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RESIIMEN

En el presente trabajo se ectudid 1a posible participacidn de 1la

inervacibn noradrenérgica del ovaric v del timo sobre la pubertad

del ratéon. Como modelos experimentales se utilizaron animales

normales (et/+) v desnudos atimicos (et/et).

La desnervaci bn noradren®rgica periférica provocada por la

administraci bon de 20 mg/kqg peso de guanetidina decde el

nacimiento, provocd el adelanto de 12 pubertad en 1las hembras

atimicas y no la modificd en las normales. La administracidn de

gonadotropina del suero de yegua prefiada (PMSG) indujo el

adelanto de l1a pubertad y del primer estro vaginal tanto en los

animales normales como en los atimicos. En los animales normales

de 16 dlas de edad, el tratamiento con PMSG indujo apertura

vaginal adelantadsa pero no la ovulaci dn. En cambio, los animales

desnervados de igual edad v tratamiento si lo hicieron. En los

animales &atimicose de 30 dias de edad también desnervados, 12

inyeccibtn de PMSG adelantd l1a edad de 12 apertura vaginal pero

los animales no ovularon. El tratamiento con benzoato de

estradiol adelantd la edad de la apertura vaginal en ambos

modelos animales, pero retrastd 1a edad del primer estro vaginal vy

no modificd 1a capacidad ovulatoria, tantoe de los animales

enteros como de los desnerwvados.

Estos resultados sugieren que la reactividad normal del ovario

del animal prepiber es modulada tanto por 1la inervacibn

noradrenérgica del drgano, como por sustancias liberadas por el

timo.



INTRDDUCC ION

t.a pubertad es la fase biolbgica del individuo en la cual
se presenptan una serie de eventeos neurceendocrinos v fencotipicos
que eplazan la inmadurez con 1a madurez sevual. En lps roedores
el ipicio de la pubertad se caracteriza por 12 canaiizacibn
vaginal v 1a hinchazdn y el cambio de color de 1a membrana
vaginal antes de su ruptura (Rlandaun v Money, 1943).

El inicio del proceso puberal es mobdulado por wvariaos

factores tanto internos como externaos. As . la herencie parece
tener un

papel . fundamental en la regulacidn del inicio de los

evehtos gue culmpinan con la pubertad (Stope v Barker,

1940) y se
ha

observado gque la nutricibdn, los estimulos sociales v algunas

condiciones aabientales como el fotoperiodo en el que ee
desarroll an los animales, pueden modificar el inicio de este
procesn (Brackman y Hoffman, 19773 Vanderbeargh, 19833 Evans,

19863 Rosas v col., 1987a).

€1 hipotalamo es el centro regulador de las funciones

repraducti vas, aunque exieten eshtructuras ertrahipotalamicas como

1la amigdala v el

hipocampo, gque tambien participan en dicho

proceso (Borski, 19274).

la reguilaci dn de las funciones de Jos ovarios depende de los

mecanismos de homeostasis que exicskten entre 21 SNC thipotadlamo v



regiones extrahipotalbdmicas?, la hipdbfisis y 10s propivs ovarios

{(Malven, 1270).
La pubertad esth regulada por diversos mecani smos

neurocendocrinos, en los que participan tanto las gonadas como el

sistema hipotalamo-hipdfisis. Durante este periodo hay un aumento

de 1la sensibilidad de las gonadas a las gonadotropinas, factor

que para algunos autores es primordial en la prosecucién de 1la
misma (Odell y Swerdloff, 1974).

En el animal prepbber disminuye el efecto inhibitorio que
normalmente ejercen los estrigenos sobre la secrecibn de las

gonadotropinas. A medida que el animal crece, aumentan las dosis

de estrdgenos o andridgenos necesarios para lmpedir el incremento

de 1os niveles sangulneos de gonadotropinas que sigquen a 1a

castracidon (Ramlirez v McCann. 1963). Ademds, durante la pubertad

espontanea aumentan l1os niveles plasmaticos de gonadotropinas

A4 disminuyen la concentracit«m de 1la hormona hipotalémitca

liberadora de gonadotropinas [GnRH] y en la hipbficsis 1a de

gonadotropinas, eventos que también se observan en los animales

prepaberes tratados con estrdgenos (Ramirez vy Sawyer, 19653

Corbin vy Daniels, 19493 Eldridge vy col. 1974). Estos y otros

resultados 1llevaron a Goldman (1981) y Ojeda y col. (1283) a

sostener que un animal inmaduro es muy sensible al efecto

inhibiteorieo de los esteroides gonadales, 1o que provoca que los

niveles plasmadticos de gonadotropinas sean bajos. Durante la

pubertad, los estrogenos secretados por el ovario activan el

componente central estimulatorio de 1la secrecibdn de las



gonadotropinas, lo que resulta en el aumento de 1los niveles
plasmadticos de 1las mismas. Este incremento se acompaffa de 1la
aceleracion del crecimiento y la maduracisn folicular que culmina
con la primera ovulacién.

lLa accitn biflsica de los estrbgenos se ejerce a nivel de
Sistema Nervioso Central (SNC), especlficamente en el hipotalamo
{Mal ven, 1970), ¥ a nivel de la hipdfisis (Davidson y ©ol.1970).
Resul tados obtenidos por Davidson (1969), quien realizd implantes
de estrogenos en el hipotalamo, sugieren qua su efecto
estimul ador sﬁbre la pubertad se ejercertia en la regidon predptica
y la eminencia media. Los resultados de los estudios de Donovan y
Van der Werff ten Bosch (19465) y Kato y col (19247, 1970, 1971)
apoyan' la  hipdtesis anterior. Las lesiones en el hipotalamo
anterior de ratas prepaberes de 14-15 dias de edad, inducen el
adelanto en 1la edad de la apertura vaginal respecto a los
animales testigo (Donovan y Van der Werff ten Bosch, 1965). A su
vez, la incorporacidn de estradiol marcado en los animales de 25
dlas de edad aumenta significativamente en el hipotadlams anterior
y la eminencia media, lo qué no se observa en otras regiones
hipotalamicas ni en el cerebelo (Kato y col.19467, 19270, 13971).

