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RESUMEN

Existen datos experimentales que muestran el papel de la
inervacién noradrenérgica ovarica en la modulacién de la
respuesta del ovaric a las gonadotropinas. Con el fin de
estudiar si la inervacién noradrenérgica ovarica participa en
la regulacidén neurocendécrina de 1la pubertad y la primera
ovulacién, en el presente trabajo se analizaron los efectos
de la desnervacién noradrenérgica periférica producida desde
el nacimiento por la administracién de guanetidina sobre la
pubertad y la primera ovulacién espontdnea e inducida. Dado
que la administracién de andrégenos o estrégenos en la rata
recién nacida modifica los mecanismos que regulan la
secrecién de las gonadotropinas y afectan el contenido de
noradrenalina en el hipot&lamo, también se estudiaron los
efectos de la desnervacién noradrenérgica del ovario sobre la
masculinizacién y la desfeminizacién producidas por el
tratamiento con andrégenos o estrégenos, respectivamente,
inyectados a la rata hembra neonatal.

En los animales tratados con guanetidina (20 mg/Kg P.C.)
se observé retraso de la edad de la apertura vaginal
(42.321.1 dfas vs 37.2%0.4, p<0.01) y del primer estro
(42.7£1.1 vs 37.5%0.4, p<0.01). La tasa de ovulantes fue
similar a la del grupo testigo, pero el nimero de ovocitos
liberados por animal ovulante aumentd significativamente
(9.9£0.8 vs 7.1%0.5, p<0.05). El peso absoluto de los
ovarios y las adrenales disminuy6é significativamente en 1los
animales desnervados (30.9%2 mg vs 36.5%1.5, p<0.05; 26.9+1.5
vs 34%1.5, pP<0.05). Estos resultados indican gue 1la
inervaci6én noradrenérgica del ovario tiene un papel de tipo
inhibitorio en la ovulacién del animal prepGber.

El trataniento con 8 u.i. de la gonadotropina sérica de
la yeglia prefada (PM5G) a ratas de 18 a 28 dias de edad
adelantd la edad de la apertura wvaginal, gue se produjo
alrededor de las 72 horas postratamiento, excepto en aquellos
inyectados a los 18 dias, en los que ésta se produjo a las 96
horas. La tasa de animales ovulantes aumenté conforme el
animal alcanza la madurez (18 dias 0/12; 21 dias 2/9; 24 dias
6/12; 28 dfas 9/10). En los animales tratados a los 24 dias
de edad el nGmero de ovocitos liberados por animal ovulante
fue mayor que en los tratados a los 28 dfas y en los
autopsiados en el dia del primer estro vaginal esponténeo
(12.0%+1.0 vs 6.8%0.4 y 7.5%0.5, p<0.01). El peso de los
ovarios y del @tero aumentéd significativamente en 1los
animales tratados con PMSG independientemente de la edad en
gque fueron inyectados. Estos resultados indican que la
capacidad de respuesta ovulatoria es una funcién de la edad
del tratamiento.

En los animales con desnervaciébn noradrenérgica
periférica tratadeos con PMSG a los 18 dias, se observé
retrasc de la edad de la apertura vaginal (24.7#0.3 dias vs
21.910.1, p<0.05) y del primer estro (24.7%0.3 vs 22.0%0.0,
p<0.05) respecto al grupo tratado solamente con la hormona.



Cuatro de los nueve animales desnervados y tratados con PMSG
ovularon vs 0/i2 en los tratados séla con la hormona,
P<0.05). El1 peso absoluto de los ovarios y del Utero fue
menor en los animales desnervados que en los normales. Por lo
§nterlor se puede suponer gque en la rata prepdber, la
informacién noradrenérgica que se origina en el ovario actda
de manera inhibitoria sobre el mecanismo de retrocontrol de
los estrégencs gue culmina con la ovulacién.

La administracién de 75 ug de testosterona al nacimiento
© a los 5 dias de edad no modificé ninguno de los parémetros
estudiados. En cambio, en los animales inyectados con 75 ug
de propionato de testosterona (PT) a los 5 dias de edad se
observé disminucién del peso corporal (93%4.8 g vs 11422.5,
pP<0.05), adelanto de la edad de la apertura vaginal (34.0+1.1
dias vs 37.9%0.5, p<0.05) y del primer estro vaginal
(34.7%#1.1 vs 38.5%0.6, p<0.05). La tasa de animales ovulantes
fue menor (3/11 vs 27/30, p<0.05), pero el numero de ovocitos
liberados por animal ovulante fue similar (8.7+1.9 ovocitos
vs 8.3%0.4). ElI peso de los ovarios y del {(tero disminuyd
significativamente en los animales tratados al dia 5 de edad.

Todos los animales desnervados tratades con 75 ug de PT
al nacimiento, abrieron vagina vs 0/10 de los intactos con
igual tratamiento, p<0.01, aungue con retraso respecto al
grupo testigo (51.3%0.9 dias vs 37.,920.5, Pp<0.05). Ademés,
4/7 ratas ovularon en el dia del primer estro vaginal
comparado con 0/10 (p<0.05) de los sélo androgenizados. El
peso absoluto de los 6érganos disminuyd respecto a los
animales androgenizados. Con basc en estos resultados se
puede concluir gue la masculinizacidén de los mecanismos que
regulan la secrecidén hormonal que culmina con la ovulacién,
implica la participacidén de la inervacién noradrenérgica del
ovario.

La tasa de animales ovulantes disminuyd en los tratados
al nacimiento con 10 ug de estradiol (3/12 vs 27/30, p<0.05).
No se observaron cambios en el niimero de ovecitos liberados
por animal ovulante, mientras que disminuy® el peso de los
érganos. El tratamiento a los 5 dias de edad provocé adelanto
de la edad de la apertura vaginal (32.0%1.3 dfas vs 37.9%0.5,
p<0.05}) y el primer estro vaginal (32.5%1.3 vs 38.5%0.6). El
peso de los drganos disminuyé significativamente.

La administracién de 10 ug de benzoato de estradiol (BE)
al nacimiento o a los 5 dias de edad adelanté la edad de la
apertura vaginal (Nacimiento=26,9%0.3 dias, dfa 5=35.7%0.6 vs
37.940.5, p<0.05), mientras que la edad del primer estro se
adelanté s&lo en los animales tratados al nacimiento
(27.9+0.6 dias vs38.5*0.6, p<0,05). Sclamente ovulé 1/20. E1
peso de los 6rganos disminuyd, independientemente del dia en
que los animales fueron inyectados.

Los animales gque fueron desnervados y tratados con
estradiol al nacimiento presentaron adelanto en la edad de la
apertura vaginal y del primer estro y disminucién del peso
absoluto de los ovarios

La desnervacién noradrenérgica periférica en los



animales tratados con BE al nacimiento o a los 5 difas de edad
provocS adelanto de la edad de la apertura vaginal y del
primer estro respecto a los animales tratados solamente con
la hormona. Ninguno de los animales presenté ovulacién. E1
tratamiento al nacimiento indujo disminucién del peso
absoluto de los ovarios (9.0230.6 mg vs 15.3*1.6, p<0.05) y a
los S5 dfas de edad disminucién del peso de los &rganos
cuantificados. A partir de estos resultados se puede argfiir
gque el aumento brusco de las concentraciocnes plasm&ticas de
andrégenos y estrégenos afectan de manera diferente los
mecanismos que regulan la ovulacidén, y gue a diferencia de lo
observado en los animales tratados con propionato de
testosterona, las acciones de los estrdgenocs no son afectadas
por la desnervacién noradrenérgica periférica.

Vistos en conjunte, los resultados del presente estudio
apoyan la idea de gue la inervacién noradrenérgica del ovario
tiene un papel de tipo inhibitorio en la capacidad ovulatoria
del animal preptber y gque por otro lado, dicha inervacién
modula de manera estimulante el crecimiento del ovario y la
secrecién de estrégenos. Finalmente, los resultados obtenidos
en el modelo del animal androgenizado o estrogenizado sugiere
que el grado de alteracién de los mecanismos que regulan la
ovulacidén depende del tiempo de accién de las hormonas
gonadales sobre sus efectores y parcialmente de la inervacién
noradrenérgica del ovario.



INTRODUCCION

PUBERTAD

El término pubertad define la fase biolégica del
individuo en 1la que ocurren una serie de eventos
neuroendécrinos y fenotipicos que enlazan la inmadurez con la
madurez sexual (23), o la fase biolégica gue une a 1la
inmadurez con la madurez sexual en dende se alcanza el
estade de desarrollo psicosexwal y la capacidad de
reproducirse (72) o la fase de desarrollo sexual secundario
el cual culmina con la fertilidad (41, 70).

En la regulacién de los eventos que culminan con la
pubertad participan la informacién genética del individuo, la
nutricién, los estimulos sociales y algunas condiciones
ambientales (como el fotoperfode en el que se desarrollan los
animales). La edad de la pubertad varfa entre las especies y
ocurre tan temprano como al mes en el criceto, entre 1 y 2
meses en el ratén, entre 1 y 3 meses en la rata, o tan tardia
como a los 8 afios en el chimpancé o entre los 12 y 13 afios en
el hombre (33, 72).

Durante la pubertad ocurren tanto cambios
neuroendécrinos como modificaciones en las funciones de las
gbnadas y otras glédndulas endbécrinas. A su vez, las hormonas
gonadales inducen cambios en la apariencia fenotipica del
individuo, es decir, que aparecen las caracteristicas

sexuales secundarias (41, 70, 72).



En los animales de experimentacisdn es dificil de
mostrar la secuancia ordenada de las caracteristicas que
marcan la pubertad en el hombre. SegGn Ramaley (70) en 1la
rata hembra o macho, la pubertad se inicia entre los 15 y 20
dias de edad, con el comienzo del desarrollc de los foliculos
o de la espermatogénesis, respectivamente. En la hembra, el
inicio de la pubertad se caracteriza por la canalizacién de
la vagina, precedida por la hinchazén y el cambio de color de
ia membrana vaginal.

En la rata, la canalizacién de la vagina es estimulada
por los estrégenos y es la caracteristica sexual secundaria
m&s 1llamativa. Habituvalmente ocurre el dia posterior a 1la
primera liberacién preovulatoria de las gonadotropinas. Uno o
dos dias después de haberse producido la apertura vaginal, se
presenta la ovulacién y el comportamiento sexual de estro. En
algunas cepas de ratas la citologia vaginal muestra células

cornificadas (estro vaginal) en ese dfa (41, 70, 72).

FASES PERIPUBERALES

Con base en pardmetros morfoldgicos y fisiolégicos, la
etapa previa a la pubertad de la rata hembra se ha dividido
en 4 fases (63):

1) Neonatal. Se inicia al nacimiento y termina a los 7
dias de vida posnatal.

2) Infantil. Se extiende desde el dia 8 al 21.

3) Preplber o juvenil. Termina alrededor de los 30-32



dias de edad. El limite m&s preciso es que se presenten las
primeras manifestaciones del aumento de la actividad
estrogénica, expresada por la presencia de liquido en la 1luz
del Gtero (61). El final de la fase juvenil puede ser
considerado por el establecimiento de diferencias matutinas y
vespertinas en la liberacién pulsatil de la hormona
luteinizante (LH) (83, 84, 85).

4) Peripuberal. Tiene una duracién variable e incluye

los dias que preceden y suceden a la primera ovulacién.

FASE NEONATAL

En la fase neonatal, el ovario es relativamente
insensible a las gonadotropinas, por lo menos hasta los
cuatro o cinco difas y no secreta estrdgenos. A) parecer, la
falta de respuesta del ovarioc a las gonadotropinas se debe al
bajo contenido de receptores gonadotrépicos o a la
deficiencia de enzimas esteroidogénicas (38).

La ovariectomia en el animal recién nacido no provoca el
aumento de las concentraciones plasmiticas e hipofisarias de
las gonadotropinas, por lo que los efectos inhibitorics que
en el animal adulto ejercen los estrb6genos sobre la secrecién
de las gonadotropinas, no son efectivos en esta fase de la
vida. Esta falta de respuesta no se debe a la ausencia de
receptores a estrfgenos en el hipot&lamo y la hipofisis, sino
a’'la presencia de la alfa-fetoproteina en concentraciones
elevadas en el suero y los tejidos. La alfa-fetoproteina es

una molécula que tiene la capacidad de enlazar 4&vidamente a



los estrdgenos e impedir que estén disponibles para unirse a
sus receptores. Este hecho permite postular gue la alfa-
fetoproteina protege al cerebro de cantidades excesivas de
estrdgenos y regula la disponibilidad de éstos, a los
sistemas neuronales sensibles a ellos (63).

En el foliculo ovirico de la rata después de los
cuatro dias de edad, la hormona. estimulante del foliculo
(FSH) estimula 1la conversién de testosterona a estrégenos
(38). Esto se debe a que la FSH induce la sintesis o la
expresibén de sus receptores desde los cuatrc hasta los 16-20
dias de edad. Los estrégenos estimulan el inicioc de 1la
foliculogénesis ya que la administracién de antisuero a
estrégenos durante esta fase provoca la disminucién
significativa del di&metro de los foliculos y el peso de los
ovarios (70).

Por otro lado, las gonadotropinas son esenciales para
mantener el desarrolle folicular. Al final de la fase
neonatal, en respuesta a la -administracién de gonadotropinas

el ovario crece y secreta estrégenos (63, 70}.

FASE INFANTIL

Se postula que en la fase infantil ocurren una serie de
cambios en el eje sistema nervioso central-hipéfisis que
representan los primeros eventos neuroendbfcrinos gue se
producen y tienen un impacto directo sobre el momentc en el
que se inicia la pubertad (63). Las concentraciones séricas

de la FSH incrementan hasta alcanzar valores méximos



alrededor del dia 12 y declinan progresivamente hasta llegar
a valores muy bajos poco antes del primer proestro. La FSH
induce la actividad aromatisica del ovario lo que se traduce
en la liberacién de estrbgenocs (63).

Mientras que la concentracién de la FSH plasmética
parece que se eleva de manera ténica, el incremente en la
concentracién sérica de la LH es de tipo puls&til (28). Este
modelo de secrecién de la FSH y la LH gue caracteriza a la
fase infantil de la rata hembra, puede ser interpretado como
el reflejo de los eventos de maduracién gque ocurren en el
sistema nervioso central (SNC) y la adenchipbfisis y se asume
que los estrégenos Jjuegan un papel definitivo en la
modulacién de tales eventos (63).

