M Mc 

E2 9,2±0,27* 7,7±0,17 8±0,23 7,8±0,4 8,6±0,28* 7,5±0,13 7,6±0,18 7,5±0,3 

P4 0,51±0,04 0,49±0,09 0,36±0,04 0,42±0,06 0,48±0,08 0,45±0,07 0,41±0,05 0,31±0,05 

T 0,04±0,005 0,03±0,004 4,9±0,5* 0,06±0,01 0,037±0,003 0,035±0,005 5,4±0,5* 0,04±0,008 

 

Tabla 1. Concentraciones de estradiol (E2)(pg/ml), progesterona (P4)(ng/ml)  y 

testosterona (T) (ng/ml) en hembras no castradas en anestro (AE), perras castradas (Hc), 

machos (M) y machos castrados (Mc), en distintos fotoperiodos. 

*Indica diferencias significativas entre las hembras y el resto de los grupos para la 

concentración de estradiol (en ambos fotoperiodos), y entre los machos y el resto de los 

grupos para  la concentración de testosterona (en ambos fotoperiodos) (P<0.0001).  

Los valores se expresan como promedio ± SEM. 
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a.2. ACTH, α-MSH y cortisol  

 

La ACTH y α-MSH no se vieron afectadas por el sexo ni el estatus gonadal; así 

como tampoco se encontraron diferencias significativas entre fotoperiodos para estas 

hormonas (Tabla 2).  

El Cortisol fue afectado por el fotoperíodo, observándose que las hembras 

castradas, y los machos castrados y no castrados, en el fotoperíodo negativo presentaron 

mayores concentraciones de cortisol respecto al fotoperiodo positivo (p<0,05) (Tabla 2).  

Si bien en AE, las concentraciones de cortisol fueron mayores en el fotoperiodo negativo 

(Ph-: 1.7 µg/dl ±0.6 µg/dl vs. Ph+: 1.3 µg/dl ± 0.7 µg/dl), estas diferencias no fueron 

significativas. No se observaron diferencias significativas entre animales de distinto sexo o 

estatus gonadal dentro del mismo fotoperíodo.  

 

Hormona Fotoperiodo Positivo Fotoperiodo negativo 

  AE Hc M Mc AE Hc M Mc 

ACTH 14,3±0,4 13,2±0,8 12,2±0,5 13±0,8 12,7±0,7 13±0,8 12,6±0,8 12,3±0,7 

α-MSH 9,8±0,2 9,9±0,2 10±0,3 9,9±0,4 9,9±0,4 10,1±0,5 10,3±0,6 9,7±0,7 

Cort 1,3±0,2 1±0,13* 1,2±0,2* 1±0,1* 1,7±0,2 1,6±0,2 1,9±0,24 1,8±0,3 

 

 

Tabla 2. Concentraciones de ACTH (pg/ml), α-MSH (ng/ml) y cortisol (Cort)(µg/dl) en 

hembras no castradas en anestro (AE), hembras castradas (Hc), machos (M) y machos 

castrados (Mc), en distintos fotoperiodos.  

* Indica el efecto del fotoperiodo sobre las concentraciones de cortisol para todos los 

grupos (p<0,05) excepto las hembras no castradas en anestro.   

Los valores se expresan como promedio± SEM 
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b) Concentraciones hormonales durante el ciclo estral en fotoperiodo positivo y negativo 

 

b.1. Estradiol y progesterona 

 

Las concentraciones de estradiol se vieron afectadas por la fase del ciclo estral 

(P<0.0001; F: 47.26), al igual que por el fotoperiodo (P=0.011); tomando mayores valores 

en el  Ph-. No se encontró interacción entre el fotoperiodo y la fase del ciclo estral.  

El E2 alcanzó un pico máximo en el PE y luego disminuyó en el E y DE en ambos 

fotoperiodos (Fig. 22). Se observaron diferencias significativas entre fotoperiodos en el PE 

(P<0.01).  

La progesterona no se vio afectada por el fotoperíodo (P=0.9), pero sí por la fase 

del ciclo estral (P<0.0001; F: 354.9). Las concentraciones de esta hormona aumentaron 

progresivamente durante el ciclo hasta alcanzar su pico en el DE,  de forma similar en 

ambos fotoperiodos  (Fig. 22). 
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Fig. 22.  Concentraciones de estradiol (a) y progesterona (b) durante el ciclo estral de la 

perra, en el fotoperiodo negativo (Ph-) y positivo (Ph+). 

*** Indica el efecto de la fase del ciclo estral sobre la concentración de E2 y P4 

(P<0.0001).  En la curva de la Figura 1a. (E2), la letra “a” indica diferencias significativas 

entre fotoperiodos en el PE  (P<0.01).  

El efecto del fotoperiodo sobre las concentraciones hormonales se indica como  “+” 

(P=0.011).  
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b.2. ACTH, α-MSH y cortisol  

 

Las concentraciones de ACTH se vieron afectadas por la fase del ciclo  (P<0.0001; 

F: 18.54), el fotoperiodo (P=0.04), y la interacción entre ambos factores (P=0.0004). El 

perfil hormonal en ambos fotoperiodos fue similar al del E2. La ACTH alcanzó su mayor 

concentración en el PE (P<0.001 vs. AE), y disminuyó en el E (E vs. AE; P<0.001 Ph-, 

P<0.01 Ph+); pero se mantuvo en el DE, permaneciendo más elevada que en el AE (DE 

vs. AE; P<0.01Ph- , P<0.001 Ph+) (Fig. 23). Se observaron diferencias estadísticamente 

significativas entre fotoperiodos solo en el PE; encontrándose mayores concentraciones 

en el Ph- respecto al Ph+ (P<0.001). 
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Fig. 23. Concentraciones de ACTH durante el ciclo estral de la perra en el fotoperiodo 

negativo (Ph-) y positivo (Ph+).  

 *** Indica el efecto de la fase del ciclo sobre la concentración de ACTH (P<0.0001). La 

letra “a” indica diferencias significativas entre fotoperiodos en el PE (P<0.001). El efecto 

del fotoperiodo se indica como “+” (P=0.0004).  

 

 

Las concentraciones de α-MSH (Fig.24) se vieron afectadas por la fase del ciclo 

(P<0.0001, F: 22.04), el fotoperiodo (P=0.012), y la interacción entre ambos factores 

(P<0.0001).En ambos fotoperiodos, la α-MSH aumentó en el PE, alcanzó sus máximas 

concentraciones en el E, y luego disminuyó en el  DE, permaneciendo más elevada que 

en el AE (P<0.001). Sin embargo, la disminución entre el E y el DE fue más pronunciada 

en el Ph+. Se observaron diferencias estadísticamente significativas entre fotoperiodos 

solo en el E; encontrándose mayores concentraciones en el Ph+ respecto al Ph- 

(P<0.001). 
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Fig. 24. Concentraciones de α-MSH durante el ciclo estral de la perra en el fotoperiodo 

negativo (Ph-) y positivo (Ph+).  