El ovario es un &rgano constituido por tres compartimientos:
a— el folicular, formado por 1os foliculos en todas las etapas de
desarrollo, desde primordiales hasta preovulatorios
b— el luteal o cuerpo lé&teo que es una estructura glandular que
se forma a partir de las celulas de la granulosa y de la teca

interna de los folliculos que han liberado al ovocito



e— el intersticial o glandula intersticial que estad formado por

células de la teca interna de los foliculos con antro atrésicos

(Feder, 1981).

La periodicidad que se observa en los cambios funcionales vy
estructurales de los ovarios depende del ritmo de secrecidn de
las hormonas foliculoestimulante (FSH), l1a luteinizante (LH) y la

luteotrdpica o prolactina secretadas por la adenohipbfisis, a las

que se les denomina Gonadotropinas (Guyton, 1971).

El desarrollo de los foliculos es estimulade por la FSH vy 1la
LH. 6Se inicia con el crecimiento del ovocito, seguido de 1la
proliferacien de 1las

celulas de 1a granulosa o folicul ares.

Alrededor de f&stas se encuentran las celulas tecales, cuyo namero
aumanta hasta conformar l1a teca interna y la teca externa. Las

células foliculares Yy el ovocito carecen de vascularizacion

directa, mlentras que las células de la teca interna estan

ricamente irrigadas.

Por efectos de la trasvasacidn de agua, sales Yy algunas
proteinas plasmaticas desde los capilares hacia el interior

del
foliculo, ademas de la secrecibn de las propias células
foliculares, &stas con separadas y se forma una cavidad
denominada antro folicular, la cual contiene el 1iquido

folicular, El tamaffo del antro folicular aumenta a medida que el

follculo se desarrolla y cuando alcanza su mbximo se le denomina

foliculo de de Graff o precvulatorio. Estas etapas del desarrollo

son reguladas por la FS8H, la LHy la prolactina. En algunos
folliculos

su crecimiento y maduracién culminan con la expulsioéon



del ovocito I (ovulacidn), procesoc que es precedido por el

aumento brusco de los niveles circulantes de FSH, LH y prolactina
{Buyton, 19713,

En las cklulas de la teca interna se sintetizan andrbgenos a

partir de acetato o colesterol, los cuales pasan al interior del

foliculo donde son aromatizados a estrdgenos por las c@lulas

foliculares (Feder, 1981).

En el ovario tambi®&n se han observado terminales nerviosas

adrentrgicas y colindrgicas (Koelle, 1978%. De estas @ltimas no

s2 conoce exactamente su origen, ni su participaciotn en los

mecanismos de regulacidn de 1la funcidan del &drgano. Los nervios

adrenérgicos que llegan al ovario provienen del plexo ovarico y

del - nervio owvarico superior que corre a través del ligamento

suspensorio. Las fibras del plexo ovadrico siguen el travecto de

la arteria ovarica y juntas penetran por el hilio del ovario

(Neilson y col., 189703 Burden, 1978; Lawrence y Burden, 1980).

Los resultadeos de 1o0s estudios de seccidn de 1os nervios

ovaArico superior realizados en animales prepdberes, sugieren que

las Ffibras noradrengrgicas que llegan al ovario por esta via,

regulan de manera estimulante 1a capacidad de sintesis de

hormonas esteroideas, mientras que las modificaciones en 1la

cantidad de receptores adrendrgicos que se presentan en el ovario

del animal prepuber, facilitarian su respuesta a las

gonadotropinas (Aguado y col. 19823 Aguado y Ojeda, 1984).

Uno de los mdtodos mads ampliamente utilizado en el estudio

de la regulacibn central o periférica de la funcibn del ovario es



la administracion de farmacos que pueden potenciar o blogquear el

estimulo del neuroptransmisor en la sinapsis. La guanetidina es un

bloqueador de tipo adren&rgico exclusivamente periférico, vya gue

no atraviesa la barrera hemato—-encefalica . Actba a nivel de los

granulos de almacenamiento intraneuronales despl azando Y

substituyendo a la noradrenalina. Dado gque l1la guanetidina puede

ser liberada por el estimulo nervioso se e clasifica como

“"transmisor falso”. Las respuestas globales despubs de su

administracion son: la disminucidn de 1la liberacion del

neurotransmisor en las terminales nerviosas adrenérgicas y 1

aumento de 1la sensibilidad de las células efectoras al mismo

(Koelle, 1978; Nickerson y Collier, 1978; Rodriguez, 1984).

La administracibn cronica de guanetidina a ratas adultas

provoca alteracibn del ciclo estral y disminucibdn del namero de

ovocitos liberados en forma espontines (Doeminguez y  Zipitrila,

19803 Ayala vy col., 1986) . En estos animales, la respuesta

ovulatoria y de aumento del peso del ovario al estimulo
secuencial con FSH y LH fue semejante al de 1os animales testigo

(Ayala vy col. 1984), mientras que en aquellos estimulados con

hormona del suero de yegua prefrada (PMSG) y 546 horas mas tarde

con gonadotropina corifGnica humana ¢hCe) , los resul tados

dependieron del tiempo transcurrido entre la finalizacion del

tratamiento con guanetidina y la prueba ovulatoria (Dominguez vy

Zipitria, 1980).