Hacia el dlia 16 de edad disminuye la concentracién
sérica de la alfa-fetoprotefna y por lo tanto aumenta 1la
concentracién de estrégenos libres en la circulacién y en el
SNC (9). Este cambio posibilita que los estrégenos ejerciten
su accién inhibitoria, lo que puede e*plicar la disminucién
de la concentracién de la FSH plasmitica después del dla 12
de vida posnatal (10).

En la rata hembra adulta, la concentracidn plasmitica de
la FSH es regulada por los efectos de los esteroides sexuales
y la foliculecestatina o inhibina, proteina que inhibe la
secrecidn de la FSH y gue se encuentra en el liguido
folicular de los folicules oviricos. Se puede argumentar gque
la disminucién de la sezrecidn de la FSH después del dfa 12

de edad, es el resultado del efecto combinado del aumento en



la concentracién de estradiol libre y de la produccién de la
foliculoestatina por los foliculos que estdn madurando (70).

Conforme aumenta el nUmero de foliculos en crecimiento
tambi&n lo hace la concentracién plasm&tica de estradiol, 1lo
gque es seguido de un breve incrementoc en la liberacién de
progesterona alrededor del dia 15 de edad, que declina antes
de que termine la fase infantil. Durante esta fase el fitero
se vuelve sensible a la estimulacién estrogénica (61).

Existen evidencias de gue los ovarios presentan un
modelo bifdsico de esteroidogénesis. En las fases neonatal,
infantil y después de la pubertad, los principales esteroides
C-19 formados por el ovario a partir de la progesterona, son
la androstenediona y la testosterona. Entre los 20 y 28 dias
de edad (final de la fase infantil y dqurante la juvenil) los
principales esteroides C-19 que se producen son productos Sa-
reducidos como la androsterona y el S5a-androstano-3a, 178-
diol. Dado gque en la rata inmadura existen altas
concentraciones plasmiticas de estos compuestos, se sugiere
gue durante esta fase participan en la regulacién de 1la
secrecién de las gonadotropinas {11, 28, 63, 70).

Debido a que en la fase infantil los ovarios de la rata
producen androstenediona y testosterona, se sugiere gue el
inicio de la retroalimentacién inhibitoria ejercida por los
esteroides sobre la secrecién de las gonadotropinas, se
realiza por intermedio de los andrégenos aromatizables. No se
conoce si el efecto de la testosterona es debido a su

capacidad androgénica ¢ porque es aromatizada a estrégencs en
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el hipotdlamo (11), Sin embarge, se ha observado que entre
los 16 y 20 dlias de vida posnatal es necesario que aumente la
secrecidén de esteroides para que aumente la secrecién de la

LH (s61).

FASE JUVENIL

En la fase juvenil desaparece la secrecién pulsitil de
la LH, disminuyen las concentraciones plasmiaticas de la FSH y
sobre tode las de la alfa-fetoproteina y hay més estrdgenos
libres (63).

Con el inicio de la fase juvenil o prepGber (dia 22 de
edad) el animal responde al aumento de las concentraciones
plasmiaticas de estrégenos, con la liberacién de la LH en
cantidades similares a las del proestro (12). En este tiempo,
la secrecién ténica de las gonadotropinas es regulada de
manera inhibitoria por los estrdgenos, los gue reemplazan a
les andrdgenos aromatizables gque jugaban un papel
predominante durante la fase infantil, aunqgue los andrdgenos
siguen contribuyendo en menor magnitud a este control.

’ Por otro lado, ain cuando en esta fase se presentan
ondas de crecimiento y atresia folicular, los foliculos
todavia no alcanzan el estado ovulatorio. La adguisicién de
esa capacidad en el momento de la pubertad estd regulada por
miltiples factores hormonales y neurcgénicos que operan bajo
la direccién del SNC (63).

Ademds de la FSH y la LH, la adenchipéfisis secreta

otras dos hormonas, la prolactina y la hormona de crecimiento

11



o somatotropina, las cuales juegan un papel determinante en
la pubertad de la rata hembra. Al inicio de la fase juvenil,
la secrecidén de ambas hormonas es baja pero va incrementando
gradualmente (28, 62).

La administracién de prolactina proveoca el adelanto del
inicio de la pubertad por sus efectos scbre el SNC y el
ovario. En este Gltimo, la prolactina favoreece el desarrcllo
folicular y aumenta la secrecién de estrégenos en respuesta a
las gonadotropinas ya que facilita la accién de la LH porque
mantiene o incrementa la formacién de receptores a ésta, o
Vpor ambos factores. Poco se conoce del mecanismo por el gue
la prolactina actGa sobre el SNC ya que los resultados son
aiscutibles (61, 63). )

Al inicio de la fase juvenil la prolactina se libera
cada tres horas, con una secrecién mayor a media tarde y
durante las horas tempranas de la mafana. Conforme el animal
alcanza el final de esta fase desaparece el incremento
nc;ct:urno en la concentracién plasmitica de la prolactina al
tiempo que es m&s prominente en la tarde (hacia la tercera
semana de vida posnatal). Se ha sugerido que los cambios
vespertinos en la secrecién de la prolactina se inician en el
SNC por un mecanismo que es independiente de las gbénadas,
perc cuya sefial es amplificada por los estrégenos (63}.

Los cambios significativoes en la concentracién de la
hormona de crecimiento que precede por varios dias a la
liberacién de las gonadotropinas, que acompafan normalmente

el inicio de la pubertad, sugieren que esta hormona puede
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jugar un papel fisiolégico en el control de dicho proceso
(62). La inhibicién de su liberacién retrasa el inicio de la
pubertad, lo cual no est& relacionado con cambios en el peso
corporal, pero provoca rxretraso en el desarrollo ovirico.

Al igqual que la prolactina, la hormena de crecimiento
puede actuar sobre el ovario donde aumenta la secrecién de
hormonas esteroides en respuesta a la estimulacidén
gonadotrépica (2). En cultivo de células de la granulosa de
ovarios de ratas inmaduras hipofisectomizadas se ha
demostradoc gue 1l1la hormona de crecimiento faecilita la
capacidad de la FSH para inducir la sintesis o expresién de
receptores a la LH y para estimular la secreci6n de
prcgesterona. Sin embargo, la hormona de crecimiento también
facilita el efecto estimulatorio del AMPG sobre la secrecidn
de progesterona, lo queb indica gque actGa principalmente
estimulando la funcién de las células de la granulosa. Asi,
durante la fase juvenil el ovario madura principalmente bajo
la influencia estimulatoria de la FSH y la LH, y de manera
complementaria por los efectos estimulantes de la prolactina

Yy la hormona de crecimiento (61, 63).

FASE PERIPUBERAL

Conforme se alcanza la pubertad los ovarios adquieren
gradualmente la capacidad para secretar estrégenos en
respuesta a la estimulacién gonadotrépica (&63). Este cambio
estd asociado intimamente con dos eventos. El primero, es un

incremento en los receptores a la LH, que aungue ya se
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manifesté durante el desarrollo de la fase infantil, es mas
pronunciado a la cuarta semana de vida. El1 segundo, es una
disminucién en el ndmero de receptores a la hormona
liberadera de las gonadotropinas (GnRH) gque se inicia durante
la segunda mitad de la fase juvenil (27) y es mé&s evidente
durante los dias gue acompafian a la primera ovulacisdn. Dado
que la GnRH inhibe la funcién gonadal se puede sugerir que
la disminucién en el contenido de receptores a la GnRH
refleja una disminucién de 1la influencia inhibitoria del
péptido sobre el desarrollo folicular. Asf, el incremento
simulténeo de los receptores a la LH proveé la amplificacién
necesaria para su accién estimulatoria (63).

Aunque el inicio de la pubertad estd determinado por
miltiples factores interrelacionados, algunos de los cuales
tienen su origen durante la fase infantil, las
manifestaciones neurcendécrinas del proceso se vuelven
evidentes después de la cuarta semana de vida. En este
tiempo (fase peripuberal) las concentraciones plasmédticas de
la prolactina y la hormona de crecimiento incrementan
significativamente respecto a las observadas durante la fase
juvenil, lo mismo que la secrecién de estrégenos por el
ovario en respuesta al estimulo gonadotrépico (2, 62, 63).

Yos cambios diurnos en el patrdn de secrecién de la LH
gque no son detectables en ratas juveniles de 22 a 24 dias de
edad, son demostrables en las de 28 a 2% dias Yy son
claramente evidentes entre los 35 y 39 dias de vida.

Alrededor de la quinta semana de vida posnatal aumenta’la
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magnitud de los pulsos vespertinos, asi como la liberacién de
la LH basal, lo gque estimula la secrecidn de los esteroides
(84). Esta conclusién deriva de experimentcs.realizados in
vitro con ovarios de ratas inmaduras perfundidos con una
concentracién ténica de la FSH y pulsos de la LH, con una
amplitud similar a lo observado en los animales intactos en
la mafiana o en la tarde de la fase peripuberal. Bajo estas
condiciones, los ovarios respondieron a los pulsos
vespertinoes de la LH, con aumento de la secrecién de
estradiol y progesterona (83).

En los animales peripuberales también se ha registrado
otro cambio adicional en la secrecién de la LH que consiste
en la secrecidn episédica que se da por una o dos horas,
denominada "miniaumento® y que es dependiente de estrédgenocs
(85) . Estos miniaumentos a su vez estimulan la produccién de
estradiol por el ovario, lo que indica gque la secuencia de
eventos hermonales que permite la primera liberacién
preovulatoria de gonadotropinas es iniciada por los cambios
vespertinos de la liberacién pulsiatil de la LH.

El incremento en la concentracién plasm&tica de la LH
estimula la produccidén de estradiol por el ovario, lo que a
a su vez evoca los miniaumentos en la secrecibédn de la LH. La
estimulacién del ovario por el efecto combinado de los pulsos
vespertinos de LH incrementados y los miniaumentos, 1llevan a
que las concentraciones de estradiol alcancen una magnitud y
duracién suficiente como para estimular la primera liberacién

preovulatoria de gonadotropinas (64).
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El hecho de que concentraciones preovulatorias de
estradiol puedan estimular la liberaciédn de la LH, tan
temprano como cuando se inicia la fase Jjuvenil (dia 21),
parece indicar que el tiempo de la pubertad depende de que el
ovario adquiera la capacidad de producir concentraciones de
estradiol de magnitud preovulatoria. En contraste, el'cambio
en la liberacién de la LH pulsdtil, que sehala el inicio de
la pubertad, es originado centralmente y es un evento
independiente de las génadas. Esta es una conclusién gque se
deriva del anilisis del perfil pulsatil de la LH en animales
ovariectomizados durante las fases de desarrollo juvenil o
peripuberal. En estos experimentos, cuando los animales
alcanzaron una edad mayor, la secrecién de la LH total
presentd un incremente considerable (64).

El incremento en la secrecién de la GnRH induce el
aumento en la secrecidén de las gonadotropinas, las que a su
vez estimulan la respuesta ovarica, que se refleja por el
aumento de la concentracién plasmética de estrégenos. Por
otro lado, la secrecién de progesterona que aumenta al final
de la fase preplber, sigue increment&ndose también en la fase
peripuberal y estimula la liberacién de la GnRH. Todos estos
eventos inducen la aceleracién del crecimiento y la
maduracién folicular que culmina con la ovulacidén (1, 35).
con base en 1lo mencionado, se puede afirmar que la pubertaé
es el resultade de la integracién final de varios procesos

gue se desarrollan en diferentes fases durante la inmadurez.
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INERVACION

Generalmente se asume gque la actividad cfclica del
ovario, la sintesis de esteroides, el crecimiento folicular,
la seleccién de los foliculos preovulatorios y la ovuldcién
estin controlados hormonalmente por el eje hipotalamo-
hipéfisis-ovario. Sin embarge, estudios de diversos autores
permiten sugerir que, ademds de las gonadotropinas y de las
hormonas ovdricas, la inervacién ovAarica participa en 1la
regulacién de varilos aspectos de su funcién, modulando su
reactividad a la accién de las gonadotropinas y enviando
informaciédn de su funcionamiento hacia el SNC, donde el
conjunto de informaciones es procesada por el hipotédlamo y
tiene como resultado, la medificacién de la secrecién de la
GnRH (26, 31).

La vinculacién neural directa entre el hipot&lamo y el
ovario, esta.ia mediada por vias nerviosas que salen e
ingresan a la médula espinal al nivel de T-10, T-11 y T-13,
L-1 y L-6 ¥y 8-1 y 82 (26, 55).

Los nervios adrenérgicos que llegan al ovario provienen
del plexo ovadrico (que sigue el trayecto de la arteria
ovirica} y del nervio ovirico superior (que es una rama del
pPlexo celfaco y transcurre por el borde superior del
ligamento suspensorio). Ambos penetran al estroma por el
hilio del ovario y llegan a las células del tejido muscular
liso que rodean a la teca folicular externa, a la gléndula
intersticial y contindan a lo largo de los vasos sanguineos.

Las fibras noradrenérgicas estan presentes en todos los
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estados de desarrollo folicular, pero no entran en contacto
‘directo con las células de la granulosa o del cuerpo 1liteo
(26, 60).

Las catecolaminas del ovarioc provienen d&e cuatro
fuentes: las circulantes, gue se secretan en la nmédula
suprarrenal [adrenalina); las liberadas en las terminaciones
nerviosas adrenérgicas, noradrenalina (NA); las sintetizadas
por las células de la granulosa (NA) y las secretadas por las
células cromoargentafines (30).

La participacién de la inervacién del ovario en la
regulacién de su funcibén ha sido estudiada utilizando
diferentes metodologias, gque incluyen la medicién de las
concentraciones de neurotransmisores y los efectos de 1la
desnervacién, tanto quirtGrgica como farmacolégica.

En el ovario intacto de la rata preplber la
concentracién de NA aumenta desde los 20 a los 35 dias de
edad, lo que se acompafla de la disminucién significativa de
la concentracién de la FSH plasmatica (14, 21, 22). El
contenido de receptores B-adrenérgicos se duplica en los
dfas cercanos al primer proestro, disminuye drésticamente en
la tarde de ese dfa y permanece bajo en e) dia del primer
estro (7).

Por otro lado, la extirpacién de la médula adrenal en el
animal prepfiber retrasa la edad de la apertura vaginal,
provoca alteraciones del ciclo estral y disminucién del
nGmero de ovocitos liberados (5). En animales de 24 dias de

edad la seccisn bilateral del nervio ovédrico superior proveca
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disminucién en el contenido de NA ovarica, aungue no modifica
la edad de la pubertad ni de la primera ovulacién,  lo gque
sugiere que las fibras noradrenérgicas que llegan al ovario
por esta via regulan de manera estimulante la capacidad de
sintesis de hormonas estercides, mientras gque la cantidad de
receptores en el ovario del animal prepGber facilita su
respuesta a las gonadotropinas (3, 4).