*** Indica el efecto de la fase del ciclo sobre la concentración de α-MSH (P<0.0001). La 

letra “a” indica  diferencias significativas entre fotoperiodos en el E (P<0.0001). El efecto 

del fotoperiodo se indica como  “+” (P=0.012).  

 

 

Las concentraciones de cortisol se vieron afectadas por la fase del ciclo 

(P<0.0001, F: 19.1), el fotoperiodo (P<0.0001), y la interacción entre ambos factores 

(P=0.02) (Fig. 4). En el Ph+, el cortisol aumentó linealmente, alcanzando sus máximas 

concentraciones en el E y manteniéndose en el DE. En el Ph-, el cortisol alcanzó sus 

máximas concentraciones en el E y disminuyó en el DE, permaneciendo más elevado que 

en el AE y en el PE (Fig.25).  En el Ph- se observaron mayores concentraciones de 

cortisol que en el Ph+, tanto en el E (P=0.0001) como en el DE (P<0.05). 
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 Fig. 25. Concentraciones de Cortisol durante el ciclo estral de la perra en el fotoperiodo 

negativo (Ph-) y positivo (Ph+).  

*** Indica el efecto de la fase del ciclo sobre la concentración de cortisol (P<0.0001). Las 

letras indican  diferencias significativas entre fotoperiodos en el E (P<0.001) y DE 

(P<0.05). El efecto del fotoperiodo se indica como “+” (P<0.0001).  
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c) Análisis de correlación 

En el grupo de perras no castradas, durante el ciclo estral, el E2 correlacionó con 

la ACTH (r=0.75, P<0.0001), α-MSH (r=0.49, P<0.0001) y cortisol (r=0.33, P<0.01). Se 

encontró correlación entre la P4 y ACTH (r=0.34, P<0.01), α-MSH (r=0.52, P<0.0001) y 

cortisol (r=0.5, P<0.0001). 

En “condiciones basales” (perras no castradas en AE, machos castrados o no, y 

hembras castradas) no se encontró correlación entre las hormonas estudiadas.  
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Experiencia 2: Análisis morfológico y de expresión de receptores 

 

a) Hipófisis 

a.1. Células inmunopositivas/células totales por campo (proporción de células 

corticotropas) 

 

Se observó inmunomarcación para ACTH a nivel del citoplasma, sin evidenciarse 

inmunomaración en el control negativo (Fig. 26). 

Se encontró un efecto del género (p<0.0001), pero no del fotoperiodo sobre la 

proporción de células positivas por campo. No se encontró interacción entre los factores 

analizados (sexo y fotoperiodo). La cantidad de células positivas/totales por campo fue 

mayor en las hembras respecto a los machos en ambos fotoperiodos (p<0.01) (Fig.26). En  

el fotoperiodo positivo, la proporción de células corticotropas por campo en las hembras 

fue de 0.32±0.006, mientras que en los machos fue de 0.22±0.014. En el fotoperiodo 

negativo, la proporción de células corticotropas por campo en las hembras fue de 

0.34±0.012, mientras que en los machos fue de 0.21±0.004.  
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Fig. 26. Inmunomarcación para ACTH en la hipófisis del perro en una hembra (a) y un 

macho (b). Los citoplasmas marrones corresponden a las células corticotropas. En en el 

control negativo (c) no se observa inmunomarcación. La barra de escala equivale a 20 

µm. 

 

 

a.2. Área celular 

 

Se encontró un efecto del género (p<0.0001), pero no del fotoperiodo sobre el área 

celular. No se encontró interacción entre los factores analizados. El área celular total fue 

mayor en hembras respecto a los machos en ambos fotoperiodos (p<0.001) (Fig.27) 
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Fig. 27. Área celular de las células corticotropas en hembras y machos en los distintos 

fotoperiodos. *** Indica diferencias estadísticamente significativas entre géneros en cada 

fotoperiodo (p<0.001). 

Hembra (+): hembras en fotoperiodo positivo, Macho (+): machos en fotoperiodo positivo, 

Hembra(-): hembras en fotoperiodo negativo, Macho(-): machos en fotoperiodo negativo. 
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a.3. Área nuclear y citoplasmática 

 

El área nuclear no presentó diferencias entre géneros o entre fotoperiodos; sin 

encontrarse tampoco interacción entre ambos factores. Al contrario, el área citoplasmática 

se vio afectada por el género (p<0.0001), aunque no por el fotoperiodo; sin encontrarse 

interacción. El área citoplasmática fue mayor en hembras respecto a los machos 

(p<0.001) en ambos fotoperiodos. En el Ph+, el área citoplasmática en las hembras fue de 

68 µ2  ±0.5 µ2, mientras que en los machos fue de 58 µ2  ±0.5 µ2. En el Ph-, el área 

citoplasmática en las hembras fue de 68,7 µ2 ± 0.3 µ2 , mientras que en los machos fue de 

57 µ2 ± 0.4 µ2. 

 

 

a.4. Densidad óptica 

 

La densidad óptica de las células corticotropas se vio afectada por el género 

(p<0.0001) y por el fotoperiodo (p<0.0001); sin haber interacción entre ambos factores. 

La densidad óptica fue mayor en hembras respecto a los machos en ambos fotoperiodos 

(p<0.001). Asimismo la  densidad óptica de estas células fue mayor en el Ph- respecto al 

Ph+ en ambos sexos (p<0.001) (Fig.28). 
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Fig. 28. Densidad óptica de las células corticotropas en hembras y machos en los distintos 

fotoperiodos.  

a vs. b Indica diferencias estadísticamente significativas entre sexos dentro de cada 

fotoperiodo (p<0.001). . 

[x]  vs. [y]  Indica diferencias estadísticamente significativas entre fotoperiodos  para cada 

sexo (p<0.001).  

Hembra (+): hembras en fotoperiodo positivo, Macho (+): machos en fotoperiodo positivo, 

Hembra (-): hembras en fotoperiodo negativo, Macho(-): machos en fotoperiodo negativo. 
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b) Corteza adrenal 

 

b.1. Expresión del REα 

El  REα fue identificado en la zona fascicular de todas las glándulas adrenales 

(Fig. 29), sin evidenciarse inmunomarcación en el control negativo (Fig. 30). 

La proporción de células inmunomarcadas por campo se vio afectada por el sexo 

(p<0.0001) y por el fotoperiodo (p<0.0001), sin encontrarse interacción entre ambos 

factores. 

 

Fig. 29.  Inmunomarcación para REα (a, c) y MC2R (b, d) en la corteza adrenal del perro. 