En la regulacibn del proceso reproductor de los mamiferos,

ademds de las gonadotropinas, las hormonas esteroideas y algunos



neurotransmisores también participarian polipéptidos de origen
extragonadal, algunos de los cuales se originan en el timo, Esta
interpretacitn se apoya en los siguientes hechos:

a- el timo involuciona despufs de 1a pubertad o por la
administracin de progesterona, testosterona, estrigenos o
corticoides {Ham, 1975; Janardana y Sirsi, 19613 Chambers vy
Clarke, 197%; Grossman Yy col., 1983). En cambio en los animales
adrenalectomizados, castrados o ambos se observa hipertrofia del
timo (lIshidate y Metcalf, 19&63).

b- l1a administracidn in vitrpo de polipéptidos timicos a cultivos
de hipothlamo—hipbfisis, estimula 1la liberacidn de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) y de gonadotropinas (Rebar vy
col., 19815; Romano y Mendoza, 1987).

c- 1la timectomla en ratones hembra recl&n nacidos retarda 1la
maduracibon sexual (Besedovsky y Sorkin, 1274), induce disgénesis
ovarica, foliculogénesis anormal y reduce © nulifica la
fertilidad (Sakakura y Nishizouka, 19723 Lintern—-Moore, 1977). En
los machos, el mismo tratamiento reduce 1los niveles circulantes
de testosterona cuando el animal es adulto (Besedovsky y Sorkin,
19743 Pierpaoli y Besedovsky, 1975)

En la ENEP Zaragoza se tiene un mutante de la cepa de ratdon
blanco CD1 denominado et/et, que presenta caracteristicas
reproductivas similares a las del ratén normal como son 1la
fertilidad, el periodo de gestacion y el namero de crias por
camada. Mientras que 1l1la pubertad, medida por la edad de 1la

apertura vaginal, esta retrasada en comparacidn con sus hermanas



normales. En la regidn timica, el macho presenta un rudimento
timico mientras que en las hembras se observa un nddulo linfatico
(Rosas Yy col. !987b3. Este mutante comparte algunas de las
caracteristicas fenotipicas de la cepa de ratones "nu/nua”
descrita por Flanagan (1964), pero a diferencia de é&stos los
et/2t viven y se reproducen 2n las condiciones convencionales de
un bioterio, presentan mayor fertilidad y longevidad, atan que la
que se obtiene en 1os nu/nu mantenidos en condiciones de
' esterilidad (Rosas y col., 1987b).

Dado que la inervacion catecolaminérgica en el ovario modula
su .reactiwvidad a la acgiodon de las gonadotropinas, que esta
inervacibn parece participar de manera diferente en un animal
prepiber vy en un animal adulto y ademds que la ausencia del timo
retarda 1la pubertad, se decidid estudiar la participacion tanto

del sictema adrendrgico como del timo en este proceso.



HIPOTESIS

La respuesta del ovario del animal prepaber desnervado a las
gonadotropinas enddgenas y exdgenas sera diferente dependiendo de

la presancia o ausencia del timo.

OBJIETIVOS

-—— Analizar la reactividad del ovario al estimulo

gonadotrdpico en ratones prepiberes normales y atimicos.

-~ Analizar los efectos de las genadotropinas enddgenas =]
exdgenas en animales prepaberes normales vy atimicos con

desnervacién noradrenérgica crdénica.



METODOIL.OGIA

Se utilizaron ratones hembra normales et/+ vy desnudos
atimicos et/et mantenidos en fotoperiodo controlado de 14 h de
luz vy 10 h de obscuridad (luces encendidas de 05:00 a 12:00 h),
que tuvieron libre acceso al agua y al alimento.

A todos los grupos de animales tratados y testiges sin
tratamiento, se les reqgistrd el dia de 1la apertura vaginal v
se tomaron frotis vaginales diarios. Grupos de animales
testigos fueron sacrificados al primer estro y a las edades
correspondientes a las que fueron tratados los- animales
experimentales. Todos los farmacos fueron inyectados por via
subcutinea entre las 09.00 y 10.00, excepto que se indique otra
hora. A la autopsia se disecaron y pesaron los ovarios, el aterao,
las adrenales y &@! timo. En los oviducto; se buscd la presencia

de ovocitos con la ayuda de un microscopio estereoscopico.

1, Estudio de los efectos de la despervacidtn noradrenpraica

periférica sobre la pubertad espontanea

Ratones normales y desnudos atimicos recién nacidos fueron
tratados di ariamente con guanetidina (Ciba-Geigy de México) £20
mg/kg peso corporall hasta la presencia del primer estro vaginal,.

momento en el cual se realizd la autopsia.

le]
1)

2. Estudio de 1la pubertad inducida por la administracidn



hormona del suere de yegua proefiada (PMBG)Y vy la respuesta
Qvulatoria de hembras prepbberes et/lt

Y et/et

Hembras at/+ de 20 y 25 dlas y hembras st/et de 30 y 35 dlas
de adad fueron tratadas con S5 w.i.

PMBB (Bigma Chemical Co.,
Luis,

San
Missouri).

Las diferencias en las edades del tratamiento
de los

animales et/+ y pt/et se basan en los resultados

de 1la
apertura vaginal espontanea Lfigura 13.