La desnervacién farmacolégica se ha realizado por 1la
administracién de drogas que pueden potenciar o bloguear el
estimulo del neurotransmisor en la slnapsis. La guanetidina
es un blogueador noradrenérgico exclusivamente periférico, ya
que no atraviesa la barrera hematoencefdlica, por lo que los
efectos observados serian en principio la resultante de 1la
falta de la comunicacién nerviosa entre el SNC y el ovarieo
{8, 49, 51, 55, 57, 59).

La administracién crdnica de guanetidina a ratas adultas
altera el ciclo estral y disminuye el nimero de ovocitos
liberados en forma espont&inea (13, 32). En estos animales, la
respuesta ovulatoria y el aumento del peso del ovario al
estimulo secuencial con la FSH y la LH es semejante al de los
animales testigo (13), mientras que en aquellos estimulados
con gonadotropina del suero de yegua prefiada (PMSG) y 56
horas mds tarde con gonadotropina coriénica humana (hCG), los
resultados dependen del tiempo transcurrido entre la
finalizaci&n del tratamiento c¢on guanetidina y la prueba
ovulatoria (32). Estos hechos permiten sugerir que la

desnervacién del érgano, altera su reactividad tanto a las
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gonadetropinas endégenas como exégenas (32).

Otra prueba de la participacién del sistema
noradrenérgico periférico en la regulacidn de la ovulacién ha
sido obtenida en el modelo del animal hemicastrado con
autoinjerto de ovario. El ovario autoinjertado en la rata
adulta hemicastrada no ovula de manera espontinea (31), ni en
respuesta a la administracién secuencial de FSH-LH (13); sin
embargo, cuando estos animales son tratados con guanetidina,
el autoinjerto ovula en respuesta a la administracién
secuencial de FSH-LH.

En el ratén preplber la desnervacién noradrenérgica
desde el nacimiento por la administracién de guanetidina,
posibilita que la administracién de PMSG a los 16 dias de
edad induzea la ovulacidn, heche que ne sucede en los
animales intactos (75). Estos resultados nos permiten sugerir
que el papel de la inervacién noradrenérgica del ovario
depende de la edad del animal, de la especie y de las

condiciones neuroendécrinas del mismo.

ANDROGENIZACION

Desde los ya clasicos trabajos de Pfeiffer (66, 67, 68)
y de Barraclough (16, 17), se sabe que los mecanismos que
regulan la secrecién de la LH son diferentes en la hembra y
en el macho. Estas diferencias no parecen depender
exclusivamente de la informacién genética de cada sexo, sino
que estdn vinculadas a las acciones que las hormonas

testiculares ejercen sobre los centros nerviosos durante su
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proceso de maduracién (especialmente hipotalamicos) y cuya
diferenciacién se realiza durante la etapa posnatal
inmediata.

Durante el desarrollo temprano de la rata macho, 1la
falta de andrégenos testiculares, sea por castracién o por la
administracién de antiandrégenos, da como resultado el modelo
de secrecién de las gonadotropinas de tipo ciclico o
"fasico" caracteristico de la hembra. Esto se demuestra por
el hecho de que si a un macho castrado al nacimiento se le
injerta un ovario y un trozo de vagina, cuando el animal
alcanza la vida adulta, el injerto de ovario presenta signos
de ovulacién y el epitelio vaginal muestra los cambios
tipicos del ciclo estral. Lo mismo sucede si se castra una
rata hembra recién nacida y se le injertan ovarios cuando el
animal alcanza la vida adulta. Asf, la ausencia del ovario
durante el desarrollo temprano no modificd el modelo de
liberacién ciclico de las gonadotropinas (34, 68).

El injerto de testiculo de animales recién nacidos en
ratas hembras de la misma edad, induce 1la aparicién
pospuberal de un cuadro caracterizado por estro vaginal
persistente, ovario poliquistico, falta de ovulacién
(ausencia de cuerpos lGteos) y esterilidad permanente,
denominado Sindrome de Androgenizacién. También se ha
mostrado que la administracién de preparaciones de
testosterona provocan los mismos efectos de las secreciones
testiculares sobre 1la diferenciacién del sistema de

regulacién de la secreci6én de las gonadotropinas. Resultados
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similares se obtienen por la administracién de testosterona,
androstenediona o propionato de testosterona (16, 18, 24, 44,
68, 80).

Barraclough (16) al analizar los efectos de 1la
administracién de una sola dosis de propionato de
testosterona a ratas hembras de diferentes dias de edad,
muestra que existe una "fase critica® o de mixima
susceptibilidad para provocar la masculinizacién del modelo
de liberacién de las gonadotropinas y que ocurre dentro de
los primeros 5 dias de vida posnatal. En 1970, a partir de
los datos de Harris (45) se sugiere que en las ratas, la
mixima sensibilidad a 1los efectos masculinizantes de las
secreciones testiculares sobre la regulacién de la secrecién
de las gonadotropinas ocurre dentro de los tres primeros dias
de vida posnatal. Cuando castran ratas macho en el primer dia
de edad y posteriormente en la etapa adulta realiza un
transplante intraocular de tejido ovérico, el transplante
muestra evidencias de ovulacion en 58 de 61 casos. Cuando la
castracién la realiza en el dia dos, la tasa es de 7 de 33 Yy
cuando se produce en el tercer dia o posterior a éste, la
tasa es de cero de 33. Estos datos sugieren que 1las
secreciones de los testiculos masculinizan a los mecanismos
que regulan la secrecidn de las gonadotropinas mds
efectivamente dentro de las primeras 24 horas de nacimiento,
atn cuando la administracién de grandes dosis de andrégenos
pueda provocar masculinizacién en la mayoria de los animales

dentro de los primeros cinco dias de edad.
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ESTROGENIZACION

Estudios posteriores han mostradc que los andrégenos
capaces de inducir la diferenciacidn sexual de los mecanismos
de regulacién de la secrecién gonadotrdpica, son aguellos que
pueden ser aromatizados y convertidos a estrégenos. Esto se
basa en el hecho de que una inyeccién de una preparacién de
estradiol, a ratas hembras neonatales, también causa
esterilidad anovulatoria, conocido como Sindrome de
Estrogenizacién o desfeminizacién, con pérdida de la
capacidad de liberar la GnRH de manera cliclica en respuesta
al estimulo con estrégenos y de la capacidad de presentar
respuesta de lordosis {34, 42). Esta hipétesis también es
apoyada por el hecho de gue la inyeccién de un antiestrégenc
sintético blogquea la accién masculinizante de los andrégenos
sobre el modelo de secrecién de las gonadotropinas (53). Los
andrégenos gque pueden ser convertidos a estrégenos
(andrégenos arxomatizables) son més efectivos que los
andrégenos no aromatizables en 1la induccién de la
virilizacién del sistema regulador de las gonadotropinas
(54).

Es necesario considerar, sin embargo, que los andrégenos
no aromatizables son capaces de unirse a los tejidos
neurales e hipofisiarios que est&n involucrados en la
regulacién de la secrecién gonadotrépica (79) y que la S-alfa
dihidrotestosterona (ahdrégeno no aromatizable) puede afectar

permanentemente el sistema de liberacidn de ;as
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gonadotropinas (39). En la rata hembra recién nacida, 1la
androqenizacién o la estrogenizacidn provocan cambios
diferentes en el crecimientov folicular y en el peso de los
ovarios (37, 56), atn antes de que se observen cambios en las
concentraciones plasmdticas de la FSH (82).

Estos heches 1llevan a plantear que en el proceso de
desfeminizacién hipotal&mica, no sélo los andrégencs que se
arcmatizan son importantes, sino que agquellos que no lo hacen
también participan en los mecanismos de regulacién de la
secrecién de las gonadotropinas. Asimismo, que los efectos de
los andrégenos o de los estrb6genos no sdlo son a nivel

central sino que posiblemente también son sobre la génada.

INERVACION y DIFERENCIACION SEXUAL DE LA REGULACION DE LA
BECRECION DE LAS GONADOTROPINAS

En los diferentes modelos experimentales en los que se
utilizan a los roedores come modelo de estudio, aGn ne ha
sido dilucidada la participacién de 1los sistemas de
neurotransmisores en el proceso de diferenciacién sexual para
explicar los cambios gque se suceden en los mecanismos de
regulacién de la secrecién hormonal.

El sistema noradrenérgico que inerva al hipotdlamo es
fundamental para explicar la regulacién de la secrecién de la
LH, principalmente en el dia del proestro (19, 20). En los
animales tratados con propionato de testosterona dentro de
las primeras 36 horas de vida, en el momento en gque ha

desarrollado el Sindrome de androgenizacidén, la concentracién
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de NA en el hipot&lamo estd disminuida en comparacién con los
animales testigo en el dia del estro., Sin embargo, 1la
administracién de testosterona durante la fase posnatal
inmediata, provoca elevacién de la concentracién de NA en el
hipotdlamo (74) y el bloquec de la sintesis de NA con DL-
alfa-metil-p-tirosina impide el desarrollo del Sindrome de
androgenizacién, por lo gqgue la elevacién inicial de las
concentraciones del neurotransmisor seria una de las causas
de las alteraciones posteriores. Esta interpretacién es
apoyada por el hecho de que la administracién de testosterona
a la rata. hembra recién nacida, .provoca la disminucién de la
concentracién de la catecolamino-o-metil-transferasa, enzima

que inactiva la NA en el espacio sinaptico (50).

FUNDAMENTO DEL PROYECTOQ

Dado gue la inervacién catecolaminérgica del ovario
modula la reactividad del &Srganc a las gonadotropinas y que
el papel de esta inervacién parece depender de la edad del
animal, se decidié estudiar si el sistema noradrenérgico
periférico participa en la regulacién de la pubertad de la
rata hembra, para lo que se analizaron los efectos de la
desnervacién noradrenérgica periférica, producida por medios
farmacolégicos, durante la etapa peripuberal.

Dado gue durante el proceso de diferenciacién sexual de
los mecanismos que regulan la secrecién de las
gonadotropinas:

1- se presentan modificaciones en el sistema
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catecolaminérgico del SNC,

2- gue &ste sistema es influido por las hormonas sexuales,

3= que la secreci6n de los esteroides sexuales por el ovario
es modulado por la inervacién noradrenérgica del organo,

4= que en el animal recién nacido, la administracién de
andrégenos o estrégenos modifica el patrén de la secrecién de
las gonadotropinas y la reactividad del ovaric a las mismas y
5~ que los efectos que ejercen los esteroides sexuales sobre
el SNC dependen de la naturaleza de la hormona en estudio y
de la edad del animal a la que se ie trata,

se decidié comparar 1los efectos de la desnervaciotn
noradrenérgica periférica sobre las accicnes masculinizantes
o desfeminizantes que produce la administracién de andrégenos
© estrdgenos con diferenta vida media plasmdtica, cuando son
administrados a la rata hembra recién nacida o al final de la

fase neonatal.
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HIPOTESIS

En el animal prepGber, la inervacién noradrenérgica del
ovario modula de manera inhibitoria la sensibilidad del
foliculo a las gonadotropinas. Los efectos de las hormonas
gonadales sobre el desarrollo de 1los sindromes de
masculiﬁizacién y desfeminizacién inducidos por las hormonas
esteroideas gonadales, dependen del tiempo de permanencia de
éstos en la circulacién plasmitica y de las modificaciones

que ejerzcan sobre la inervacidn del ovario.
OBJETIVOS

Estudiar 1la participacién del sistema noradrenérgico
periférico sobre los mecanismos neurcendécrinos que regulan
la pubertad y la ovulacién espontdnea e inducida en la rata

hembra.

Estudiar 1la participacién del sistema noradrenérgico
periféricc en los efectos masculinizantes de los andrégenos
de vida media plasmitica corta y larga, inyectados a la rata

hembra neonatal, sobre la pubertad.

Estudiar 1la participacién del sistema noradrenérgico
periférico en los efectos desfeminizantes de los estrégenos
de vida media plasmitica corta y larga, inyectados a la rata

hembra neonatal, sobre la pubertad.
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MATERIALES Y METODOS GENERALES

Se utilizaron ratas hembra de la cepa C II 2~V de
diferentes edades, mantenidas en fotoperifodo controlade de 14
horas de luz (05:00-1%:00 h) y 10 horas de oscuridad, que
tuvieron acceso libre a la madre hasta el dia del destete (21
dias de edad) y luego al alimento y al agua.

La PMSG, hCG, el benzoato de estradiol, 178-estradiol,
propionato de testosterona y la testosterona utilizados en
este trabajo, fueron obtenidas de Sigma Chemical Co.,
St.Louis Mo., EE.UU., La guanetidina fue un obsequio de Ciba-
Geigy de México.

Los fdrmacos o soluciones utilizados en las diferentes
experiencias, fueron inyectados por via subcutdnea entre las
09:00 y 11:30 h. Como grupos de comparacién se utilizaron
animales tratados con el vehiculo y animales sin tratamiento.
A los animales se les registro el dia de la apertura
vaginal, el que fue considerado como pubertad. A partir de
ese dia se tomaron frotis vaginales y los animales fueron
sacrificados en el dia del primer estro vaginal, salvo que se

especifique lo contrario.
PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Los animales fueron sacrificados por decapitacién. A la
autopsia se disecaron los oviductos, se buscé la presencia de
ovocitos, los que fueron contados en un mnicroscopio

estereoscdpico. Se disecaron los ovarios, las adrenales y el
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Gtero y se pesaron en balanza de precisién. El peso de los
érganos se expresd en miligramos (peso absoluto) y en
miligramos por 100 gramos de peso corporal (peso relativo).
Los ovarios fueron fijados en liguido de Bouin,
incluidos en parafina, cortados en forma seriada a 10 um ¥y

tefiidos con hematoxilina y eosina.
ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados del nimero de ovocitos, la edad de la
apertura vaginal y del primer estro vaginal fueron analizados
por la prueba H de Kruskal-Wallis seguido de la de U de Mann-
Whitney. En los casos en que se compararon dos grupos, el
andlisis se realizé por la prueba de "t" de Student. Los
resultados del peso de los érganos fueron comnparados por
andlisis de varianza multifactorial (ANDEVA) seguido por la
prueba de Duncaﬁ. En los casos en gue se compararon dos
grupos se utilizé la prueba de "t" de Student. La tasa de
animales ovulantes (nimero de animales ovulantes/total de
animales tratades) fue evaluada por la prueba de probabilidad
exacta de Fisher o la prueba de ‘chi cuadrada. En todos los
casos sélo se aceptaron como significativas aguellas
diferencias en los que la probabilidad fue igual o menor al
0.05.