Los núcleos marrones (a, c) y los citoplasmas marrones (b, d)  indican marca positiva. La 

barra de escala indica 200 µm (a, b) o 100 µm (c, d). [C]: cápsula, [G]: zona glomerular, 

[F]: zona fascicular, [R]: zona reticular. 
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En ambos fotoperiodos las hembras presentaron mayor expresión de este receptor 

(mayor cantidad de células inmunomarcadas/células totales por campo) que los machos 

(p<0.001) (Fig.30). 

La proporción de células inmunomarcadas por campo fue mayor en el Ph-que en 

el Ph+  en ambos géneros (p<0.001) (Tabla 3). 

 

 

Fig. 30. Inmunomarcación para el REα en la corteza adrenal del perro en una hembra (a) 

y un macho (b). Los núcleos marrones indican marca positiva, mientras que los núcleos 

azules son negativos (hematoxilina). En el control negativo (c) no se observa 

inmunomarcación.  La barra de escala equivale a 20 µm. 

 

b.2. Expresión del MC2R  

 

Se observó inmunomarcación para MC2R en todas las glándulas adrenales 

estudiadas (Fig. 29), sin observarse inmunomarcación en el control negativo (Fig. 31). La 

densidad óptica se vio afectada por el sexo (p<0.0001) y por el fotoperiodo  (p<0.0001), 

sin encontrarse interacción entre ambos factores. 

En ambos fotoperiodos las células de la zona fascicular presentaron mayor 

densidad óptica en hembras que en machos  (p<0.001) (Fig. 31). Asimismo, la densidad 

óptica fue mayor en el Ph- que en el Ph+ en ambos géneros (p<0.001) (Tabla 3). 
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Fig. 31. Inmunomarcación para MC2R en la corteza adrenal del perro en una hembra (a) y 

un macho (b). Los citoplasmas marrones indican inmunomarcación positiva. Obsérvese la 

diferente intensidad de marcación entre ambas muestras. En el control negativo (c) no se 

observa inmunomarcación. 

 

 

Tabla 3. Expresión de receptores en la zona fascicular adrenal del perro en hembras (H) y 

machos (M), en distintos fotoperiodos. 

Receptor Hembra Macho               P-valor 

           Ph+        Ph-           Ph+       Ph-       Sexo       Ph 

ERα 
(IP/T cel) 

0.51± 0.006      0.56± 0.008 0.13± 0.003     0.17± 0.006 <0.001       <0.001 

MC2R 
(D.O.) 

0.63± 0.007      0.75± 0.01 0.54± 0.008     0.63± 0.02 <0.001       <0.001 

    

En ambas estaciones las hembras presentan mayor expresión del REα como del MC2R. 

Ambos receptores presentan mayor expresión en invierno. 

IP/T cel.: células inmunopositivas/totales por campo 

D.O.: densidad óptica 

Ph+: Fotoperíodo positivo,  Ph-: Fotoperíodo negativo 

Los valores se expresan como promedio y SEM. 
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b.3. Expresión del Receptor de progesterona 

 

No se encontró inmunmarcación para este receptor en glándula adrenal. 

 

 

b.4. Doble inmunofluorescencia 

 

Se encontró inmunomarcación para ACTH en el citoplasma de numerosas células, 

identificándose como células corticotropas. 

Se identificó el REα en el núcleo de las células corticotropas de ambos sexos. Las 

células corticotropas que expresaban dicho receptor fueron pocas, y se encontraron 

dispersas en la pars distalis. Asimismo, en la proximidad de las células corticotropas se 

observó gran cantidad de núcleos inmunomarcados para REα, los cuales corresponderían 

a células no corticotropas ya que su citoplasma no inmunomarcó para ACTH  

(corresponderían a otro tipo celular) (Fig.32).  

No se realizó un análisis cuantitativo de la expresión de este receptor en las 

células corticotropas dada su baja expresión. 
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Fig. 32. Co-localización del REα en las células corticotropas del perro, detectadas 

mediante doble inmunofluorescencia. Imágenes obtenidas en microscopio confocal. (a)  

Inmunomarcación de ACTH en las células corticotropas (rojo), (b) inmunomarcación de 

núcleos positivos a REα (verde), (c) Co-localización de ambos antígenos (núcleos en 

verde y citoplasmas en rojo), (d)  Mayor magnificación de una de las células que presenta 

co-localización de REα y ACTH. La flecha continua indica co-localización, la flecha 

discontinua indica una célula no corticotropa con núcleo positivo a REα.  Barra de escala: 

10 µm.  
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En el presente estudio se pudo comprobar que existe dimorfismo sexual del eje HHA 

entre las perras cíclicas y los perros machos, aunque este dimorfismo no se presenta en 

condiciones basales, en un aspecto funcional. Sin embargo sí existe un dimorfismo sexual 

morfológico en condiciones basales. Las diferencias observadas estarían determinadas 

por el impacto de las hormonas sexuales sobre la hipófisis y la glándula adrenal. 

Particularmente, el E2 tendría un rol importante sobre estos tejidos, ya que tanto en las 

células corticotropas como en la zona fascicular adrenal se identificó al REα, por primera 

vez en el perro. Mediante la unión a su receptor el E2 puede ejercer un efecto modulador 

sobre los mencionados tejidos. El rol de la P4 es más controversial, pudiendo tener un 

efecto distinto de acuerdo a su concentración (Carey et al., 1995). Además, en este 

estudio no se encontró expresión del RP en la glándula adrenal.  

 Diversos estudios han establecido una asociación entre las características 

morfológicas de las células corticotropas y su función (Sasaki et al., 1990; Childs, 1992); 

observándose, por ejemplo, que una mayor área de dichas células se acompaña de 

aumentos en la ACTH plasmática (Westlund et al., 1985). Asimismo, Rhodes et al (1999) 

proponen que las diferencias bioquímicas o funcionales del eje HHA en animales de 

distinto sexo serían consecuencia de diferencias morfológicas del mismo. De este modo, 

las características morfológicas de las células corticotropas de las hembras observadas 

en el presente estudio (distintas a las del macho), o el hecho de tener una mayor 

expresión del MC2R o del REα, podrían favorecer una mayor actividad de dicho eje en 

este sexo. Si bien estas diferencias funcionales no se observaron en condiciones basales 

en este estudio, sí se pusieron de manifiesto durante el ciclo estral; al igual que al desafiar 

al eje mediante el uso de ACTH o dexametasona, en base a lo referido por Pessina et al. 