Todos los animales fusron
sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

Figura
Dt as previos
a la apertura wvaginal AV
espontinea /s 10 7/ 8 7/ VA « B4
edad del et/+

{d?as) 7 20 7 / 25 / /29 7
adad del et/et

(d}as) s 3G / ;S xS s P - I 4
%. Emtudio de la respuesta del gvario de ratopes gt/t ¥ stiet a
12 administracifn secuencial de gopadotropinas

Un grupo de ratones et/+ fueron inyectados con 8 u.i de PMSS
a

los 16 diass v otro fue tratado con PMSG a los 16 dilas y con 3
xk

.l de gonadotropina coridnica  humana he, SBigma Chemical

Co.y San Luis, Missouri) B4 h despuks.

Un grupo de hembras de
et/et 30 dilas recibid el mismo tratamiento. Todos los

animales
fueron sutopsiados en el dia del primer estro vaginal.

¥ PMBG = pregnant mare serum gonadotrophin

k% hCG = human chorionic gonadotrophin



1a admipnistracibo de estrhaepos

totes de hembras et/+ vy et/et de 16 y 30 dias de edad

respectivamente, fueron inyectadas con 50 ng de benzoato de

estradiol (BE) (Syntex de Mé&xicol. Los animales se autppsiaron en

el primer dia del estro vaginal.

5. Estudio de los efectos de 1la
periférica

despervacidn pocadrenardica
spobre la pubertad inducida vy ls respuesta ovulatporia
a las gonadotropinas © a los estrogenos.

Grupos de animales et/+ de 16 dfias de edad y grupos de

ratones et/et de 30 diag, tratados con guanetidina desde 81

nacimiento, fueron inyectados con PMSG o BE en las micemas dosis

que en los experimentos 1 y 3. Los animales fueron autopsiados en

el dia del primer estro vaginal.

Los resultados obtenidos fueron analizados por l¢ prueba de

andlisis de varianza seguida de la prueba de “"t" de Student o la

prueba de probabilidad exacta de Fisher. Sblo se aceptaron como

significativas aguellas diferencias en las cuales la probabilidad

fue igual o menor al 5% (Meredith, 1977).

RESULTADOS
Efectos de 12 desnervacidn noradrendrgica periférica crbonica
sobre 1a pubertad espontanea,

tLa

desnervacidn periffrica inducida por la administracibén de

- iz -



guandetidina, provocd 81 adelanto significativo de l1a pubertad en
las hembras et/et ¥ no la modificth en l1os et/+. €n camhio, la
edad del primer estro fue significativaments retardado en ambos
grupos. La ovulaciédn espontidnea no se modificd por 13

desnervacidn tanto en los animales et/+ como en los et/et (Tabla

I.

TABLA I. EDAD DE LA APERTURA VAGINAL (AV), EL PRIMER ESTROC
VAGINAL X, EL NUMERD DE OVOCITOS LIBERADDS (mediate.e.m.)Y LA TASA
DE ANIMALES OVULANTES DE RATONES et/+ Y et/et DESNERVADOS FOR LA
ADMINISTRA&IDN DE GUANETIDINA DESDE EL NACIMIENTO Y SIN
TRATAMIENTO, AUTORSIADOS EN EL DIA DEL PRIMER ESTRO VAGINAL.

GRUPD EDAD : PRIMER NUNERDYDE TASA DE ANIMALES
[2\Y) ESTRO OVDCITOS OVULANTES
et/ 28,7+0,7 6.3+0.9 14 1722
’ a
at/+ 28.4+1.3 10.7+1.4 9.0+1.4 //25
desnervado
a
et/et 3IP.5+0.7 4.0+2.0 ¢, 11 2718
' b b
et/et I2.642.4 16.6+3.8 o] os17
tesnervado

X dilas posteriores a la AV
a P<o,.01 vs et/+

b P<0.001 vs et/et



NDo so observaron diferencias signi$:cétivas en el bésq de ios
ovarios, sl atero [y ias adrehaiés 'dg” 1os 7 animales . con

desnervavoi s periférica respecto afsditéﬁtfco“tTabla»II}.

TarpLe Y. MEDIAZze.e.m.DEL PESD DE LQS QVARIOS, :EL UTERD ¥ LAS
ADRENALLES (morsicp P.C)  DE . RATONES et/s+ Y  otrset DESMERVADOS
finvechados Con guaneatidina desde a1 nacimiaentol Y SEN

TRATAMIENTS, AUTORPSIADOS EMN ©L DIA DEL PRIMER ESTRO VAGINAL.

GRUPD N OVARIOS UTERO ADRENALES
et/+ 22 J.630.3F I7.0+3.3 . 35.0+0.2
et/+ 25 4.140.3 34,.3%2.6 4.930.2
desnervado

et/et i8 J.7+0.2 27.6ﬁ2.4 4.8+0.3
et/et 17 4.3+0.6 30.443.9 5.3+0.5
desnervado

Efectos de l1la admipistracibon de gonadotropinas sebre la pikbertad
¥ la ovulacion

La administracidn de PMSG provocd el adelanto de la pubertad
y del primer estro vaginal tanto en los animales et/+ de 20 y 25
dias como en los et/et de 30 y 35 dlas de edad. En todos los
animales tratados, la apertura vaginal! se observd alrededor de
las 72 horas luego de la administracidn de la PMSG (fabla 111).,