Dado que no se observaron diferencias significativas en
la pubertad (edad de la apertura vaginal), la edad del primer
estro vaginal, la tasa de ovulacién, el nGmero de ovocitos

liberados por animal ovulante o el peso corporal de los
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érganos entre los animales testigo absoluto y los tratados
con vehiculo, los resultados fueron combinados para formar un

nuevo grupo testigo.

I. EBTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA DESNERVACION NCRADRENERGICA
PERIFERICA, PRODUCIDA POR LA ADMINISTRACION DE GUANETIDINA
DESDE EL NACIMIENTO SOBRE LOS MECANISMOS NEUROENDOCRINOS QUE
REGULAN LA PUBERTAD Y LA OVULACION ESPONTANEA EN LA RATA
HEMBRA

I

.1t Efectos de la desnervacidn noradrenérgica periférica
desde el phacimiento sobre la edad de la pubertad, del primer
estro vaginal y la ovulacién esponténeos

Para analizar si la inervacién noradrenérgica periférica
participa en la regulacién del eje hipotdlamo-hipéfisis-
ovario durante la prepubertad y la pubertad, se estudiaron
los efectos de la desnervacidén noradrenérgica periférica
inducida por la administracién de guanetidina a partir del
nacimiento.

Para ello, ratas hembra recién nacidas fuereon tratadas
de lunes a viernes con guanetidina (20 mg/kg p.c.) © con 0.05

ml de vehiculo hasta la presencia del primer estro vaginal.

ESULTADOS

Los animales con desnervacién noradrenérgica periférica
presentaron disminucién del peso corporal y retrase de 1la
edad de la apertura vaginal y del primer estro vaginal (Figs.
1 y 2). La tasa de animales ovulantes fue similar a la del
grupo testigo, pero el nimero de ovocitos liberados por
animal ovulante aumenté significativamente. Dicho aumente

s6lo fue significativo para el ovario derecho (Tabla 1).
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- Fig. 1: Peso comoral (g) de ratas Testigo o tratadas con
Guanetidina, autopsiadas a diferentss adades
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*
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Edad da los animales (dias} vegine
* P<0.05 comparadoa can of Tastipo (pruaba de °t* de Stucsant)
Kig. 2: Edag (dias) de la apentura vaginal y del primer
) estro de animales Testigo o dos con idi
50 = T

3 Testigo
£ Guanetidina

Apertura Vaginal Estro Vaginal

* P<0.0S comparad con el Testigo Prueba de *1” de Student)
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TABLA 1: TASA DE ANIMALES OVULANTES Y MEDIA & e,e.m. del
NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR AMBOS OVARIOS (OVOCITOB
TOTALES), POR BL OVARIO IZQUIERDO (0.I.) O EL OVARIO DERECHO
{(0.D.}, EN ANIMALES TESBTIGO ©O DESNERVADOS FOR IA
ADMINISTRACION DE GUANETIDINA DESDE EL NACIMIENTO Y
BACRIFICADOS EN EL DIA DEL PRIMER ESTRO VAGINAL

GRUPO Tasa ovocitos Ovocitos Ovocitos
ovulatoria totales 0.1, 0.D.

Testigo 16/17 7.1 £ 0.5 3.6 * 0.6 3.4 = 0.5

Desnervado 12/15 9.9 + 0.8%* 4.8 £ 0.9 5.2 + 0.5%*

* P < 0.02 comparado con el grupo testige (prueba de "t" de
Student) .

El peso absoluto de los ovarios y las adrenales fue
menor en los animales desnervados que en los testigos. No se
observaron diferencias significativas en el peso del Gtero
(Tabla 2). Cuando los resultados se analizaron en funcién del
peso corporal (peso relativo), estas diferencias desaparecen
(Fig.3).

TABLA 23 MEDIA %+ e.a.m. del PESO ABSOLUTO (mg) DE LOS
OVARIO8, EL UTERC Y LAS ADRENALES, DE ANIMALES TESTIGO O

DEENERVADOB POR LA ADMINISTRACION DE GUANETIDINA DESDE EL
NACIMIENTO Y BACRIFICADOS EN EL DIA DEL PRIMER ESTRO VAGINAL

GRUPO n Qvarios Utero Adrenales
Testigo 17 36.5 * 1.5 163 % 6.2 34,0 + 1,5
Desnervado 15 30.9 + 2.0* 157 *+ 8.8 26.9 + 1.5*

% P < 0.05 comparado con el grupo testigo (prueba de "t" de
Student) .
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Fig. 3: Peso relativo {mg/100 g) de los ovarios, el dtero y
las adrenales de animales Testigo y tratados con Guanetidina
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Loa resultados obtenidos en este experimentc nos
permiten afirmar que el crecimiento ponderal del animal
depsnde de la inervaci®n noradrenérgica periférica, aungua no
sepamos sobre cual de los mecanismos de regulacién es
modulado por la inervacién. La participacisn de la inervacién
noradrenérgica del ovario en la regulacién de la ovulacién,
medida por el nlmero de ovocitos liberados, es opuesta en el
animal prepiGber y el adulto. En la rata prapliber es de tipo

inhibitorio, mientras que en el adultec es estimulatorio (13).
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1.2: Efectos de la desnervacién poradrenérgica periférica
desde el cimiento sobre la ovulacifp inducida en la rata
repGber

Con el propésito de analizar algunos de los mecanismos
neuroendécrinos por los que inervacién noradrenérgica del
ovario regula de manera inhibitoria la ovulacién, se

plantearon las siguientes preguntas

1) :A partir de qué edad la administracién de gonadotropinas
induce la ovulacién y si la desnervacién noradrenérgica del
ovario afecta este proceso? '

2) ¢(La desnervacién noradrenérgica del ovario afecta el
mecanismo de regulacién estimulante que ejercen -los

estrégenos sobre la pubertad y la primera ovulacién?

Para responder a éstas, se realizaron los siguientes

experimentos:

1.2.1: Estudio de la respuesta ovulatoria de los animales de
diferente edad al estimulo gonadotrépico
Ratas hembra de 18, 21, 24 o 28 dias de edad fueron

inyectadas con 8 u.i. de PM5G o con 0.05 ml del vehicule.

RESULTADOS

La edad de la apertura vaginal y del primer estro
vaginal se adelanté en los animales tratados con PMSG. Los

animales de 18 dias no ovularon, La ovulacidén fue inducida en
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los animales de 21 dfas o m&s y la tasa de animales ovulantes
aumentd conforme a la edad en la gue se aplicé el
tratamiento. El nmero de ovocitos liberados por los animales
ovulantes tratados a los 24 dias de edad es mayor que el de
los tratados a los 28 dfas de edad Yy al grupo taestigo (Tabla
3).

El peso absoluto (Tabla 4) o relativo (Fig. 4) de los
ovarios y del fGtero aumenté en los animales tratados con
PMSG, independientemente de la edad del tratamiento, mientras
que el peso de las adrenales sdlo aumentd en los animales

inyectados a los 28 dias.

TABLA 3: TASA DE ANIMALES OVULANTEE Y MEDIA * e.e.m. DE LA
EDAD DE APERTURA VAGINAL, DEL PRIMER ESBTRO VAGINAL (P.E.V.),
Y DEL NUHERO DE OVOCITO8 LIBERADOS POR ANIMAL OVULANTE, DE
RATAS PREPUBERES TRATADAS CON PMEG A DIFERENTES DIAS DE EDAD
Y BACRIFICADAS EN EL DIA DEL PRIMER ESTRO VAGINAL

Edad de A.V. P.E.V. Tasa de Nmero de
tratamiento (dias) © {dias) ovulantes ovocitos
{dias)
T 36.7 * 0.2 36,9 ¢+ 0.3 10/12 7.5 * 0.5F
18 21.9 ¢ 0.1* 22.0 ¥ 0.0* 0/12 0
21 24.0 % 0.0% 24.0 + 0.0% 2/ 9 19, 10
24 27.0 + 0.0+ 27.3 £ 0.2» 6/12 12.0 £ 1.0
28 31.0 % 0.0%* 31.0 % 0.0% s/10 6.8 + 0.4F

* P < 0.01 comparado con el grupo testigo (T) sacrificado al
P.E.V. (prueba de H de Kruskal-Wallis seguido de
la prueba de U de Mann-Whitney).

# P < 0,01 comparado con el grupo de animales tratados a los
24 dias de edad (prueba H de Kruskal-wallis
seguido de la prueba de U de Mann-Whitney).
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TABLA 4: MEDIA & e.e.m. del PESO ABSOLUTO (mg} DE LOS
OVARIOS, EL UTERO y LAS ADRENALES DE ANIMALES PREPUBERES
TRATADOS CON PMBG A DIFERENTES DIAS DE EDAD Y SACRIPICADOS EN
EL DIA DEL PRIMER ESTRO VAGINAL

Edad de Tratamiento Ovarios Utero ) Adrenales
(dias)
21 testigo 22.0 * 0.6 37 £ 1.5 24.1 % 1.0
tratado 38.4 % 4.3+ 134 + 11.0% 123.7 % 1.3
24 testigo 21.8 % 1.0 51 & 2.7 22.6 * 1.0
tratado 49.8 + 3,.8% 122 * 6.7% 25.0 + 1.5
28 testigo 21.3 + 0.6 5 & 3.2 24.6 £ 0.9
tratado 41.0 * 2.1% 118 & 3.1% 40.1 & 2.1%

* P < 0.01 comparado con el grupo testigo sacrificado a la
misma edad (prueba de "t" de Student).

1.2.2: Efectos de la desnervacibén noradrenérgica periférica
desde el nacimiento sobre la respuesta ovulatoria inducida en
ratas de 18 dias de edad

Con base a los resultados obtenidos en el experimento
anterior (1.2.1) ratas de 18 dias de edad fueron inyectadas
con 8 ui de PMSG y 56 horas mds tarde con 10 ui de hCG. Otro
grupe de animales de 18 dias de edad fue inyectado con 10 ug
de benzoato de estradiol.

Otros grupos de animales tratados con guanetidina desde
el nacimiento con la misma dosis y secuencia que en el grupo
1.1, fueron inyectados a los 18 dfas de edad con PMSG, PMSG-
hCG o con benzoato de estradiol y se continué 1la
administracién de guanetidina hasta el dia del primer estro

vaginal.
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Los animales tratados fueron sacrificados en el dia del
primer estro vaginal, mientras que los inyectados con
vehiculo y aquellos sin tratamiento, fueron sacrificados a

las mismas edades gue los respectivos grupos experimentales.

RESULTADOS

La edad de la apertura vaginal y del primer estro
vaginal se adelantaron en los aniwmales tratados con PMSG,
PMSG~hCG © benzoato de estradiel (Fig. 5). Ninguno de 1los
tratamientos indujo la ovulacitn. El peso de los ovarios
aumentsé siqnificativamen‘te en los animales tratados con DPMSG
© PMSG-hCG, mientras que el peso del Gtero aument6 en todos
los animales tratados. El peso de las adrenales disminuyd
significativamente en los animales tratados con PMSG © PMSG-
hcG (Tabla 5).

Fig. &: Edad {dias) de la apertura }aginal y ol primeér 8stro
de ratas de 18 dlas tratadas con diferentes hormonas
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TABLA S: TASA DE ANIMALRES OVULANTES y MEDIA % e.e.m. DEL
NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR ANIMAL OVULANTE, DEL PESO
ABSOLUTO (mg) DE LOS OVARIOS, EL UTERO Y LAS ADRENALES DE
ANIMALES TRATADOS A LOS 18 DIAS DE EDAD CON PMSG, PMSG~hCG O
CON BENZOATO DE ESTRADIOL, SACRIFICADOS EN EL DIA DEL PRIMER
ESTRO VAGINAL

Grupo Tasa NGmero de Ovarios Utero Adrenales
ovulatoria ovocitos

Testigo 0/19 [} 21.010.8 38+1.9 23.2%1.2
PMSG 0/12 [ 29.61.6% 130£5.4*% 19.6%0.7*
PMSG~hCG o/ 7 [} 56.6%2.6% 7347.1% 17.7£1.5%
BE 0/11 ¢ 21.5%0.7 5443.5% 23.9%1.3

* P < 0.05 comparado con el grupo testigo (ANDEVA seguido de
la prueba de Duncan).

En comparacién con los animales de 18 dias tratados con
PMSG, PM5G+hCG o benzoato de estradiol, en los animales
tratades con guanetidina la apertura vaginal y el primer
estro vaginal estuvieron retrasados cuando las ratas fueron
tratadas con PMSG y no fueron medificados cuando se les
administré PMSG-hCG o benzoato de estradiol (Fig. 6).

El 44% de los animales desnervados y tratados con PMSG
a los 18 dias ovularon y liberaron un promedio de 3.5 * 0.6
ovocitos por animal ovulante. El peso absoluto o relativo de
los ovarios y del dteroc fue menor en los animales desnervados
estimulados con la gonadotropina, gue en los gque séle fueron
tratados con ésta. En los animales tratados con PMSG, el pese
absoluto de las adrenales fue menor gue el del grupo testigo,
pero cuando se expresa en funcién del peso corporal, este

resultado se invierte (Tabla 6, Fig. 7).
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Fig. 6: Edad (dias) de la apertura vaginal y alpnmar 8stro
en ratas desnervadas o no, fas con dilerent
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* P<0.05 comparada con ol 1ptado soko con le hormona
{Prveba de “t* de Student}
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La desnervacién naradrenérgica periférica no modificé
la falta de respuesta ovulatoria en los animales tratados con
PMSG+hCG o con benzoato de estradiol. E1 peso absoluto o
relativo de los ovarios de los animales desnervados tratados
con las hormopas fue siempre menor que el de los inyectados
con é&stas, mientras que el peso del Gtero y el de las

adrenales fue semejante en ambos grupos (Tabla 5, Fig.7)

TABLA 63 TASA DE ANIMALES OVULANTES y MEDIA * e.e.m. DEL
NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR ANIMAL OVULANTE, DEL PESO
ABSOLUTO (mg) PE LOS8 OVARIQS, EL UTERO Y LAS ADRENALES DE
ANIMALES TRATADCS A LOS 18 DIAS DE EDAD CON PMS8G, PMSG~hCG O
CON BEN20ATO DE EBTRADIOL, DESNERVADOS DESDE EL NACIMIENTO
POR LA ADMINISTRACION DE GUANETIDINA {(GTD) ¥ BACRIFICADOS EN
EL DIA DEL PRIMER ESTRQ VAGINAL

Grupo Tasa Nimeroc de Ovarios Uterec Adrenales
ovulatoria ovocitos

PMSG 0/12 0.0 29.6%*1.6 130%5.4 19.6%0.7
GTD + PMSG 4/ 9# 3.5:0.6*% 14.8%1,.5%* 7815.8% 20.4%0.9
PMSG-~hCG o/ 7 0.0 56.6%2.6 73+7.1 17.7+1.5
GTD + PMSG-hCG 0/ 5 c.o0 40.4%3 .5 67x4.7 16.71.5
BE 0/11 0.0 21.5%0.7 54#3.5 23,9%1.3
GTD + BE 0/11 0.0 15.9%1.0% 59+3.8 23.4#1.1

# P < 0.05 comparado con el grupo tratado con PMSG (prueba de
probabilidad ‘exacta de Fisher}.

* P < 0.05 comparado con el grupo tratado con la misma
hormena (prueba de "t" de Student).
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El estudio histolégico de los ovarios de los animales
tratados con PMSG-hCG mostrd la presencia de cuerpos liteos
jévenes. La misma imagen se observé en aquellos animales que
fueron tratados con guanetidina desde el nacimiento. En este
caso vérios de los ovarios presentaron ovocito atrapado.