(2009). 
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En resumen, el estradiol, mediante la unión a su receptor en las glándulas estudiadas, 

podría determinar no sólo las diferencias histológicas observadas, sino que a su vez, 

podría estimular la síntesis y/o secreción de ACTH y cortisol (ya sea en forma directa o 

indirecta). En consecuencia, se presentarían las diferencias funcionales entre géneros 

(que se ponen de manifiesto en condiciones de mayor actividad del eje gonadal o frente a 

un estímulo del eje HHA, como se mencionara previamente).  

Asimismo, en este estudio se observó que el fotoperiodo también influye sobre las 

características morfológicas evaluadas, al igual que en los perfiles hormonales de las 

perras cíclicas; mientras que sólo afecta al cortisol en condiciones basales. Al igual que lo 

expuesto respecto al dimorfismo sexual, habría una relación entre las características 

morfológicas y los perfiles hormonales observados en cada fotoperiodo. 

A continuación se realizará un análisis más detallado de los resultados hallados en 

este estudio. 

 

 

Hormonas del eje HHA y esteroides sexuales en “condiciones basales” 

 

En el presente estudio se observó que el sexo y el estatus gonadal no afectan las 

concentraciones de ACTH, α-MSH y cortisol, en “condiciones basales”.  El estradiol se 

encontró más elevado en las perras en anestro respecto al resto de los grupos en 

“condiciones basales”, sin embargo este grupo no presentó diferencias en las 

concentraciones de las hormonas del eje HHA, como sí se observa durante el ciclo estral 

(ver más adelante). La progesterona no presentó diferencias entre estos grupos, ni 

tampoco correlacionó con las hormonas del eje HHA, al igual que el estradiol. Estos 

hallazgos sugerirían que en condiciones basales las hormonas sexuales no afectarían la 
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producción hormonal del mencionado eje. Por el contrario, y en base a lo reportado por 

Pessina et al. (2009), al estimular el eje HHA, las diferencias entre géneros se ponen en 

evidencia. 

En este estudio no se observaron diferencias en las concentraciones de ACTH, α-MSH 

y cortisol entre los perros machos (que presentaron mayores concentraciones de 

testosterona) y el resto de los grupos; así como tampoco la testosterona correlacionó con 

las mencionadas hormonas. Por el contrario, se ha observado en diversas especies que 

las concentraciones de glucocorticoides y de ACTH tanto basales como inducidas por el 

stress son menores en los machos (Handa et al., 1994a; Rubinow et al., 2005; Williamson 

y Viau, 2008). En ratas macho, las concentraciones de dichas hormonas aumentan con la 

castración, y disminuyen cuando se los suplementa con testosterona (Handa et al., 1994b; 

Viau y Meaney, 1996). Esta evidencia sugiere que la testosterona tendría un rol inhibitorio 

sobre el eje adrenal (McCormick et al., 2002, Viau et al.,  2005; Romeo 2010).En nuestro 

estudio, el estatus gonadal no influyó sobre las concentraciones de las hormonas del eje 

HHA, ya que tanto los perros machos castrados como aquellos sin castrar presentaron un 

perfil hormonal similar. Sin embargo, considerando lo observado en otras especies, sería 

interesante evaluar si existen diferencias al someter a los animales a un estímulo estresor; 

o en condiciones que no sean “basales”, como durante la actividad reproductiva, o en 

perros con comportamiento agresivo.  

 

Hormonas del eje HHA y esteroides sexuales durante el ciclo estral 

 

Al contrario de lo que sucede en “condiciones basales”, en las perras no castradas las 

hormonas del eje HHA se vieron afectadas por los cambios hormonales producidos 

durante las fases del ciclo estral. El perfil de las hormonas sexuales durante este ciclo fue 
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similar al descripto para la especie (Concannon, 2011). El estradiol aumentó su 

concentración durante el proestro, hasta alcanzar un pico al final de esta fase, para luego 

disminuir durante el estro y diestro. La progesterona, en cambio, aumentó 

progresivamente desde el final del proestro hasta alcanzar los máximos valores en el 

diestro, y luego descender. La  ACTH, la α-MSH y el cortisol modificaron sus 

concentraciones durante este ciclo, siguiendo a las variaciones del E2 y P4. Asimismo, 

estas hormonas se encontraron correlacionadas, sugiriendo que la actividad del eje HHA 

variaría a lo largo del ciclo estral en relación a las variaciones de los esteroides 

gonadales.  

 

ACTH, E2 y P4 

Teniendo en cuenta el perfil hormonal observado para la ACTH, y considerando el hecho 

de que el REα se expresa en las células corticotropas (ver “Análisis morfológico en 

función del sexo”), es factible que los cambios en la concentración de E2 durante el ciclo 

estral, y particularmente en el PE (al alcanzar su máxima concentración), tengan un 

impacto sobre el eje HHA, pudiendo estimular la síntesis y/o secreción de ACTH a través 

de distintos mecanismos moleculares  (Hall et al., 2001;  Altemus et al., 2001; Labeur et 

al., 2010). Asimismo, la disminución en la concentración de E2 luego del PE, se 

acompaña de una disminución en la ACTH, sugiriendo que el efecto estimulador del E2 

sobre el área corticotropa comenzaría a disminuir (sumado al posible efecto inhibitorio de 

la P4 en sus máximas concentraciones) (ver más adelante). En forma similar a lo 

observado en el perro, se ha referido que en ratas la concentración de ACTH aumenta en 

el proestro y del mismo modo lo hace en la fase folicular del ciclo menstrual de la mujer 

(coincidiendo ambos momentos con altas concentraciones de E2) (Viau y Meaney, 1991).  

Carey et al. (1995) no solo observaron variaciones en la ACTH plasmática durante el ciclo 
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estral de la rata en condiciones basales (presentándose los máximos niveles en proestro); 

sino que reportaron que estas variaciones se producen a lo largo del ciclo también en 

respuesta al stress. Los cambios observados en este estudio en la concentración 

plasmática de ACTH en el perro, podrían estar relacionados a la influencia del estradiol 

sobre el núcleo paraventricular, tal como lo descripto para otras especies (Viau y Meaney 

1991; Vamvakopoulos y Chrousos, 1993; Roy et al., 1999; Shapiro et al., 2000; Ogura et 

al., 2008; Panagiotakopoulos y Neigh, 2014). Además de este efecto sobre el núcleo 

paraventricular, se han propuesto diversos mecanismos por los cuales el estradiol podría 

afectar la síntesis y secreción de ACTH (Handa y Weiser, 2014), entre los que se 

encuentran: la estimulación de la síntesis de POMC, la inhibición del feedback de los 

glucocorticoides a nivel del hipocampo, hipotálamo e hipófisis, y la modulación de otras 

vías reguladoras del eje HHA (Turner, 1990; Viau y Meaney 1991; Burgess y Handa, 

1993; Ochedalski et al., 2007; Rossi et al., 2010;  Panagiotakopoulos y Neigh, 2014). Los 

mecanismos mencionados quedan pendientes de estudio en el perro.  