En el grupo de  hembras et/+ de 220 dias de edad, la

admini stracién de PMSG indujo la ovulacidn en 2 de 9 animales,



mientras gue en los ratones Lratados a los 205 dias, 9 de 2 lo
hicieron ([F< €.053. En los animsles et/et de 30 gdias, el mismno

tratamiento no indujo ovuiacion y en les de 35 dias 4 de. 1! 1o

hicieron [P< 0.01 comparado con los et/+ da 25 diasi.. El namero .

de ovocitos liberados por las hembras et/et yﬁtéf(f‘,n fue.

significativamente diferente (tabla 'I111).°

TABLA  IIX. EDAD DE LA AFPERTURA VAGINAL (AW E;  EL PRIMER ESTRO
VABINALRZ, El. NUMERO DE OVOCITOS LIRERADOS (mediatr e.e.m.) Y LA
TASA DE ANIMALES OVULANTES EN RATONES et/+ DE 20 Y 25 DIAS Y

et/et DE 30 Y 35 DIAS DE EDAD TRATADOS CON S u.i. de PMSB.

GRUPO AV PRIMER NUMERO DE TASA DE ANIMALES
ESTRO ovocIToS OVULANTES

et/+ 20 d 2.430.2 1.440,2 &, 11 2/9
+PMSG

etset 30 d Z.430.3 1.4%0.2 o [e¥ e
+PMSG

et/+ 25 d 1.8+0.2 1.240.2 10.3+1.9 /9
+PMSG

a

et/et 35 d 2.840.3 0.54+0.2 8.0+1.4 q4/11

+PMSG

X dlas posteriores a la administracidn de PMSG
X% dilas posteriores a la AV

a P<0.001 vs et/+ de 25 d

-El tratamiento con PMSG provocd el aumento significative del

peso de los ovarios en los animales et/+ de 25 y et/et de 30 dias



de edad, lo sual Po se observd en los animales tratados a los 20
© 35 dias de edad. El pese de los Giteros incrementd significa-—

tivamente en todos los grupos de animales tratados excepto en los

et/et de 35 dias (Tabla IV).

TABLA 1V. MEDIAte.2.m. DEL PESO DE LOS OVARIOS, EL UTERDO Y LAS
ADRENALES (mg/10 g P.C) DE RATONES et/+ D& 20 Y 25 DIAS ¥ et/et

DE 30 Y 35 DIAS DPE EDAD TRATADODS CON S u.i. DE PMSGB Y 6IN

TRATAMIENTO.

GRUPO N OVARIOS UTERD ADRENALES

et/+ 20 d L4 7.0%1,1% 13.1+1.1 6,740.7

b

et/+ 20 d 9 B8.3+0.9 3T.043.7 . S5.3+0. 6

+PMSB

et/et 30 d 8 3.0+0. 4 6.3+1.0 4.440.5
c c

et/et 30 d 9 Y. 140.5 34.2+1.4 4.440.4

+PMSG

et/+ 25 d < 5.040.4 10.7+1.0 5.5+0.4
a a

et/+ 25 d L4 6.6+0.5 31.8B+2.6 5.5+40. 4

+PMSG

et/et 35 d 7 b.T7+1.2 21.9+2.4 10.2+1.6

et/et 35 d 113 4.9+0.6 29.242.9 6.6+0.7

+PMSG

a PL0.05 vs et/+ de 25 d
b F<0,001 vs et/+ de 20 d

c PC0.001 vs et/et de 30 d

En los animales et/+ de t1& dias, la administracion de PMBG
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provocd el adelanto de la edad de la apertura vaginal vy del

primer estro, pero ninguno de los animales tratados ovuld,
respuesta semejante a la de los animales et/et de 30 dias de

edad. En cambio, el tratamiento secuencial con PMSG y hCG indujo

1a ovulacibn en 21 657 de los animales. 8in embargo, el namero de

ovocitos 1liberados por animal ovulante fue significativamente

mayor en los animales et/+ (tabla V).

TABLA V. EDAD DE LA APERTURA VAGINAL (AVY%, EL PRIMER ESTRO

, EL NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS (mediate.e.m.) Y LA
TASA DE ANIMALES OVULANTES DE RATONES et/+ DE

VABINALXX

16 DIAS ¥ et/et DE
30 DIAS DE EDAD TRATADDS CON S u.i. DE PMSE + 3 u.i. DE hCG.

GRUPO Av PRIMER NUMERGO DE TASA DE ANIMALES

ESTRO ovociTos OVULANTES
et/+ 16 d 3.040.0 1.0+0,0 o] (o Va4
+PMSG
et/et 30 d 2.4:0.3 1.4+0.2 o o/9
+PMSEB
et/+ 146 d 3.040.0 0.3+0.2 18.4+2.2 S5/8
+PMSG+hCE

a

et/et 30 d 2.9%0.3 0.5+0.2 B.0x1.2 7/11
+PMSG+hCG

% dlas posteriores a 1la administracion de PMBEG

*x dias posteriores a la AV

a PL0.001 vs et/+ con PMSG+hCG



En todos 1lpbs animales que recibieron la administracion

secuencial de gonadotropinas se observd aumento del peso de los

ovarios, del datero y de las adrenales en 103 et/et (tabla VI).

TABLA VI. MEDIAte.e.m. DEL PESO DE LOS OVARIOS, El. UTERO Y LAS

ADRENALES (mg/10 g P.C) DE RATONES ets/+ DE 16 DIAS Y ets/et DE 30O
DI1AS DE EDAD TRATAPDS CON 5 u.i. DE PMSB O CON S u.i. DE PMSG + 3
w.i. DE hCB Y SIN TRATAMIENTO.