En los ovarios de los animales tratados con benzoato de
estradiol, desnervados o no, se observaron foliculos en
diferentes etapas de crecimiento y maduracién, pero no se

observaron cuerpos lGteos.

Los resultados de este estudic confirman gue en ol
animal prepGber la respuesta ovulatoria inducida por 1la
aaministracién de PMB8G estd en funcién de la edad del animal.
El hecho que en los animales tratados con PMSG-hCG no se
observaran ovocitos en el dia del primer estro, pero leos
ovarios presentan cuerpos ltiteos jévenes, indica que la
capacidad de secrecién de estrégenos por el ovarioc de la rata
al final de 1a etapa infantil es baja. Con base en al nimero
de ovocitos 1liberados por @&stes, se sugiere que 1la
reactividad da 1los foliculos a las gonadotropinas disminuye
conforme sl animal se acerca a la pubertagd.

Los resultados obtenidos en los animales deanervadeos
tratados con PMSG confirmar nuestra hipdtesis de que 1la
inervacién noradrenérgica ovirica juega un papel de tipo
inhibiterio en la :;Sctividad del folicule a 1las

gonadotropinas.
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II. ESTUDIO DE LOB EFECTOS DE LA DESNERVACION NORADRENERGICA
PERIFERICA PRODUCIDA POR LA ADNINISTRACION DE GUANETIDINA
DESBDE BL NACIMIENTO, BOBRE LA ACCION MASCULINIZANTES DE
ANDROGENOB DE VIDA MEDIA PLABMATICA CORTA Y LARGA, INYECTADOS
A LA RATA HEMBRA NEONATAL.

Para analizar si la inervacién noradrenérgica del ovario
regula la accidén masculinizante de los andrégenos cuando se
les administra a la rata hembra neonatal, se plantearon las
siguientes preguntas:

1) (El tratamiento con un andrégeno de vida media plasmistica
corta produce los mismos efectos sobre la pubertad y 1la
ovulacién espontinea, gue uno de vida media prolongada,
cuando se administran en dos dfas de la fase critica de la
diferenciacién sexual de los mecanismos que regulan la
secrecién de las gonadotropinas?

2) ¢Qué papel tiene la inervacién noradrenérgica periférica
en los efectos masculinizantes gque producen los andrégenos?

Para responder a é&stas, se realizaron los siguientes
experimentos:

.1: Efectos de la adminjistracién de andrégeno de yvida
m_g_;g plasmitica corta (testosterona) o 1ar {propionato de

testosterona) a la rata hempbra peonatal sobre la edad de la
pubertad, del primer estra vy la ovulacién esponténeos

Ratas hembra recién nacidas o de cinco dias de edad
fueron tratadas con 75 ug de testosterona, 75 ug de
propionato de testosterona o cton 0.05 ml del vehfculo (aceite

de mafz).



RESULTADOS

La edad de apertura vaginal y del primer estro no fueron
modificadas por 1la administracién de testosterona al
nacimiento o a los cinco dias de edad. La tasa de animales
ovulantes y el nGmero de ovocitos liberados por animal
ovulante, el peso absolutoe o relativo de los ovarios, del
itero y las adrenales fueron semejantes en los animales
tratados y testigo, mientras que el peso corporal de los
animales inyectados al nacimiento fue menor que en el grupo
testigo [104%2.6 vs 114%2.5, P<D.02) (Figs. 8, 9 y Tabdbla 7).

Los animales tratados con propionato de testostercna al
nacimiento, no presentaron apertura vaginal por lo que fueron
sacrificados a los 62 dias de edad. En el momento del
sacrificio el peso corporal de la animales tratados fue mayor
gque el grupo testigo [143%5 vs 114%2.5, p<0.02], aungue el
grupo testigo fue sacrificado en el dia del primer estro
vaginal que se present6é a los 38.5%0.6 dias. No se observaron
diferencias en el peso absoluto de los ovarios, pero al
expresarlo en funcién del peso corporal se muestra
disminucién de éste. E1 tratamiento al nacimiento provocé
aumento en el peso absoluto o relativo del fitero y del pese
absoluto de las adrenales (Tabla 7 y Fig. 9).

El estudio histol6gico de los ovarios de los animales
inyectados con propionato de testosterona al nacimiento
mostré la presencia de foliculos grandes, sin signos de
ovulacién. En la mayoria de los casos no se observé la

presencia de foliculos medianos y pequefios.
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Fig. G: Edad (dias) de la apertura vagina! y el primer estro
de ratas tratadas con andrégenos en diferéntes dias
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TABLA 7: TRSA DE ANIMALES OVULANTES Y MEDIA % e.e.m. DEL
-RUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR ANIMAL OVULANTE, DEL PESO
ABSOLUTO (mg) DE LOS OVARIO8, EL UTERO Y LAS ADRENALES DE
ANIMALES TRATADOS TESTOSTERONA AL NACIMIERTO (TES8-rn) o LOS
CINCO DIAS DE EDAD (TES-5) o CON PROPIONATO DE TESTOSTERONA
AL MACIMIENTO (PT-rn) o A LOS CINCO DIAS DE EDAD (PT-5) Y
SACRIFICADOS EN EL DIA DXL PRIMER ESTRO VAGINAL

Grupo Tasa de NGmero de Ovarios Utero Adrenales
ovulacién ovocitos

T 27/30 8.3%0.4 37.6%1.3 172 5.7 31.3%1.2
TES~rn 13/13 8.910.9 34.8%2.3 164t 7.78@ 28.9+0.98

TES-5 9/10 92.2%1.1 38.7%3.14 171 8.8# 31.0%1.5#

PT-rn 0/10m 0.0 & 33.442.7 263+ 9,9% 41.8%2.2%

PT-5 3/11m B8.7%1.9 25.3%£2.8*%@ 124%18.8%@ 25.5%2,3%@

» P < 0.05 respecto al grupo testigo (T) (prueba de
probabilidad exacta de Fisher).

& P < 0.05 respecto al grupc testigo (prueba: "t de Student)

* P < 0.05 respecto al grupo testigo; @ P < 0.05 respecto al

al grupo tratado con PT-rn; # P < 0.05 respecto al
grupo tratado con PT~5 (ANDEVA seguido de la
prueba de Duncan).

En el grupo de animales inyectados con propionatoc de
testosterona a los cinco dias de edad, a diferencia de los
tratados al nacimiento, se presenté apertura vaginal. Esta y
la edad del primer estro vaginal fueron adelantadas respecto
al grupo testigo (Fig. 8), lo gque 'se acompafié6 de la

disminucién del peso corporal [93%4.8 vs 114+2.5, p<0.02].
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La tasa de animales ovulatnes disminuy®é en los animales
tratados con propionato de testosterona a los cinco difas de
edad, aunque el nimero de ovocitos liberados por animal
ovulante fue similar al testigo. De igual forma, se observd
disminucién del peso absoluto y relativo de los ovarios y del
Gtero y del peso absoluto de las adrenales (Tabla 7 y Fig.
9).

El estudio histolégico de los ovarios de los animales
inyectados que no ovularon, mostré la presencia de foliculos
grandes, sin signos de ovulacién. A diferencia de 1lo
observado en los ovarios de los animales tratados al
nacimiento, en los tratados en el dia cinco se observd la

presencia de foliculos pequefios y medianos.

2.2: Efectos de la desnervacién poradrenérqica perjiférica
provocada por la administracién de guanetidina desde el
pnacimiento, sobre las accicnes del propionato de testosterona
inyectado al pacimiento, sobre la edad de la pubertad. del
primer estro y la ovulacién.

Con base en los resultados obtenidos en el grupo
anterior (2.1), ratas hembra recién nacidas fueron tratadas
con guanetidina en la misma dosis y secuencia que en el grupo
1.1 y simultdneamente con propionato de testosterona. La
administracién de guanetidina se continué hasta el dia del

primer estro vaginal.

S 0S

Todos los animales tratados con guanetidina y propicnate
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de testoterona al nacimiento abrieron vagina, aunque ésta se
presenté con retraso respecto al grupo testige (Fig. 10). De
igual forma, el 57% de esos animales ovularon y el nimero de
ovocitos liberados fue similar al grupo testigo (Tabla 8).

El peso absclute (Tabla 8) de los ovarios, del fiteroc y
las adrenales fue menor en los animales desnervados gque en
los testigos, pero esta diferencia no se observd cuando los

resultados fueron expresados en términos relativos (Fig 11).

Flig. 10: Edad (dlas) de la apertura vaginal de ratas festigo
desnervadas o no, tratadas con prapionato de testosterona

100 - *
P
80
n
*
80 4 Testigo
I3 PT-rn
01 Guansliding + PT-rn
204
[+]

* Pt0 05 comparado con RT-rn (Pruaba as °t° de Student}
# BP0 05 comparsdto con ef Tustipo (Fruoea de *t* de Stuttant)
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TABLA 8: TASA DE RANIMALES OVULANTES Y MEDIA % e.e.m. DEL
NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR ANIMAL OVULANTE, DEL PESO
ABBOLUTO (mg) DE LOS OVARIOS8, EL UTERO ¥ LAS ADRENALES DE
ANIMALES TRATADOS CON PROPIONATO DE TESTOSTERONA (PT),
DESNERVADOS O NO, POR LA ADMINISTRACION DE GUANETIDINA (GTD)

Grupo Tasa de NGmero de Ovarios Utero Adrenales
ovulacidn ovocitos

T 20/21 7.9%0.5 35.9%1.4 174% 7.0 32,2£1.5
PT=-rn 0/10 0.0 33.4%2.7 263% 9.9% 41.8%2.2%

GTD+PT-rn 4/ 7 6.7%1.7 28.3%2.6* 144%15.0%4 26.812.2%¢

* P < 0.05 comparado con el grupo Testigo (T) sacrificado al
primer estro vaginal; # P < 0.05 comparade con el
grupo tratade con propionato de testostercna al
nacimiento (PT-rn) [ANDEVA seguido de la prueba de
Duncan) .

Fig. 11: Peso relativo {mg/100 g) de los ovarios, el tlero y
‘adrenales de ratas desnervadas tratadas con andrégenos

200 >

Tostigo
{0 PT-n

Guanstiding + PT+n

* P05 comparade con e! tesliga (Pruaba de *1* de Sluden!
» P05 comparado con ef grupo RY-rn (Prueba’t’ oa Stuasnt)
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En los animales que fueron simultineamente desnervados y
androgenizados se present6 disminucién del peso absoluto y
relativo del (Gtero en comparacidén con los animales
androgenizados (Tabla 8 y Fig.11).

El estudio histol&Sgico de los ovarioé de los animales
desnervados que no ovularon, mostrd la presencia de foliculos
grandes sin signos de ovulacién.

Con base en los resultados obtenidos se sugilere gque para
que los andrégenos alteren los mecanismos de regulacién de la
ovulacién, requieren de un tiempo prolongado de accién sobre
sys &rganos blances, lo cual es mis evidente cuando se
administran al nacimiento. Dal mismo modo, los resultados de
los animales sgimult&neamente desnervades Yy androgenizados
indican que la inervacién noradrenérgica ovArica favorece el
daesarrollo del Sindroms de masculinizacién, por 1o que el
ovario es otro de los 6rganos blanco fue es afectado por la
elevacién prolongada da las concentracionss sanquineas de

andrégenos.

III. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA DESNERVACION NORADRENERGICA
PERIPERICA PROVOCADA POR LA ADMINIGTRACION DE GUANETIDINA
DESDX EL NACIMIENTO, EN LAS ACCIONES DESFEMINIZANTES DE LOB
ESTROGENOB DE VIDA MEDIA PLASMATICA CORTA Y LARGA, IKYECTADOS
A LA RATA HEMBRA NEONKATAL

Para analizar si la acecién desfeminizante de los
estrégenos administrades en la rata hembra neonatal involucra
a la inervacién noradrenérgica del ovario como se observé en

los animales tratados con andrSgenos y para conocer si los
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efectos de los estré6genos provocan las mismas modificaciones
que los andrégenos, se plantearon las siguientes preguntas:
1) ¢El tratamiento con un estrbgeno de vida media plasm&tica
corta produce los mismos efectos sobre la pubertad y la
ovulacién espontdnea, gue uno de vida media prolongada,
cuando se administran en dos dias de la fase critica de la
diferenciacién sexual de los mecanismos que regulan la
secrecién de las gonadotropinas?

2) ¢81 la desnervacién noradrenérgica periférica modifica los
efectos desfeminizantes gque producen los estrégenos?
Para responder a éstas, se realizaron los siguientes

experimentos:

5

d.1: Efectos de la administracidén de un estrdgeno de
media plasmitica corta (17 B-~estradiol} o larga (benzoato de
estradiol} a la rata hembra neonatal sobre la edad de
pubertad, del primer estro y la ovulacidn espontéineos

o

Ratas hembra recién nacidas o de cinco dias de edad
fueron tratadas con 10 ug de estradicl, 10 ug de benzoato de

estradiol o con 0.05 ml del vehiculo (aceite de mafz).