 

Existen pocos reportes acerca de la influencia de la progesterona sobre la ACTH, 

siendo muchos de ellos contradictorios. Se ha propuesto que la P4 inhibiría el aumento de 

la CRH determinado por el E2 (Roy et a., 1999) o que inhibiría la secreción de ACTH 

(Keller-Wood, 1998). Sin embargo, estudios realizados en cultivos celulares revelaron que 

la P4 estimula la síntesis de POMC (Yang y Lim, 1995).  

En el presente estudio se encontró correlación entre la P4 y la ACTH, observándose 

que en las primeras fases del ciclo ambas hormonas aumentan en conjunto, mientras que 

en el diestro, cuando la P4 alcanza sus máximas concentraciones, la ACTH disminuye.  

Estos resultados sugerirían que la P4 podría tener un efecto diferente sobre la ACTH 

según su concentración fisiológica. De hecho, se ha observado en ratas que el incremento 
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en la P4 inhibe el efecto estimulante del E2 sobre la ACTH, dado que las concentraciones 

de ACTH disminuyen con el aumento en la concentración de P4 en el estro y diestro (Viau 

y Meaney 1991). Al contrario, se ha observado que el tratamiento con progesterona a 

bajas dosis aumenta el cortisol plasmático, sugiriéndose que este efecto se produciría por 

la acción de esta hormona a nivel central (Chan et al., 2014). En base a observaciones 

similares,  Carey et al. (1995) propusieron que la P4 podría tener un rol dual  sobre el eje 

HHA: revirtiendo los efectos del estradiol sobre el receptor MR (el estradiol disminuye la 

capacidad de unión del cortisol a este receptor) u ocupando estos receptores e impidiendo 

que el cortisol realice el feedback negativo. Así, la P4 podría tanto estimular como inhibir 

al eje HHA. 

Teniendo en cuenta estos estudios y lo observado en nuestro trabajo, la P4 podría 

estimular la síntesis de ACTH al inicio del ciclo, e inhibirla al alcanzar mayores 

concentraciones en el diestro. La falta del estimulo del E2 junto con el incremento de la 

P4, podrían determinar su descenso en esta fase. 

En el perro, Beijerink et al. (2007) no observaron cambios en la concentracion de 

ACTH plasmatica en perras tratadas con medroxiprogesterona acetato; aunque  se 

encontró una menor respuesta a la estimulación con CRH luego de que la droga fuera 

administrada por tiempo prolongado (11 meses de tratamiento). Las diferencias con este 

estudio podrían deberse a que el efecto de la P4 nativa no sería el mismo que el de la 

sintética. Del mismo modo, estas diferencias podrían explicarse por una distinta 

concentración entre la droga administrada y la P4 nativa, al igual que por la existencia de 

un ritmo secretor en esta última (que no está presente en la medroxiprogesterona 

administrada).  
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En resumen, las variaciones en la concentración de ACTH a lo largo del ciclo de la 

perra observadas en nuestro estudio podrían deberse tanto al impacto del estradiol, como 

al de la progesterona, o a la interacción entre ambas hormonas sexuales. 

 

α-MSH, E2 y P4 

 

La α-MSH presentó un perfil similar al de la ACTH, y también se encontró 

correlacionada con ambas hormonas sexuales estudiadas. Sin embargo, la α-MSH 

alcanzó su máxima concentración en el E y luego comenzó a disminuir en el DE. No se 

encontraron reportes acerca del posible impacto del E2 o de la P4 sobre la síntesis o 

secreción de la α-MSH.  

Considerando que el E2 estimularía la síntesis de POMC (Ochedalski et al., 2007) y 

teniendo en cuenta que la ACTH y α-MSH son secretadas en forma equimolar (Gallelli et 

al., 2010), sería posible que el efecto del E2 sea el mismo para ambas hormonas. Los 

diferentes perfiles observados a partir del PE quedan pendientes de ser estudiados. Una 

posible hipótesis sería que el E2 podría ejercer su efecto mediante distintos mecanismos 

de acción acorde al tipo celular (células corticotropas o melanotropas) (Tanaka, 2003; 

Olah et al., 2009).  No es claro el rol que tendría la P4 sobre la α-MSH; aunque en forma 

similar a lo propuesto para el E2, su efecto sobre la α-MSH podría ser el mismo que para 

la ACTH. En forma similar a lo discutido previamente,  Beijerink et al (2007) no observaron 

variaciones en las concentraciones de α-MSH en perras a las que se les administró 

medroxiprogesterona acetato.  
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Cortisol, E2 y P4 

 

El cortisol también presentó variaciones a lo largo del ciclo; correlacionando con 

ambas hormonas sexuales. El incremento del cortisol observado en el estro podría ser 

resultado del impacto tanto de la ACTH como del estradiol. El aumento de estas 

hormonas en el PE conduciría al aumento del cortisol plasmático observado en la 

siguiente fase del ciclo. En el DE, el cortisol comienza a disminuir, en forma similar a la 

ACTH y el E2 (y en coincidencia con el aumento de la P4).  Estos resultados coinciden 

con lo observado por Atkinson y Waddell (1997), quienes reportaron variaciones en las 

concentraciones plasmáticas de corticosterona durante el ciclo estral de la rata. 

Resultados similares fueron reportados por  Viau y Meaney (1991). Asimismo, Carey et al. 

(1995) encontraron que las variaciones en la concentración plasmática de corticosterona 

durante el ciclo estral se presentan tanto en condiciones basales como frente a un 

estimulo estresor. En todos los casos, las mayores concentraciones de corticosterona se 

encontraron en el proestro, sugiriendo un impacto del estradiol sobre la corteza adrenal. 

De hecho, se reportó que en mujeres en post-menopausia (Fonseca et al., 2001) y en 

ratas ovariectomisadas (Lo et al., 2000) el cortisol y la corticosterona, respectivamente, se 

incrementan luego de la administración de estradiol sintético (estradiol conjugado y 

benzoato de estradiol, respectivamente). Del mismo modo, en ovinos hembras castradas 

y suplementadas con benzoato de estradiol se encontró una mayor respuesta a la 

estimulación con ACTH que en aquellas hembras que no habían sido suplementadas (van 

Lier et al., 2014). Asimismo, se ha propuesto que el estradiol estimularía la 

esteroideogénesis adrenal (Nowak et al., 1995). 

Al igual que lo reportado en estas especies, el estradiol podría tener un efecto 

regulador sobre la glándula adrenal del perro. Esta hipótesis se encuentra reforzada por el 
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hecho de que en la zona fascicular se expresa el REα (ver “Análisis morfológico en 

función del sexo de los perros”), lo cual permite al estradiol ejercer un efecto sobre este 

tejido. Así las variaciones del estradiol a lo largo del ciclo estral influirían en los cambios 

observados en el cortisol. 