GRUPD N OVARIOS UTERO ADRENALES
et/+ 16 d 2 S5.4+0.5 11.140.9 5.3+0.5
a a
et/+ 16 d 9 10.54+0.8 55.243.9 6.840.6
+PMSE
a ab
et/+ 16 d 8 10,140. 6 37.944.8 &.8+0.4
+PMSE+hCE
et/et 30 d B 3.0%0.4 6.3+1.0 4.4+0.5
c c
et/et 30.d <9 5.1+0.5 3I4.2+1.4 4.440.4
+FIMBG
< cd cd
et/et 30 d4 11 b.7+1. 8 23.5+1.6 7.140.7
+PMSG+h(CE8

a P£0.00t va et/+ de 16 d

b P<£0.001 vs et/+ de 16 d tratado con PMSG

c P<0.001 vs et/et de 30 d

d P<0.001 vs et/et de 30 d tratado con PMSB

Efectos de 1la desnervacidn poradrenfraica por B8ID sobre 1la

pubertad ipducida por

La desnervacibn periférica crbnica desde el nacimiento
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modificd el adelanto de la apertwra vaginal inducida por 1la

administracidn de PMSG en ninguno de los grupns estudiados. Todos

l1os animales ets7+ abrieron vagina en estro, mientras gque 1los

et/et presentaron el estro wvaginal 48 horas despues de la

apertura.
El peso de los ovarios, del vtero y de las adrenales fue
significativamente mavor en los animales tratados con guanetidina

que en wus testigos de igual edad {(tabla VII.

TABLA VII. MEDIA+e.e.m. DEL PESDO DE LOS OVARIOS, EL UTERQO Y LAS

ADRENALES (mg/10 g P.C) DE RATONES etrs+ DE 16 DIAS Y et/et DE 30

DIAS DE EDAD DESNERVADOS [inyectados con guanetidina desde gl

nacimientol V BIN TRATAMIENTG.

GRUPO N OVARIAQS UTERD ADRENALES

et/+ 16 d e 5.410.5 11.140.9 5.3+0.5
a a a

et/+ 16 d 14 B.01+0.4 16.6+0.6 8.140.5

desnervado ’

et/et 30 4 8 3.0+0. 4 &340 1 4.440.5
b . b b

et/et 30 d @ 7.240. 6 12.5+1.0 8.840.3

desnervado
a F<0.001 vs pt/+ de 16 d

b P<O.0Q04 vs et/et de 30 d

El 75% de los animales et/+ desnervados gue fueron +tratados

con PMSGE a los 16 dias de edad ovularon. Este hecho no se observe
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en los animales et/et tratados con guanetidina y sometidos al

mismo tratamiento a los 30 dias (Tabla VIII).

TABLA VIII. EDAD DE LA APERTURA VAGINAL (AV) X, EL. PRIMER ESTRO

YAGINALX%X, EL NUMERO DE OVOCITGOS LIBERADOS (mediaxe.e.m.? Y LA

TASA DE ANIMALES OVULANTES EN RATONES et/+ DE 1& DIAS Y et/et DE

30 DIAS DE EDAD TRATADOS CON S u.i. DE PMSG GUE FUESRON

DESNERVADOS DESDE EL. NACIMIENTO POR LA ADMINISTRACION DE

GUANETIDINA
GRUPO AV PRIMER NUMERO DE TASA DE ANIMALES
ESTRO ovoCcITOS OVULANTES

et/+ 16 d 3.0x0.0 1.040.0 . o] o/9
+PMSG
et/et 30 d 2.4+0.3 1.440.2 [¢] (e Va4
+PMSG

B a a
et/+ 16 d 2.,940.1 [e) 10.8+2. 3 &/8
desnervado :
+ PMSG

b b

et/et 30 d 2.220.4 1.840.2 o 0/9
desnervado
+ PMSG

¥ dlas posteriores a la administracidn de PMSG
XX dias posteriores a la AV

a P<0.001 vs et/+ de 16 d

b P<0.001 vs et/+ de 16 d desnervado y tratado con PMSG

No se observaron diferenmcias significativas en el peso de

los ovarios y adrenales de los animales et/+ o et/et. Sin



embargo, el peso del atero disminuyd en los animales tratados con

guanetidina vy PMSG (tabla IX).

TABLA IX. MEDIA+e.e.m. DELL PESO DE LOS DVARIOS, EL UTERDO Y LAS
ADRENALES (mgs/10g F.C) DE RATONES et/+ DE 16 DIAS Y ets/et DE 30
DIAS DE EDAD DESNERVADOS DESDE EL NACIMIENTO POR LA
ADMINISTRACION DE GUANETIDINA Y NO TRATADOS, INYECTADOS CON S

u.i. DE PMSG.

GRUPO N OVARIGS UTERO . ADRENALES
et/+ 16 d 9 10.5+0.8 565.2+3.9 6.8+0.6
+PMEB

a
et/+ 16 d =] 10.43+0.7 3F9.5+2.3 - 6.8+0.5
desnervado
+ PMSG -
et/et 30 d 2 5.140.5 34.2+1.4 4.440.4
+PMSG
et/et 30 4 9 5.8+0.9 28.3+3.7 5.8+1.0
desnerwvado
+ PMSG

a P<0.001 vs et/+ tratado con PMSG

Efectos de 1la desneryvacidn noradrenérgica provocada por 1la

La administraciédn de BE adelantd la edad de la apertura
vaginal en todos 1los animales tratados, aungue en todos los
grupos se observd el retraso de 1la aparicion del primer estro
vaginal. LLa tasa de animales ovulantes en los animales tratados

con BE fue similar a la de los ratones que presentaron pubertad
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espontanea (tabla X).