RESULTADOS

Los animales tratados con 17B-estradiol a los cinco dias
de edad, mostraron adelanto de la edad de la apertura vaginal
y del primer estro vaginal, lo que no ocurrié en los tratados
al nacimiento (Fig. 12). La ovulacién se produjo s6lo en el
25% de los animales tratades, pero el niamero de ovocitos
liberados fue similar al del grupo testigo. Ninguno de los

animales tratados en el dfa cinco ovularon (Tabla 9).
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Fig. 12: Edad (dias! de la apertura vaginal y del primer

estro da ani dos con astrég
451 Apertura Vaginal
*
=
[}
*
304
154
//
o / =
4 dia £dad of Tratamiento
45 &stro vaginat
—F=
30
= Testigo
178-Estradiol
-3
15 4
=

3

Nacimienta 6 dia  Nacimianio 608 ryad af Trotarmiente

* P<O.05 comparado con & Testigo (ANDEVA seguido de Duncan)
® P<0.05 respecio sl tratado en difersnte dia [t de Student)
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TABLA 9: TASA DE ANIMALES OVULANTES Y MEDIA % e.e.m. DEL
NUMERO DE OVOCITOS LIBERADQOS POR ANIMAL OVULANTE, DEL PESO
ABSOLUTO (mg) DE LOS OVARIOS, EL UTERO Y LAS ADRENALES DE
ANIMALES TRATADOS CON 178-ESTRADIOL AL NACIMIENTO (E-rn) o
LOB CINCO DIAS DE EDAD (E~5) o CON BENZOATO DE ESTRADYOL AL
NACIMIENTO (BE-rn) ° A LOS CINCO DIAS DE EDAD (BE-5} Y
SACRIFICADOS EN EL DIA DEL PRIMER ESTRO VAGINAL

Grupo Tasa de Nmero de Ovarios Utero Adrenales
Ovulacién ovocitos

T-PEV 27/30 8.3+0.4 37.6%1.3 172+ 5.7 31.3%1.1
E-rn 3/12m 9.0£1.0 26.3%1.6% 134114.6% 25.0%1.3%
b
t-1 0/10 4] 20.8%1.2 48% 4.1 24.1%1.6
E-5 0/11nm 0& 19.9%1,4* 65+ 6.9% 21.7%1.8%
c
t-2 6/ 9 0 20.8*1.0 54+ 2.4 21.8%1.6
BE-rn 0/10m 0& 15,3%1,6%§F 36% 3.1%F 22.7+1.0%
BE~5 1/10m 1, 2& 20.9+1,5% 82%14.2% 25.8%0.9%
m P < 0.05 comparado con el grupo T-PEV (prueba de chi
cuadrada) .
& P < 0.05 comparado con el grupo T~PEV (prueba de H de
Kruskal-Wallis seguido de la prueba de U de Mann-
Whitney).

* P < 0.05 comparado con el grupo T-FEV (ANDEVA seguido de la
prueba de Duncan) .

# P < 0.05 comparado con el grupo t=2 (prueba: "t" de Student

a = grupo testigo sacrificado en el dia del primer estro

vaginal; b = grupo testigo sacrificado a los 31 dias de edad;

¢ = grupo testigo sacrificado a log 27.210.2 dias de edad.

En los animales se observd disminucién del peso corporal
en los inyectados al nacimientoc o a los cinco dias de edad
{102*4.5g; 80%4.8 vs 114*2.5, P < 0.05) respecto al grupco
testigo sacrificado al primer estro. Lo mismo ocurrié con el

peso absoluto y relativo de los ovarios y del Gtero
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independientemente del dia en que se realizé el tratamiento.
La disminucién del peso absolute de las adrenales desaparece
al ser expresado en funci6én del peso corporal respecto al
testigo sacvificado al estro (Tabla 9 y Fig. 13).

En los animales tratados con 178-estradiocl en el dia
cinco, el peso corporal (80+4.8g vs 70#%2.5) y el peso
absoluto o relativo de los 6rganos fue similar al de 1los
animales testigo de la misma edad (Tabla 9 y Fig. 13).

Los animales tratados con benzoato de estradiol al
nacimiente o a los cinco dias de edad, adelantaron la edad de
la apertura vaginal, mientras que la edad del primer estro se
adelant6é s&lo en los animales tratados al nacimiento (Fig.
12). S8lo ovulé uno de los 20 animales tratados (Tabla 9).

En estos animales se observé disminucién del peso
corporal (68*3.7g; 102%3.0 vs 114*2.5, P < 0.05) respecto al
grupo testigo sacrificado al primer estro vaginal. Esta
disminucién también se observé en el peso absoluto y relativo
de los ovarios y del Gtero. En los animales inyectados al
nacimiento el peso de las adrenales fue menor en términcs
absclutos, pero aumenta el peso relativo de las nmismas
respecto al grupo testigo sacrificado al primer estro (Tabla
9 y Fig. 13).

En los animales inyectados al nacimiento, aungue no
se observaron diferencias en el peso corporal respecto a los
testigos de la misma edad (68%3.7g vs 66%1.2), disminuyé el
peso absoluto y relativo de los ovarios y del Gtero (Tabla 9

y Fig. 13).
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En los ovarios de los animales tratados con 178-
estradiol al nacimiento o al dia cinco, se observa mayor
desarrollo de la glandula intersticial, la presencia de
numberoseos foliculos preovulatorios con signo de atresia y

escasos foliculos medianos.

3.2: Efectos de la desnervacifén poradrenérgica periférica
provocada por la administracidén de guanetidina desde el
nacimiento, en ratas tratadas cop 17B-estradiol o benroato de
estradiol en pubertad,

tradi lA__@nggng_;ls: edad de la pub
g;imez; estro y la ovulacién espontineos

IE

¢con base en los resultados obtenidos en el grupo
anterior (3.1), ratas hembra tratadas con guanetidina desde
el nacimiento en la misma dosis y secuencia que en el grupo
1.1 fueron inyectadas al nacimiento o a los cinco dias de
edad con 17B8-estradiol o con benzoato de estradiol y se
continué la administracién de guanetidina hasta el dia del

primer estro vaginal.

RESULTADOS

Los animales que fueron desnervados y tratados con 178-
estradiol, al nacimiento o a los cinco dias de edad,
presentaron adelanto en la edad de la apertura vaginal y del
primer estro, respecto a los que fueron solamente tratados
con la hormona (Fig. 14). Ninguno de los animales presenté

ovulacién (Tabla 10).
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Fig. 14: Edad (dias) de la apertura vaginal y el primer
estra de ratas desnesvadas o no, tratadas con 6strégenos
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*
30 = * *
15 =
=
° N Ta 5 dhe Wagimianto & aa
178-estradiol Banzoato de estradiol

I = Estrégeno 3 Guanetidina + harmona —I

* P<0.05 respecto al tretado con i hormona If de Student}
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En los animales desnervados e inyectades con 178-
estradiol al nacimiento se presenté disminucién del peso
corporal respecto a los tratados s6lo con la hormona {50+2.59
vs 102¢4,5, P < 0.05), El mismo comportamiento se observé en
los animales inyectados a los cinco dias de edad respecto al
grupo tratado con la hormona (37+1.8g9 vs 80%4.8, P <, 0.05) y
al grupo testigo de la misma edad (37+1.8g vs 4210.8, P <
0.05).

En los animales con desnervacién noradrenérgica ovirica
tratados con 178-estradiol al nacimiento disminuyé el peso
absoluto de los 6rganos respecto a los tratados con la
hormona, hecho similar respecto a los testigos de la misma
edad, a pesar de que no se observaron diferencias en el peso
corporal entre ambos grupos (50+2.5g vs 64*6.3, n.s., Tabla
10).

Cuando los resultados son expresados en funcién del peso
corporal, en los animales desnervados y tratados con 178-
estradiol al nacimiento se presenté aumento del peso de los
ovarios y las adrenales, pero disminucién del peso del ftero
respecto a los animales tratados con la hormona. No se
presentaron diferencias significativas cuando los resultados
son comparados con el grupo testigo sacrificado a la misma
edad (Fig. 15).

La administracién de guanetidina en los animales
tratados con la hormona a los cinco dias provocd disminucién
del peso absoluto del Gtero respecto al grupo tratado con la

hormona o al sacrificado a la misma edad (Tabla 10). En
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hormona o al sacrificado a la misma edad (Tabla 10). En
funcién del peso corporal, el peso de los ovarios y el de las
adrenales aumentd respecto al grupo tratado con el 178-

estradiol (Fig. 15).

TABLA 10: TASA" DE OVULACION Y MEDIA % e.e.m, DEL NUMERO DE
OVOCITOS8 LIBERADOS POR ANIMAL OVULANTE, DEL PESO ABSOLUTO
{mg) DE LOS OVARIOS, EL UTERO Y LAS ADRENALES DE ANIMALES

TRATADOS CON 17B-ESTRADIOL AL NACIMIENTO (E-rn) O A LOS CINCO
DIAS (E~S5), DEBNERVADOS O NO POR LA ADMINISTRACION DE
GUANETIDINA (GTD) Y SACRIFICADOS EN EL DIA DEL PRIMER ESTRO
VAGINAL

Grupo Tasa de Namero de Ovarios Utero Adrenales
Ovulacién ovocitos

E-rn 3/12 9.0*1.0 26.3%1.6 134%:4.6 25.0%1.3
a

t-1 0/ 4 o} 24.5%1.3 45%1.5 26.8%1.4

GTD+E-rn 0/ 8 om 17.4%1,6*8@ 32%2.6%8@ 22.4%0.58

E-5 0/11 [} 19.9+1.4 65%6.9 21.7%£1.8
b

t-2 o/10 [} 19.6£0.9 38#3.0 20.8%0.9

GTD+E-5 o/ 8 ] 15.7£2.0 26+1.24& 18.7£1.3

w P < 0.05 comparado con el grupo E-rn (prueba:"t" de Student
* P < 0.05 comparade con el grupo E-rn; @ P < 0.05 comparado
con el grupo t-1 (prueba de "t" de Student)

# P < 0.05 comparade con el grupo E-5; & P < 0.05 comparado
con el grupo t-2 (prueba de "t" de Student)

a = grupo testigo sacrificado a los 25.5 # 0.3 dias de edad;

b = grupo testigo sacrificado a los.21 dias de edad.

La edad de la apertura vaginal y del primer estro se
adelanté en los animales desnervados tratados con benzoato de
estradiol, al nacimiento o a los cince dias de edad, pero

ninguno ovulé (Fig. 14).
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En los animales desnervados y tratados con benzoato de
estradiol al nacimiento se presenté disminucién del. peso
corporal respecto al grupo tratado con la hormona (43tl.ig vs
68%3.7, P < 0.05), sin cambios respectoc al grupo tastige
sacrificado a la misma edad (43tl.1g vs 42+1.7, n.s.). El
peso absoluto y relativo de los ovarios y del Gtero disminuyé
respecto al grupo testigo de la misma edad. También se
observd disminucién del peso absoluto de los ovarios respecto
al grupo tratado sélo con la hormona. El peso relativo de las
adrenales fue mayor comparado con ambos grupos (Tabla 11 Yy

Fig. 16).

TABLA 11: TASA DE OVULACION Y MEDIA % e.e.m. DEL NUMERO DE
OVOCITOS LIBERADOS POR ANIMAL OVULANTE, DEL PESO ABSOLUTO
(mg) DE LOS OVARIOS, EL UTERO ¥ LAS ADRENALES DE ANIMALES
TRATADOS CON BENZOATO DE ESTRADIOL AL NACIMIENTO (BE-rm) O A
LO8 CINCO DIAS DE EDAD (BE~5), DESNERVADOS ©O NO POR LA
ADMINISTRACION DE GUANETIDINA (GTD) Y SACRIFICADOS EN EL DIA
DEL PRIMER ESTRO VAGINAL

Grupo Tasa de Nimero de Ovarios Utero Adrenales
ovulacién ovocitos

BE-rn 0/10 [+] 15.3%1.6 36%3.1 22,7%1.0

a

t-1 0/10 0 19.9%0.7 40t3.1 17.643.2

GTD+BE~rn 0/13 [¢] 9.0%0,6%*@ 28%2.58 22.4%1.5

BE-5 1/10 1, 2 20.9%1.5 82114.2 25.8%0.9
b

t-2 0/11 0 22.7%1.3 33+ 1.7 19.4*1.1

GTD+BE-5 0o/ 8 o 9.9+0.94& 30+ 2.4# 15.3£1.14&

* P < 0.05 comparado con el grupo BE-rn; 8 P < 0.05 comparado
con el grupo t-1 (prueba de "t" de Student)

# P < 0.05 comparado con el grupo BE-5; & P < 0.05 comparado
con el grupo t-2 (prueba de "t" de Student)

& = grupo testigo sacrificado a los 22 dias de edad; b =

grupo testigo sacrificado a los 18 dias de edaad.
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En los animales desnervados y tratados con benzoato de
estradiol a los cinco dfas de edad se presentd diminucién del
pPeso corporal respecto al gruypo tratado con la hormona
(35%l.1g vs 102#3.0, P < 0.05), sin cambios-respecto al grupe
testigo de la misma edad (35*1.1g vs 36£0.2, n.s.).

La administracidn de gquanetidina desde el nacimiento en
los animales tratados con benzoato de estradiocl en el dia
cinco de edad provocd disminucién del peso absoluto de los
érganos respecto al de los tratados con la hormona, pero en
términos relativos aumenté el peso de los ovarios y las
adrenales. El peso absoluto y relativo de los ovarios y las
adrenales disminuyé respecto a los sacrificades a la misma
edad (Tabla 11 y Fig. 16).

El estudio histolégico de los ovarios de los animales
desnervados y tratados con estradicl al nacimiento mostré la

presencia de foliculos con varios ovocitos por foliculo.

Los resultados obtenidos en estos experimentos confirman
que la administracién de estrégenos a la rata hembra en los
primeros dias de vida, altera los mecanismos que regulan la
ovulacién. Dado que la desnervacidn noradrenérgica periférica,
provocada por la guanetidina, no modificé significativamente
la ovulacién en los animales estrogenizados, los mecanismos
afectados por los estrégenos son parcialmente diferentes a
los que modifican los andrdgencs cuando son inyectados en la

etapa necnatal.
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DIBCUSYON GENERAL

Los resultados obtenidos en este estudio confirman, 1lo
mostrade por otros (3,4, 6, 26,29, 40, 58), que la inervacién
noradrenérgica que llega al ovarioc participa en los
mecanismos que regulan la funcién del ovario y la ovulacién.

La participacién de la inervacidén noradrenérgica
periférica en la regulacién del proceso de la pubertad de la
hembra es diferente entre la rata y el ratén. En el ratén
hembra la administracién de guanetidina no medificé la edad
de la apertura vaginal (75). En cambio, en la rata prepGber
la inervacién noradrenfrgica periférica tiene un papel de
tipo estimulante sobre la apertura vaginal y el primer estro
vaginal, ya que cuando los animales fueron desnervados se
presenté un retraso en ambos pardmetros. Esto podria indicar
una disminucién, un retrase o ambos, en la secrecién de
estrégenos, ya que diversos autores han demostrado gque la
inervacién catecolaminérgica ovadrica, modula la capacidad
esteroidogénica del érgano y su respuesta ovulatoria a las
gonadotropinas (3, 4, 7, 61).