 

El rol de la P4 sobre la corteza adrenal, al igual que lo referido para la ACTH, es 

controversial y no se encuentra completamente estudiado (Keller-Wood y Wood, 2001). 

En un estudio realizado en equinos no se encontraron diferencias en la concentración de 

cortisol en yeguas con distintos valores de progesteronemia (Aurich et al., 2015).  En 

cambio, Chan et al. (2014) observaron que en ratas gonadectomizadas la progesterona a 

bajas dosis genera un aumento significativo en los niveles de cortisol, que no se observa 

a altas dosis (respecto a los controles); sugiriendo que el efecto de la progesterona sobre 

el cortisol sería distinto de acuerdo a la dosis utilizada.  Asimismo, estos autores 

evidenciaron que  la combinación de progesterona con estradiol genera menores 

aumentos en  la concentración de cortisol plasmático que el estradiol como monodroga. 

Estos resultados guardan relación con el modelo del rol dual de la P4 sobre la ACTH, la 

cual regularía a esta última disminuyendo o aumentando su síntesis (Carey et al., 1995). 

Teniendo en cuenta estos resultados, y el hecho de que en nuestro estudio no se 

identificó al RP en la glándula adrenal del perro, podría ser que la progesterona no regule 

la producción de cortisol en forma directa (en la glándula adrenal) sino que lo haga a nivel 

central. De este modo, las variaciones en el cortisol observadas en las perras estudiadas, 

se deberían al efecto y la interacción del E2, la P4 y la ACTH. 
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Hormonas del eje HHA y esteroides sexuales en función del fotoperíodo  

 

En “condiciones basales”, solo el cortisol presentó diferencias entre fotoperiodos; 

observándose mayores concentraciones en el Ph- respecto al Ph+. Por el contrario, 

durante el ciclo estral, excepto por la P4, todas las hormonas presentaron variaciones 

entre fotoperiodos. Estos hallazgos sugerirían que la interacción entre el fotoperiodo y las 

variaciones hormonales durante el ciclo estral juega un rol importante en las diferencias 

observadas en las hormonas del eje HHA en relación a la época del año.  

En las perras no castradas, el E2, la ACTH y el cortisol se encontraron más elevados 

en el Ph-, mientras que la α-MSH presentó mayores concentraciones en el Ph+. 

No se encontraron reportes acerca de las variaciones estacionales de las hormonas 

sexuales o del eje HHA en el perro; sin embargo existen estudios realizados en otras 

especies que describen diferencias entre distintas épocas del año (Romero et al., 2002; 

Cordero et al., 2012). La oveja de Soay presenta variaciones en la concentración 

plasmática de ACTH a lo largo del año, observándose las máximas concentraciones en 

verano, con disminuciones en invierno y primavera (Ssewannyana et al., 1990). Al 

contrario, en caballos la ACTH se encuentra más elevada en el otoño (Donaldson et al., 

2005; Cordero et al., 2012). En forma diferente a estas especies, en el perro observamos 

que esta hormona se encuentra elevada en el Ph- (final del otoño-inicio del invierno) 

respecto al Ph+ (final de la primavera-inicio del verano). Evidentemente las variaciones de 

la ACTH a lo largo del año son distintas acorde a la especie. La razón por la cual se 

producen estas variaciones no está del todo clara, aunque algunos autores sugieren que 

podría deberse a cambios climáticos acorde a la época del año (Schreiber et al., 2012; 

Diez de Castro et al., 2014). Asimismo, se ha referido que se producen cambios 

histológicos en el área corticotropa a lo largo del año (Filippa y Mohamed, 2006) (ver 
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“Análisis morfológico según el fotoperiodo”); pudiendo este evento afectar la funcionalidad 

del eje HHA y determinar las diferencias funcionales observadas. Además, estas 

variaciones estacionales podría asociarse a cambios en el metabolismo y la función 

reproductiva ocurridos en distintas épocas del año (Cordero et al., 2012). De hecho, 

Romero (2002) ha reportado cambios en el cortisol en distintas especies en relación a 

procesos fisiológicos como el cambio de pelo o plumas, migración, y reproducción. Podría 

ser que estos mismos factores afecten a la síntesis de ACTH, asociándose las variaciones 

en el cortisol a los cambios en la ACTH. Los mecanismos propuestos para las distintas 

especies podrían también estar involucrados en las diferencias por fotoperiodo 

observadas en el perro, quedando pendientes de estudio. 

 

La α-MSH, al contrario de lo observado para la ACTH, se encontró más elevada en el 

Ph+ respecto al Ph-. No queda en claro por qué estas hormonas presentan las mayores 

concentraciones en diferentes fotoperiodos, aunque podría relacionarse con la activación 

de distintos mecanismos de regulación acorde a la mayor necesidad de una u otra 

hormona. En cambio, en caballos se ha observado que la α-MSH presenta mayores 

concentraciones en el otoño respecto a la primavera, invierno e inicio del verano 

(McFarlane et al., 2004; Cordero et al., 2012). Variaciones en la concentración de α-MSH 

de acuerdo al fotoperiodo también se han observado en humanos, comadrejas, hámsters, 

y ovejas (Norman et al., 1972; Logan y Weatherhead, 1980;  Altmeyer et al., 1986; Lincoln 

and Baker, 1995). En hámster y comadrejas, se produce un aumento en la α-MSH en el 

verano, al igual que lo observado en humanos (Norman et al., 1972; Logan y 

Weatherhead, 1980; Altmeyer et al., 1986). En ovejas, en cambio, se produce un 

incremento de la α-MSH en el otoño (Lincoln et al., 2001). Estos hallazgos, sugieren que 

la α-MSH presenta variaciones estacionales diferentes según la especie (al igual que lo 
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observado para la ACTH). En las mencionadas especies se ha sugerido que estas 

variaciones podrían estar asociadas a distintos procesos fisiológicos (McFarlane et al., 

2004; Schuhler y Ebling, 2005; Cordero et al., 2012). Del mismo modo, el aumento de la 

α-MSH en el Ph+ en el perro podría responder a algún tipo de adaptación fisiológica. 

 

El cortisol, como se mencionara previamente, fue la única hormona que presentó 

diferencias entre fotoperiodos tanto en condiciones basales como durante el ciclo estral; 

siendo su concentración mayor en el Ph-.  En forma similar, se reportaron variaciones 

estacionales de esta hormona en equinos, siendo su concentración mayor en otoño que 

en primavera (Cordero et al., 2012). Asimismo, se han observado variaciones 

estacionales en la concentración de cortisol en humanos, roedores, monos y cabras 

(Boswell et al. 1994; Schiml et al. 1996; Walker et al. 1997; Alila-Johansson et al., 2003). 