TABLA X. EDAD DE LA APERTURA VABINAL (AV)x, EL PRIMER ESTROD
VAGINALX%, EL. NUMERO DE OVOCITOS LIBERADDOS (mediate.e.m.) Y LA
TASA DE ANIMALES DVULANTES EN RATONES et/+ DE 16 DIAS Y et/et DE
30 DIAS DESNERVADOB DESDE EL NACIMIENTO POR LA ADMINISTRACION DE
BUANETIDINA Y SIN TRATAMIENTO, INYECTADDS CON 50 ng DE BENZOATO
DE ESTRADIOL (BE).

BRUPC AV PRIMER NUMERO DE TASA DE ANIMALES
ESTRO ovocITOoS OVUL.ANTES

et/+ 16 d b6.4+2.2 20.9+5. 1 3, 12 2/9

+BE

et/et 30 d 3I.8x0.3 11.0+4.4 4, @ 278

+BE

et/+ 16 d 2.410.2 1X.8+5.4 10, 10 2/9

desnervado

+ BE

etset 30 d 2.810.2 18.5+3.3 o] o/B

desnervado

+ BE

¥ dias posteriores a 1la administracidn de BE

¥X dilas posteriores a la AV

La desnervaci &on periférica no modificd de manera
significativa 1los efectos de la administracidn de BE sobre 1la

pubertad, la ovulacion y el peso de &rganos (tablas X y XI).
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TABLA XI. MEDIA+e.e.m. DEL. PESO DE LLOS OVARIDS, EL UTERD Y LAS
ADRENALES (mg/10 g P.C) DE RATONES et/+ DE 1& DIAS Y et/et DE 30
D1AS DE EDAD DESNERVADOS DESDE EL NACIMIENTO POR LA
ADMINISTRACION DE GUANETIDINA Y SIN TRATAMIENTO, INYECTADOS CON
SO0 ng DE: BENZOATO DE ESTRADIOL (BE).

GRUPO N OVARIOS UTERD ADRENALES

et/+ 16 d 9 4.6%1.0 I5.7+4.8 6.240,6
+BE

et/+ 16 d < S5.7+0.7 36.112.9 5.5+£0.4
desnervado
+ BE

etset 30 d 8 5.1+0.%9 24.644.6 6.641.,0
+BE

et/et 30 d. 8 3.3+0.4 31.4+5.6 4.3+0.4

desnervado
4+ BE

DISCUSION.

Los resultados obtenidos en el presente estudio confirman lo
observado previamente sobre el retraso en la edad de la apertura
vaginal en los animales atimicos et/et respecto a los et/+ (Rosas
y €0l.1987h). El1 retardo en la pubertad tambi®&n ha sido descrito
en las hembras de 1la cepa de ratones mutantes atimicos o
hipotimicos nu/nu (Besedovsky y Sorkin, 19743 Rebar vy col.
1981b) . lLa posibilidad que el timo participe en los mecanismos
que regulan la pubertad es apoyada por 21 hecho gue la timectomia
en los animales recién nacidos la misma esta retrasada y que el

injerto de timo en 1los animales congénitamente atimicos 1la



normaliza (Besedovsky y Sorkin, 19743 Pierpaoli y Besédovski,

19755 Rebar y £p1.1980, 198ib)

Diversos autores han mostrado que la inervacibdn
catecolaminérgica que recibe el ovario, modula l1a capacidad

esteroidogénica del trgano {(Aguado y col. 1982; Ojeda y col.1983
Aguade vy Ojeda,

1984) y su respuesta ovulatoria tante a las

gonadotropinas enddgenas como exdgenas (Dominguez y Zipitria,

19803 Ayala y col.19843 ChAvez y col.1987).

LOS resultados de este estudio muestran que 1la desnervacidn

noradrenérgica periférica desde el nacimiento, provocada por 1la

administraci®on de guanetidina, indujo el adelanto de la pubertad
en los animales atimicos, lo cual no se observd en 1os normales.

Este adelanto en la edad de la canalizacibn vaginal puede indicar

aumento en la sintesis y secrecidn de estrdgenos. Segan Aguado vy

Ojeda (1984), la desnervacion catecolaminérgica del ovario
provoca la hipersensibilizacidn del d&rgano debido a1 aumento en

el namero de receptores adrenérgicos, por lo que las

catecplaminas circulantes cualquiera sea su origen; modularian de

manera estimulante la reactividad del ovario a las

gonadotropinas, independientemente que sus niveles plasméti:os

sean bajos. Dado que el adelanto de 1la pubertad por 1la
desnervacibn noradrenergica sblo se observd en los animales

atimicos, es posible suponer gue 1a influencia del timo vy 1a
noradrenalina sobre la capacidad secretora del ovario prepiber
sean inversas. Sin embargo, el retardo en la aparicisn del

primer estro vaginal tanto en los animales et/+ como en los et/et



deasnervados, sugiere que la falta de inervacion catecolaminérgica

periférica impidid el cierre del circuito neuroendocrino
necesarioc para la secrecibn esteroidogfnica. El thecho que los
animales tratados con PMSG adelantaron la @dad de la apertura

vaginal vy del primer estro vaginal, lo que no sucedid en los
animaleg tratados con benzoato de estradiol, apoya esta
interpretacibn.

En ratas adultas la administracidn de guanetidina

altera la ciclicidad y los animales presentan etapas prolongadas
de diestro (Ayala y tol., 1984).