El aumento del nlmero de ovocitos liberados por los
animales desnervados permite suponer que en condiciones
normales, la inervacién noradrenérgica del ovario modula de
manera inhibitoria el proceso de la ovulacién, Los efectos de
la desnervacién noradrenérgica periférica sobre la ovulacién
del animal adulto son inversos, es decir, que en el animal

adulto desnervado, de manera crénica o aguda, disminuye el



nimere de ovocitos liberados (13, 36).

El aumento del nimero de ovocitos liberados puede ser el
reflejo de la regulacidén inhibitoria de la sensibilidad del
foliculo a las gonadotropinas ejercida por la inervacién
noradrenérgica del ovario. Con base en estos resultados se
puede sugerir que el papel de la inervacidn noradrenérgica
periférica sobre la ovulacién, es de tipo estimulante en el
animal adulte e inhibiteria en el prepiber (36).

La extirpacién de la médula adrenal en la rata hembra de
24 dias de edad, retrasa la edad de la apertura vaginal y la
primera ovulacién, por lo gue en condiciones normales la
adrenalina plasm&tica puede interactuar con los receptores B-
adrenérgicos ovdricos y amplificar el efecto estimulatorio de
las gonadotropinas sobre la esteroidogénesis ovarica. También
se produce una disminueién en las concentraciones de 1la
hormona de crecimiento, sin que afecte el pesc de los
ovarioes, lo que sugiere gque la adrenalina también actuaria
indirectamente sobre el SNC, facilitando la secrecitn de la
hormona de crecimiento (5).

Asimismo, se ha observado gque la inhibicién de la
secreclén de la hormona de crecimiento retrasa el inicio de
la pubertad y el desarrollo del ovario, ya que esta hormona
facilita la capacidad de la FSH para inducir receptores a la
LH y el efecto estimulatorio del AMPc sobre la secrecién de
progesterona, lo que indica gue actuaria principalmente

estimulando la funcién de las células de la granulosa (2, 61.

63. 71).
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Nuestros resultados nos permiten sugerir que en la rata
preptber la desnervacién afecta la esteroidogénesis per la
falta del estimulo de las catecolaminas y disminuye la
concentracién de la hormona de crecimiento, ya que el peso
corporal de los animales fue menor que el de les animales
testigo, lo cual no se reflejd en el peso relativo de los
8rgancs analizados. Este resultado concuerda con 1los
obtenidos por otros autores, quienes observaron disminucién
del peso corporal en animales con desnervacién noradrenérgica
periférica iniciada al séptimo dia de vida (49, 51).

A partir de estos resultados, se puede sugerir que en la
rata prepGber, el proceso de la pubertad y la ovulacién estéan
controlados por mecanismos endécrinos homeostiticos en los
qua la interaccién del eje hipotilamo-hip&fisis-génada se
realiza porvmedios hormonales y neurales, en particular 1la
relacisén neural entre el SNC [hipotdlamo] y el ovario. De
igual forma, se ha demostrado que la participacién de la
inervaci6én noradrenérgica periférica depende de la edad del
animal y de la especia.

Ccon el inicio de la fase juvenil (dia 22 de edad), el
animal adquiere la capacidad para responder al aumento de las
concentraciones plasmaticas de estr&genos, con la liberacidn
de LH en una magnitud semejante a 1la del proestro. Sin
embargo, afin cuando en esta fase se presentan ondas de
crecimiento folicular y de atresia, los foliculos atn no son
capaces de ovular (52, 63, 72, 81, 92, 93), a pesar de ser

estinmulados con hCG, pero si lo hacen parcialmente si se les
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trata con GnRH {(87).

En el animal prep@ber tratado con PMSG se producé la
liberacién de la LH entre 48 y 60 horas después del
tratamianto y la ovulacién ocurre entre 10 y 12 horas después
(65, 69, 76, 77, %0, 94). La liberacién preovulatoria de la
IH es un reflejo del crecimiento folicular y la secrecién de
estrégencs inducidos por el tratamiento con la PMSG, que
también trae como consecuencia aumento del peso de los
ovarios y del fGtero y culmina con el cierre del circuito
neuroendécrine, la liberacién de GnRH, de LH y la ovulacién
(25, 46, 47, 48, 73, 78, 88, 89, 90).

Nuestros resultados confirman que la tasa de animales
ovulantes de la rata prepfiber tratada con PMSG estd en
funcién de la edad del animal y que el n@mero de ovocitos
liberados disminuye conforme el animal se acerca a la edad de
la pubertad (72, 81, 93, 94).

El ovario de los animales de 18 dias de edad es capaz de
secretar estrégenos en cantidades similares a las de los
animales de 28 dias, dado que el aumento en el peso del dtero
Y el tiempo necesario para inducir la apertura vaginal fueron
semejantes en todos los grupos tratados con la PMSG. Sin
embargo, el sistema neurocendécrino no tiene la capacidad de
liberar la LH necesaria para inducir la ovulacién, pese a gque
el ovario libera los ovocitos cuando se le estimula de manera
secuencial con PMSG y hCG.

El hecho de gue 1los animales con desnervacién

noradrenérgica periférica desde el nacimiento owvulan de
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manera espont&nea al ser tratados con la PMSG a los 18 dias
de edad, apoya nuestra sugerencia inicial de que 1la
inervacién noradrenérgica del ovarioc regula de manera
inhibitoria la sensibilidad del foliculo a las
gonadotropinas, lo que ocurre tanto en la rata como en el
ratén (75). Ademds, que el ovario envia informacién por via
neural hacia los centros hipotaladmicos gque regulan la
secrecién de la GnRH y por ende de las gonadotropinas., En
funcién de los resultados obtenidos en el presente estudio,
en el animal prep@ber esta informacién también serfa de tipo
inhibitorio.

La disminucién en el peso del Gtero observado en los
animales desnervados tratados con PMSG, respecto a los
tratades s6lo con la hormona, indicarfa que el ovario
desnervado no es capaz de secretar la cantidad o el tipo gde
estrdgenos necesarios come para estimular el crecimiento
uterino. La sensibilidad del dtero al benzoato de estradiol
no fue afectada por la desnervacidén horadrenérgica
periférica, a diferencia de lo observado en otro estudio
(15), diferencia que puede estar explicada por el tiempo de
tratamiento y las dosis utilizadas.

Con base en los resultados obtenidos en el modelo del
animal desnervado y androgenizado se puede afirmar que la
inervacién noradrenérgica del ovario no sé6lo modula la
reactividad de los folficulos a las gonadotropinas y la
ovulacién, sino que también lo hace sobre los efectos gque

tienen los andrégenos sobre la diferenciacién sexual de les
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mecanismos que regulan la secrecidn de las gonadotropinas.

Los andrégenos capaces de inducir la masculinizacién de
los mecanismos que regulan la secreci6n de la LH, son
aguellos que pueden ser aromatizados y convertidos a
estrégenos (18, 19, 20, 34). Los resultados presentados en
este estudio muestran que los efectos sobre las funciones del
ovario, ovulacidén y secrecién de hormonas gque provocan la
apertura vaginal, difieren en los animales tratados al
nacimiento con andrégenos y estrégenos. Los animales tratados
con propionato de testosterona al nacimiento no presentaron
apertura vaginal, 1lo gque puede ser explicade por las
alteraciones que provocan los andrégenos sobre el estroma Yy
epitelio vaginal durante los dos primeros dfas de vida (91).
En cambio en 1las ratas tratadas con propionato de
testosterona a los 3 dias de edad o con benzoato de estradiol
al nacimiento, la canalizacién vaginal es inducida por 1la
queratinizacién del epitelio vaginal (91). Esto explicaria la
apertura vaginal en los animales tratados con propionato de
testosterona a los 5 dias de edad y con benzoato de estradiol
o con estradiol en cualquiera de las edades de estudio.

La inervacién noradrenérgica de la vagina modula de
manera inhibitoria la- reactividad del &rgano a las hormonas,
yYa que todos los animales desnervados, tratados c¢on
propionato de testosterona al nacimiento, abrieron vagina
aunque con retrazo respecto a los animales testigo.

SegGn algunos autores la inervacién noradrenérgica del

hipotdlamc no tendria participacién en el desarrollo del
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'Sindrome de androgenizacién (86), mientras que para otros
las alteraciones inducidas por 1la administracién de
andrégenos al nacimiento sobre ese sistema, serian las
responsables de las modificaciones en los mecanismos de
regulacién de la secrecién de las gonadotropinas (19, 20,
74).

Nuestros resultados indican que la desnervacién
noradrenérgica pe'riférica impide parcialmente el desarrollo
de dicho sindrome. Dado que hasta el presente la informacién
disponible indica que la guanetidina no atraviesa la barrera
hemato-encefdlica (8, 49, 51, 55, S7, 59) Yy por lo tanto no
puede modificar los centros neurales gua serfan afectadoes por
los andrfgenos, estos hechos podrian ser explicados por la .
desnexrvacién noradrenérgica de la eminencia media, por 1las
alteraciones de la inervacién del ovario y por ende de 1la
informacién neural gue éste envia al hipotalamo (31), o por
ambos.

La ovulacién en los animales androgenizados que fueron
desnervados desde el nacimiento, supone que &stos se produjo
el pico preovulatorio de estrégenos y de LH.

Los efectos de los andrégenos sobre la diferenciacién
sexual de los mecanismos 4ue regulan la secrecién de las
gonadotropinas, no se producen cuando los animales son
tratados al mismo tiempo con depresores del SNC (43). Ademis,
las concentraciones de noradrenalina en el hipotdlamo de los
animales androgenizados aumentan en los primeros 15 dias de

vida y descienden posteriormente de manera gue cuando el
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animal alcanza la edad adulta, la cantidad de noradrenalina
del hipotdlamo anterior es significativamente menor que la de
los testigos (19, 20, 74).

Dado que la desnervacién noradrenérgica periférica
posibilita gque se mantengan los circuitos neurcendécrinos
necesarios para la liberacién ténico-fasica de las
gonadotropinas, podemos sugerir que en el desarrollo sindrome
de androgenizacién no s6lo se afectan los circuitos del SNC,
sino gue la informacién neural que se origina en el ovario, y
que es mediada por la noradrenalina, es necesaria para gque se
desarrolle dicho sindrome.

En este estudio se ha confirmado que el tratamiento con
estrégenos a la rata neonatal induce alteracién de los
mecanismos de regulacidén de la secrecién de la LH necesaria
para la ovulacién y sus efectos dependen del tiempo en que
los estrégenos permanecen en la circulacién.

Con base a los resultados obtenidos, se puede sugerir
que los estrégenos también requieren de un tiempo prolongado
de accién (benzoato de estradiol) para que puedan alterar leos
mecanismos de regulacién de la secreci6én de la LH, lo gue
explicarfa gque los animales tratados con estradiol al
nacimiento no presentan alteraciones en el ntimero de ovocitos
liberados por animal ovulante, aungque disminuya la tasa de
animales ovulantes y de los demds pardmetros evaluados en
este estudio.

En conjunte, estos resultados nos permiten concluir que

en el proceso de diferenciacién sexual de los centros gue

73



regulan la secrecién de las gonadotropinas, principalmente de
la LH, no s6lo importa la conversisén de los andrégenos a
estrSgenos, eino que los propios andrb6genos juegan un papel
en la diferenciacién, el gue estd mediado por la inervacién
noradrenérgica del ovario, lo que no sucede con los efectos
de los estrb6genos. Asimismo, que el grado de alteracién en
los mecanismos que regulan la secrecién de la LH depende del
tiempo de accién de los andrégenos o los estrSgenos sobre sus

efectores.
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CONCLUSIONES

1.~ En la rata hembra prepGber la inervacién noradrenérgica
del ovario modula de manera estimulante el crecimiento del

ovario y el crecimiento del Gtero.

2.- El papel de la inervacidén noradrenérgica del ovarioc sobre
el proceso de la ovulacién espontinea en la rata prepGber es

de tipo inhibitoria.

3.~ En los mecanismos neuroendécrinos gue regulan la pubertad
Y la ovulacién inducida, ademds de los factores hormonales u
la inervaci6én noradren&rgica del ovario, la madurez del
animal es un factor clave para la expresién de diches

eventos.

4.- El grado de alteracién en los mecanismos que regulan la
ovulacién depende del tiempo de accién de las hormonas

gonadales sobre sus efectores.

5.~ Las modificaciones en la ovulacién inducidas por 1los
andrégenos durante la etapa neonatal de la rata se deben
parcialmente a los efectos que'ejercen sobre la inervacién
noradrenérgica del ovario, adem&s de alterar al sistema

catecolaminérgico central.
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Does noradrenergic peripheral innervation have a different role
in the regulation ovulation in the pubertal and the adult rat?

Angélica Flares, Ma. Efena Ayala and Roberto Dominguez

Laboratory of Biology of Reproduction. Eseuela Nacional de Estudios Profesionales Zaragoza. Universidad Nacional Autdnama
de Mésico. A.P. 9026, C.P. 15000, Mérico D.F., México
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ovalation, ganadotrophin.

noradrenesgic

lnlmdu:ﬁon' We have prcwomly shown, through the clfccts

Table 1: Ovulanon rate amd md- weight, aumber of ova shed and
weight of the ovaries [mg 100 g b w.} (means  SEM) of adult raie
peated with granethidine, swopsied af the finst day of vaginel oestrous.

Group Ovulation Body  Number of Weight of the
(1-3), that rate weight a shed ovaries
uvnnm ic i i h:u a sti rale ac
ogards ovulation in adult rats, but and is mhﬂ;uary in  Conuol fand 1026 106%04 273%16
prepubertal mice G wie 08 63204 2621
We have now conducted experiments to determine if these By the left and right ovary

differences observed berween adult rats and prepubertalmice Growp Number of ova shed Weight of the ovary
are related 10 species differences of to gonadotraphin admini- et Tight feft fight
sl’rnuon In lhl: pr:scm sludy we hzvc_:mungam: l:c elfects Control 59105 4100 9210 4207
ol p ation (induced by guanc-  Grpy 28000 25207 8208 £0.7
thidine. administration) 1o both newborn and adult rats on
pubesty and spontancous ovulation. Suveral studics hnc * In comparison with corirol, p < 0,
shown that dine only affects
synapsis becanse it does not cross the blood-brain barrier [4].

cyeles | jion was: first 10.0 £

h b

and methods: 4 24 adult (190-225 g)
wvirgin rats of the C 1] Z-V strain from our stock maintained in
conditions of controlled lighting (lights on fram 05.00 to 19.00
h) with free access to food and tap water along with 32
newborn rats were used. In adult rats oestrous cycles were
motiitored by daily vaginal smears and only animals with
regular 4-day cycles were used. The day of vaginal opening
(puberty) was rccorded in prepubertal animals.