En gorriones, la corticosterona aumenta en primavera-verano, coincidiendo con los 

procesos de migración, muda y reproducción (Romero, 2002)  En leones marinos se 

encontró un aumento en la concentración de corticosterona tanto en verano como en 

otoño, coincidiendo con la etapa reproductiva o la época de muda de pelaje (Myers et al, 

2010). Nuevamente se evidencia que no existe un patrón común entre especies en cuanto 

a las variaciones hormonales estacionales. Asimismo, en los mencionados estudios se 

sugiere, tal como lo referido para ACTH y α-MSH, que estas  variaciones estacionales del 

cortisol guardarían relación con procesos fisiológicos relativos a cada especie. El impacto 

ambiental, como por ejemplo la variación en las horas luz diarias, también tendría un 

efecto sobre el cortisol, pudiendo determinar las variaciones estacionales observadas 

(Ottenweller et al., 1987; Ribes, 2000; Filippa y Mohamed, 2006). Estos factores también 

podrían influir en las diferencias entre fotoperiodos observadas en este estudio en el 

perro. Asimismo es importante considerar que tanto el E2, como la ACTH y el cortisol 
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presentaron mayores concentraciones en el Ph-, sugiriendo que habría una interacción 

entre esta hormona sexual, las hormonas del eje HHA y el fotoperiodo. 

El hecho de que en los perros estudiados en condiciones basales sólo se observen 

variaciones estacionales en la concentración de cortisol podría asociarse a la regulación 

de la glándula adrenal independiente de la hipófisis (Ehrhart-Bornstein et al., 1998; 

Bornstein et al., 2008; Dickmeis y Foulkes, 2011). 

 

Análisis morfológico en función del sexo de los perros 

 

En el presente estudio se pudo observar que existe dimorfismo sexual, tanto en las 

características morfológicas de las células corticotropas como en la expresión de los 

receptores evaluados en la zona fascicular de la glándula adrenal del perro.  

En ambos fotoperiodos se evidenció que las hembras presentan mayor proporción de 

células corticotropas, mayor tamaño celular (a expensas del citoplasma) y mayor 

densidad óptica; por lo que habría una mayor expresión de ACTH en las células 

corticotropas en este género. Estas diferencias sugieren cierto impacto de las hormonas 

sexuales sobre dichas células; teniendo las hembras un eje HHA más sensible ante el 

stress (Handa et al., 1994a; Goel et al., 2014). Filippa y Mohamed (2006) han observado 

que el número de células inmunomarcadas para ACTH en vizcachas, es mayor en 

hembras; mientras que en visones se ha visto un incremento notable tanto en el número 

como en el tamaño de estas células en el desarrollo de la pubertad en las hembras, y no 

en los machos (Vidal et al, 1995). Las diferencias entre géneros y la coincidencia entre la 

pubertad y el desarrollo corticotropo son sugerentes del impacto de los esteroides 

sexuales sobre dichas células. De hecho, se observó que en ratas hembra castradas, la 

cantidad de células corticotropas disminuye; mientras que la suplementación con estradiol 
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lleva a su aumento (Malendowicz et al., 1987). Distintos autores han reportado que el 

estradiol  tendría un rol estimulador sobre el eje HHA, a nivel de hipófisis, hipotálamo y/o 

hipocampo mediante distintos mecanismos (Turner, 1990; Panagiotakopoulos y Neigh, 

2014; Handa y Weiser, 2014) (ver sección “Hormonas del eje HHA y esteroides sexuales 

en' condiciones basales' y durante el ciclo estral”).  Para poder ejercer un efecto, el 

estradiol debe unirse a su receptor. En este estudio hemos encontrado que existe 

expresión del REα en el núcleo de las células corticotropas del perro; hallazgo no 

reportado hasta el momento en la especie. El estradiol se uniría de este modo a su 

receptor estimulando vías genómicas (Welboren et al., 2009; Handa y Weiser, 2014). 

Además se evidenció la presencia del REα  en células adyacentes a las corticotropas. El 

estradiol podría actuar en estas células conduciendo a las mismas a ejercer un efecto 

parácrino sobre las corticotropas (Denef, 2008); hipótesis pendiente de ser estudiada. 

Asimismo, estudios realizados en ratas demostraron la presencia del REα en neuronas 

GABAergicas presentes en zonas cercanas al núcleo paraventricular (Handa y Weiser, 

2009). Estos autores propusieron que, mediante la acción en estas neuronas, el estradiol 

modularía el efecto de los glucocorticoides a nivel central.  Además se ha observado que 

el REα se expresa en otras zonas hipotalámicas y en distintas regiones del cerebro, 

pudiendo regular mediante sinapsis intermediarias el funcionamiento del área corticotropa 

(Handa et al., 1994a; Mitra et al., 2003). En forma similar a nuestro  estudio, estos 

receptores también fueron identificados en las células corticotropas y melanotropas de la 

rata, al igual que en las células folículoestrelladas (Mitchner et al., 1998). Por lo tanto, el 

estradiol podría tener una acción directa sobre estas células glandulares o actuar 

indirectamente a través de las mencionadas células de sostén.  

Además de ser identificado en la hipófisis, el  REα también fue evidenciado en las 

células de la zona fascicular adrenal del perro; siendo la primera vez que se lo reporta en 
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esta especie. La existencia de este receptor en la corteza adrenal, propone otro sitio de 

acción para el estradiol sobre el eje HHA. El REα también ha sido observado en la 

glándula adrenal en otras especies, proponiéndose que mediante su unión al mismo, el 

estradiol podría estimular la esteroideogénesis adrenal (Hirst et al., 1992; van Lier et al., 

2003b). De hecho, Nowak et al. (1995)  reportaron que el estradiol aumentaría el pasaje 

de colesterol a pregnenolona en la zona fascicular adrenal; incrementando de este modo 

la síntesis de glucocorticoides. Además, su expresión en la corteza adrenal del perro fue 

mayor en hembras que en machos; lo cual haría que dicha glándula sea más sensible a 

los posibles efectos del estradiol en las hembras, como ha sido sugerido para ovinos (van 

Lier et al., 2014).  

Del mismo modo, en los perros estudiados, las hembras expresaron el MC2R en 

mayor medida que los machos; lo cual haría a la glándula más sensible a la estimulación 

de la ACTH (Lo et al., 2000; Figueiredo et al., 2007). Asimismo sería posible que el 

estradiol regule la expresión del MC2R, ya que en estudios realizados en ratas castradas 

se ha observado que la suplementación con estradiol aumenta la producción de AMPc, el 

cual se sintetiza a partir de la unión de la ACTH a su receptor (Figueiredo et al., 2007). 