Diversos estudios realizados en ratones preptberes de 20 vy

25 dlas de edad han mpstrado que la administracion de PMSG induce
el adelanto de 1la pubertad (Sasampto, 19469, 1972) . Nuestros

resultados concuerdan con esos datos, ya que se observd gque el

tratamiento de los animales normales con PMBEG a los 16,

20 o 25
dtas provocd el

adelanto de la apertura vaginal y det

primer
estro wvaginal. Urna

respuesta semejante se obtuvo cuando 1os

animales atimicos de IJI0 o 35 dias de edad,

reciblieran un
tratamientc similar, 1o que significaria que 1a capacidad

esteroidogénica del ovario del animal atimico en respuesta a las
gonzdotropinas exdgenas es semejante a la de los animales
normales. Rebar y col. (1980) sugieren que el retraso en la edag

de la apertura vaginal en los animales hipotimicos nu/nu se debe
A los bajos niveles de gonadotropinas circulantes en el psriodo
prepuberal. Nuestros

resul tados apoyan en parte esta
interpretacion.

En la rata preplber de 28 a 30 dias de sdad, el tratamiento
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con PMSB o BE, ademas de provocar el adelanto de 1la

apertura
vaginal, también 1o hace con la ovulacidn. Tanto en los efectos
de 1a PMSB como de 1los estrbdgenos, existe un componente

neurcendocrino propio del animal, vya que estos pueden ser
bloqueados por la inyeccidn de barbitdricos en el periodo critico
del proestro que antecede al estro V§g£nal (Ramirez, 1973).

El tratamiento con PMSG indujo el adelanto de la edad de la
ovulacidn en los animales et/+ de 20 o 25 dilas de edad v en 1los
atimicos (et/et). de 35 dilas. En cambio, los ratones normales de
16 dilas y los atimicos de 30 no ovularon espontaneamente luego
del estimulo con PMSB. Sin embargo, tanto les animales de 16 como
de IO ajas. de edad fueron capaces de ovular cuande se les
administrd pCB luego del estimulo con PMSG. Este hecho sugiere
que & las edades antes mencionadas, 81 circuite neuroendocrino
Fresponsabla de rogular 1a liberacidn pulsatil de gonadotropinas
;que induce la ovulacidén no ha alcanzado su maduracidn, aunque el
ovarioco ya 1o ha hecho.

La capacidad ovulatoria de los animales atimicos [medida por
la tasa de animales ovul antes {(ndmero de animales ovulantes/na-
mero de animales tratados) y por el namero de ovocitos liberados
por animal ovulantel es menor gque la de los animales normales.
Estos resultados podrian explicarse por la alteracidn en el
proceso de foliculogtnesis descrito en el animal atimico nu/nu_y
an los animales timectomizados al nacimientp (Sakakura Y
Nishizuka, 19723 FPierpaoli y Besedovsky, 1975 ). Sin embargo, el

nmero de crlas por paricidtn espontanea es semejante en los
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animales et/+ y et/et (Rosas y col.1987b). Resul tados obtenidos

in vitro indican que ciertos polipéptidos producidos por el timo

puedan estimul ar 1a secrecitn del factor liberador de

gonadotropinas o potenciar su accidn (Rebar y col.1981a; Romano vy

Mendoz a, 1987) lo cual se traduciria en una mayor liberacion de

gonadotropinas por la hipbdfisis. Con base a nuestros resultados,

esta explicacibn podria aplicarse al animal preplber, pero no al

adulto.

En los animales et/+ de 146 dias con desnervaci tn

noradren&rgica cronica desde el nacimiento, el estimulo del

ovario con PMSG se tradujo en la ovulacién espontanea en el 75%

de los animales tratados, hecho que no se presentd en los ratones

atimicos de 30 dias con desnervacion y estimulo gopadotrdpico.

En los animales normales "desnervados! y tratados con PMSG, 1la
tasa de animales ovulantes fue similar a la de los animales de la

misma &dad tratados con PMSG y hCG, aungque el ndamero de ovocitos

liberados fue significativamente mayor en estos dltimos. £En

cambio, los animales atimicos "desnervados" no responden con

ovulacidn esponthnea al estimulo con PMSG, aunque los qQue no

fueron tratados con guanetidina si l1e hicieron cuando recibieron
el tratamiento secuencial con PMSG y hCG. Estos hechos podrian

ser interpretados <cmo wa falla en el cierre del circuito

neuroendocrino responsable de la ovulacidn en los animales sin

timo, vya que el ovario parece responder normalmente a las
gonadotropinas. Lo anterior pone nuevamente de manifiesto .1a

interrelacién que existe entre el timo, la inervacion



noradrengrgica del ovario vy 1os mecanismos que regulan la fuancidn

de este &ltimo tanto en su capacidad secretora de hormonas,

como

en su capacidad ovulatoria.

CONCLUSIONES

Las hembras despudas atimicas etret presentan retardo
de la pubertad esponthnea respecto a las normales.

La capacidad esteroidog®nica del ovario del animal
atimico et/et prepbtber es similar a la del preptber
normal .

La capacidad ovulatoria (tasa de animales ovulantes y
namero de ovocitos liberados) de las hembras atimicas
prepaberes en respuesta al'est!mu!o gonadotropico es
menor v al parecer se encuentra retardada respecto 2
las hemhras et/+ prepiberes.

El timo participa en la regulacidn de 18 respuesta
ovarica a la accidon de las gonadotropinas en el raton

normal prepdaber.

Al parecer las terminaciones nerviosas noradrenérqgicas
del ovario en el animal normal prepdaber regulan de

manera inhibitoria la accidn de las gonadotropinas.
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