En el presente estudio no se encontró expresión del RP en la glándula adrenal del 

perro, en coincidencia con lo reportado en monos (Hirst et al., 1992). Sin embargo, en 

ovinos se identificó la presencia de dicho receptor mediante la implementación de otras 

técnicas (hibridación en solución) (van Lier et al, 2003b). Sería interesante aplicar distintas 

técnicas para identificar si el RP se expresa en la glándula adrenal del perro, o si a 

diferencia de los ovinos, no se encuentra presente en este tejido. 
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Análisis morfológico en función del fotoperiodo  

 

En el presente trabajo no se evidenciaron diferencias respecto a la proporción de 

células corticotropas o a su área total, nuclear o citoplasmática de acuerdo al fotoperiodo; 

pero sí se encontraron diferencias respecto a la densidad óptica de las mismas. Este 

parámetro se encontró aumentado en el Ph- en ambos sexos; lo cual se relacionaría con 

una mayor expresión de ACTH en las células corticotropas en dicho fotoperiodo. Esto 

permitiría que en un periodo de condiciones climáticas menos favorables o de cambios 

metabólicos (Donaldson et al., 2005; Cordero et al., 2012), el eje HHA tenga una reserva 

de ACTH que pueda ser liberada y estimule rápidamente la secreción de glucocorticoides. 

Las características diferenciales de las células corticotropas entre estaciones también 

se han observado en vizcachas (Filippa y Mohamed, 2006).  En esta especie se observó 

que el diámetro celular y la proporción de células corticotropas presentan variaciones 

estacionales; encontrándose valores máximos en el verano, los cuales disminuyen en el 

invierno y comienzan a elevarse nuevamente en la primavera. Del mismo modo, se 

evidenció que en sapos las células corticotropas aumentan su tamaño y la cantidad de 

gránulos secretores citoplasmáticos en primavera; disminuyendo estos parámetros en el 

otoño y comenzando a incrementarse nuevamente hacia el invierno (Pramoda y Saidapur, 

1991). Estos cambios morfológicos que ocurren a lo largo del año, sugerirían un 

comportamiento cíclico en la estructura y funcionalidad de las mencionadas células; 

posiblemente acorde a las demandas fisiológicas de cada especie según la época del año 

(Childs, 1992). Estos procesos podrían ser mediados por mecanismos en los que 

interviene la melatonina, ya que se ha observado que la administración de esta hormona 

en vizcachas y en hamsters, reproduce los efectos observados en condiciones de 

disminución en las horas luz diarias (Mohamed et al., 2000; Hira et al., 2001).  
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Las variaciones estacionales también se observaron a nivel de la glándula adrenal, 

siendo la expresión del MC2R en el perro mayor en el Ph-. Esto otorgaría a la glándula 

adrenal una mayor capacidad para responder al estímulo de la ACTH. De hecho, en la 

rata de arena (Psammomys obesus) se ha reportado que durante el invierno la 

sensibilidad adrenal a  la ACTH está incrementada; lo que permite una mayor secreción 

de cortisol, manteniendo niveles elevados de esta hormona hasta la primavera (Amirat y 

Brudieux, 1993). Asimismo, se observó que en vizcachas y en hamsters en periodos de 

pocas horas luz diarias, el contenido lipídico de las células de la corteza adrenal 

disminuye, mientras que el volumen total de la zona fascicular aumenta (Ribes et al., 

1999; Hira et al., 2001). Estos cambios estarían asociados a una mayor funcionalidad de 

la corteza adrenal en el mencionado periodo. 

El REα también presentó mayor expresión en la glándula adrenal en este fotoperiodo 

en el perro. No se han encontrado reportes al respecto y se desconocen los mecanismos 

intervinientes en este evento.  

 

En base a lo referido previamente, sería posible que las diferencias en la expresión de 

ACTH en las células corticotropas y en la expresión de los receptores evaluados en la 

corteza adrenal del perro en relación al fotoperiodo, guarden relación con la funcionalidad 

del eje HHA. De hecho, en el presente estudio se observaron mayores concentraciones 

de ACTH y cortisol durante el ciclo estral de la perra en el Ph-. 

Como se mencionara previamente, la conexión entre la variación en las horas luz y las 

diferencias morfológicas y funcionales observadas en este estudio podría ser mediada por 

la melatonina tal como lo descripto en vizcachas (Ribes et al., 1999; Hazlerigg, 2001). 
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Conclusiones 

 

Existe un dimorfismo sexual del eje HHA que se pone en evidencia en las perras 

cíclicas, mientras que no se manifiesta en condiciones basales. Es así que, en dicha 

condición las hormonas del eje HHA no se ven afectadas por el sexo. Por el contrario 

estas hormonas se encuentran afectadas por la fase del ciclo estral.  A pesar de que el 

dimorfismo sexual funcional no se manifiesta en condiciones basales, sí se observa el 

dimorfismo sexual morfológico tanto a nivel hipofisario como adrenal. 

Tanto la ACTH, como la α-MSH y el cortisol serían estimuladas por el estradiol 

mediante distintos mecanismos.  Por el contrario, la progesterona podría tener un rol 

estimulador o inhibidor, dependiendo de sus concentraciones. 

El estradiol puede ejercer su efecto mediante la unión a los REα presentes tanto en las 

células corticotropas como en la zona fascicular de la glándula adrenal. La mayor 

expresión de este receptor en la corteza adrenal de las hembras haría más sensible a 

esta glándula al estradiol. 

Mediante la unión a su receptor, el estradiol no solo determinaría las variaciones de 

las hormonas del eje HHA observadas, sino que también daría lugar a características 

morfológicas distintas entre sexos. Es así que las hembras tienen mayor proporción de 

células corticotropas, mayor área celular y densidad óptica de dichas células, y mayor 

expresión del MC2R en la corteza adrenal. Estas características a su vez harían más 

sensible al eje HHA a actuar frente a los correspondientes estímulos en este sexo. 

Por otra parte las hormonas del eje HHA también se ven afectadas por el fotoperiodo. 

Estas variaciones estacionales en las hormonas del eje HHA serían el resultado de la 

interacción entre el fotoperiodo y las variaciones de las hormonas sexuales en cada fase 

del ciclo estral. Por el contrario, en condiciones basales las variaciones estacionales del 
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cortisol tendrían su origen en la glándula adrenal, mediante una regulación independiente 

de la hipófisis. 

Estas observaciones revelan nuevos mecanismos de regulación del eje HHA en el 

perro, determinados por las hormonas sexuales y el impacto del fotoperiodo.  Estos 

hallazgos no solo amplían el conocimiento acerca del funcionamiento del eje HHA, sino 

que también aportan nuevos elementos para tratar de entender el desarrollo de patologías 

como la Enfermedad de Cushing; la cual precisamente presenta una mayor incidencia en 

hembras.  
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