Beginning on diocstrous day I, the adult animals weie
injested cvery other day with guancthidine (20 mg kg™
b.w.) (Ciba-Geigy, Mexico) until day 30, with vehicle or left
untreated. The vaginal cycle way followed daily and the

1.3 days: second .6 2 0.6 third 80 + 0.2

Ovulation rates were simitar in gu.mclhldmevuenlcd and
control animals. ‘The mumber of ova shed was, however,
lower in the d animals; the reduction in
the number of cva shed was greater in the left uvary than in
the fight. The weight of the ovary was ako smaller in
puancthidine-teeated animals than in the contrals (Table 1),
No diffepences in the weight of uterus were observed.

Hoth puberty and the age of the first vaginal ocstrous were
delayed in rats teeated with guanethidine, Qvulation rate was
not muodified by guancthidine adiministration, but the number
of ova released by ovulialing animals was increased in both
ovaries (signi anly in tight ovary). The weight of the

animals were killed by d under ether
in the moming of the fist day of vaginal comification
preceeded by a pro-ocstrous smear.

Newborn {day ene of life) animals were treated with
guancthidine (20 mg kg~ ' b.w.) or with vehicle from Monday
to Friday unti the day of first vaginal ocstrous when they
were sacrificed. A non-trcated group of animals sacrificed on
the day of first vaginal pestrous was used as another control
group.

Al aulopsy the oviducts were dissected and tubal ova
removed and counted under a dissecting microscupe. The
ovaries and uterus were dissected out and weighed.

Data on number of ova shed and weight of the ovaries and
uterus were analyed by Stindent’s t-lest; avulation fate (numbcr
of ovulating ratvnumber of tais treated) and nestrous cyclicity
{number of cydlic/number of animals treated) were analysed
by a Chi-squarc test.

Results and discussion: Since no differences were observed
between vehicle-treated and untreated animals, the data from
Ihese were combined to form a smLI: cnmml gvuup n adult

avarics wus Jower in guancthidinc-ticated rats. The bod:
weight in guancthidine-treated animals was lower than that in
the contrul group (Table 2). No differences in the weight of
the uterus were observed. Our results suggest that the parni-
cipalion of noradrenergic avagian inncrvation in the regulas
tion of ovulation is differcnt in the prepubertal and adut rat.
Because the number of ova shed mm’l!('d in the prepuber-
tal rat, the ion of the ovary
would inhibit the reactivity of the fetlcles 10 the gonadotrophins
inducing ovalation. The possibitity that was
acting on the median eminence, a sone ol the central nenaus
system outside of the h lic barrict, i
the releyse of gonadotrophin releasing hormone (GaRH) and
gondatruphins, cannot be supported since roradrenaline has
a stimulatory role in the refease of GnRIH. The diminstion in
the weight of the ovaries would reflect a diminution in the
tonic levels of gonasdotrophins. while the delay in the vaginal
ning can be explained by a diminution in the release of
ocstrogens. since it has been show n that noradrenaline stimu-
tates the synthesis of vestropens |5, 6.
In the adult rat, however. the peripheral noradrenergic

-

tats. oestrous cyclicity was modificd admini-
steation, when an increase in lh:.- numbu of days with
dioestrous vaginal smears was observed. The length of owstrous

d could affect ovulation in two different ways.
Noradrenergic innervation modulates in a stimulatory way
the reactivity of the follicles to gonadotraphins, and‘or the
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Table 2: Ovilatiom rite and by welght, ag¢ of vaginal opening [VO]. ope of it vaginat otious (FVO), umber of ova thed and weight o the
ovarics meant & SEAD of puberil 103 taied with guaneihisine from ourth. auzopaied ot ihe it day of vaginal Deseo

Group . Onvulazion Rody vo FVO Number of Weight of

ate weight ova thed the ovatics
Control 1617 mz2 37+03 3704 71208 34t
GTo s 98 £ At LrES RN 3L 9.9 £ 0.8° 309 +20°

By the left and right ovary
Giroup Number of ova shed Weight of the ovary
let Fight Jelt nghl

Control R XL ) azxo 191208 7.5 %
GTD 18209 5205 1542020 5.5 %1 0

* in compartsun with conrrol, p < 0.05.

denervation of the median eminence diminishes the relcase of
GnRH and gonadotrophins. It also scems that there are
species differcnces in the participation of noradrencrgic
mm:rvanan in the regulauon of puberty. smcr neradrencrgic

inthuced by ine: did not modify
puberty in mice [3], and dclayed it in rats.

In prepubertal animals, mice and rats. noradrencrgic peri-
pheral mncrvanon seems 1o inhibit the fullicular reactivity 10

both {31 and (present
results). It is possible that the role of naradrencrgic inner-
vation is selated to the cffects of foflicle stimulating hormone
(FSHY on the ovary since an inverse relationship has been
shown between the narepincphrine levels in the ovary and
FSH plasma levels [7].

We have pi prop that the try in the
ovulatory ability obsuved between the left and right ovary is
related to ovarian innervation (8] The results obtained in the
present study add further to our proposal. They also show
that the differences in the respunse of thic left and right
ovary to noradrenergic dencrvation changes when the snimal
matures. Al presenl we have no explanation for thesc
differences.

Taken together, the present resulls and those previously
mentioned suggest thal the participation of catecholamincrgic

innervation will change from the regulation of the ovulatory
avarian reactivity to luteinising hormone in the prepuberial
animal to the modulation of the ovarian follicle reaction to
FSH selated to ovulation in the adult rat.
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LA PARTICIPACION DE LA INERVACION NORADRENERSICA PERIFERICA EN LA
REBULACION DE LA PUBERTAD Y LA OVIRACION ESPONTANEA E INDUCIDA FN LA
RATA NORMAL Y LA ANDROBENI2ZADA AL NACIMIENTO.
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UNaM

RESUMEN

Con el fin de analizar la participacién del sistesa noradrenérgico
periférico en la requlacidn neuroenddcrina de la ovulacidn del ani-—
mal prepober, en @1 presente trabajo, se analizaron los efectos de
1a desnervacidn noradrendrgica periférica producida desde el naci-—
miento por la administracidn de guanetidina (20 mg/kg), sobre la pu-
bertad y la prisara ovulacidn espontAnea e inducida y sobre la capa-—
cidad masculinizante de los andragenns inyectadns a la rata heabra
recién nacida. La desnervacidn noradrenérgica periférica provosd re—
traso de la edad de la apertura vaginal y del primer estro respecto
al grupo testigo. Sin embargn, el nimero de ovocitos liberados por
animal ovulante auaentd significativarente (2.920.B wvs 7.1%0.5,;
P<0.02'. En los animales de (A dias de edad con desnervacion nor-—
adrenérgica periférica, e! tratamientn ron PMSE indirjo la ovulacién
en el 44.4% de anisales, 1o que no ocurre en ninguno de 1os animales
enteros tratados con la hormona. En 1os animales androgenizadas al
nacisiento con TS p#g de propionato de testosterona, la
adainistracidn de guanetidina provocd que 7/7 apimales presentaran
apertura vaginal vy e! 431 de elles ovulara, aientras que los gque
sdlo estan androgenizados, a los 62 dias de edad no presentaron
apertura vaginal. Nuestros resultados apoyan la idea de que la iner—
vacién noradrengérgica del ovario tiene un papel de tipo inhibitorio
en la capacidad ovulatoria del animal prepiber. Por otro Iade, modu-—
1a la reactividad del ovario a las gonadotropinas ya que en todos
los casos, el peso de 1o0s ovarios de los animales desnervados es me—
nor que el de las enteros. Finalmente, los resultados obtenidos en
el modelo del animal androgenizado sugiere que los andrdgenos inyec-—
tados a! nacimiento afectan tanto al sistema catecolaminérgico
central como al que ifnerva al ovario.

INTRODUCCION

Fl iInicio de la puhertad en la rata heebra se caracteriza por
ta canalizacidn wvaginal, la hinchazdn y el cambio de color de la
meahrana vaginal antes de su ruptura v la ovulacidn se presenta a
‘las D4-48 horas. Sin emhargo, algunos autores sugieren que la
pubertad  inicia alrededor de Ins 15-20 dias de edad ron e1  inicio
del desarrollo folicular., En el periodo neonatal el <cvaric es
relativamente insensible a las gonadntropinas, por 1o aenos hasta
los 4-% dias que siguen al naciaiento y no secretar{an estragenos.
Al parecer, esta falta de respussta se dehbe al bajo contenido de
receptores a las gonadotropinas. Despuéds del dia 4 de edad, 1la
hornona estimulante del foliculo (FSH) estimula la sintesis de sus
propios receptores por wl ovario, lo cual permite la conversién de
testosterona a estrégenos. La presencia de concentraciones plassaati-
cas elevadas de la FSH se extiende hasta los 14-720 dias (14, 21, 22,
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24, 2V,

Dende Jos ya cldsicos trabajos de Pfeiffer y de Rarraclough (&,
7, B, Z3) se sabe que la secrecion de las gonadotropinas es diferen—
te en la heesbdra y en #! micho {epspecialmente la Yliberacidn de LH).
Esta diferencia no parece tensv bases geneéticas, sino que esta vin-
culada a tow efectos que los andriégenos secretados por el  testicilo
fatal o del animal recién nacido, ejercen schre el hipotdlamc indi-
ferenciado. Estudios posteriores han demsostrado que 1os andrdgenns
capaces de ihducir la diferenciacidn soxual de los secanissos do re-—
gulacién de la secrecidn gonadotrépica, son aquellas gue pumden ser
aromatizados y convertidos a astrdganaos (1%).

Benaralvente se asuee que la actividad ciclica del ovario, la
sintesis de esteroldes, el crecimiento folicular, la seleccidn de
los folicules precvulatorios y la ovulacidn, son regulados por el
eje hipotalama—hipdfisis. Estudios de diversos autores sugieren que
1a inervacién ovarica participa en la regulacidn de varios aspectos
de su funcidn, aodulando su reactividad a la aceldn de las gonado-
tropinas y enviando informacién de su funcionamiento hacia el siste—
sa nervioso central (5NC), donde el conjunto de inforsaciones as
procesada por el hipotalamc y que tiene coso resultado la @odifica—
cion da la secracidn del GnRH (131, 13, 22).

o de logs métodns utilizado en @l estudio de 1a participacidn
de la {inervacidn en la requlacidn de la funcidn del ovario es la
desnervacidn farmacoldgica provocada por la admsinistracidn de drogas
del tipo de la guanetidina, las que no atraviesan la barrera hemato-
encefdlica (12, 1B, 19, 20}, por lo que 1los efectos observados
gerian en principio la resultante de la falta de comupicacidn ner-
viosa entre el SNC y el ovarjo. La administracion de guanatidina de
manera crdnica o aguda a ratas adultas provoca alteracidn del ciclo
estral vy dismsinucién del nomero de ovocitos liberados en forma oS-
pontdnea (3, 14). Por otra parte, se ha observado que en el oavario
de l!la rata prepidber la concentracidn de noradrenalina ausenta a
partir de los 25 dias, lo que se acompafa de la diseinucidn signifi-
cativa de la concentracidn plasmiatica de 13 FSH (4, 2, 10).

En los diferentes sodelos experimentales en los que se utiti-
zan a los roedores como mcdelo de estudio, adn no ha sido dilucidada
la participacidn de los sistesas de neurotransaisores en el procesn
de diferenciacién sexual para explicar los cambios que se sucedan
en los msecanisecs de regulacidn de la secrecidn horeonal. Seqgin
Barraclough y col. (6, 7, B) el sistesa noradrendrgico que inerva al
hipotdlamo wes fundamental para explicar la regulacién de 1a
secrecien de la LH, principalsente en el dia del proestro. €n el
animal androqgenizado al nacimiento, en el somento en el que los ani-
males desarrollan el Sindroas de androgenizacian, la concentracien
de noradrenalina en el hipotdlama estd diseinuida en comparacidn con
los animales en el dia del estra. Sin embargo, la adainisiracien de
testosterona durante el periodo posnatal ineediato, provoca la ele-
vacién de la concentracidn de noradrenalina e el hjpotdlasa y el
bloqueo de la sintesis de noradrenalina con MN-a-eetil-p-tirosina,
ympide el desarrollo del sindrose de androgenizacidn, por 10 que 1la
elevacidn inicial de las concemtraciones del neurotransmisor seria
la causal de las alteraciones posteriores (24). Esta interpretacien
es apoyada por el hecho gue la administracidén de testosterona a 1la



rata heabra recién nacida, provoca disainucidén de l1a :un:-ntra.cldﬂ
da la catacolaaino—o-metil~transferzsa, enziea qua inactiva la nora—
drenalina an el espacio sindptico (17).

Con fundamento en los hechos antes sencionados, en el presente
trabaio se estudiaron los efectos de 1a desnervacidn noradrenérgica
pariférica producida desde el nacimiento por la adeinistracién de
guanetidina, sobre la pubertad y la prisera ovulacién espontines o
inducida, y sobre la capacidad msasculinizante de los andrégenom in-—
yectados & 1a rata hesbra recién nacida.

MATERTALES Y METODOS

Se utilizaron ratas heabras de la cepa C 11 7=V de diferentes
edades aantmmidas en fotoperiodo controlado de 14 horas de  1uz
{05:00~19:00 h) vy de 10 horas de oscuridad, que tuvieron accesc
1ibre a 1a madre lactante hasta el dia del destete (21 dias dm edad)
y -luego al alimento y al agua. A todos los griupos de anisales trata-
dos y testigos sin tratasiento, se les rugistré el dia de la aper-
tura vaginal, se tosaron frotis vaginales diarios; todos l1os anisa-
les fuaron sacrificados en @l dia del prisor estro vaginal, salvn
que se espacifique lo contrarin.

Exparierntg 1. Estudio de los pfectos de la desnervacidn noradrendr—
gica periférica sobre la pubertad espontinea, 1a edad del primer
estro vaginal y la ovulacion

Ratas recién nacidas fueron inyectadas de lunes a viernes con
quanetidina (Ciba-Seigy, Miéxico) [20 sg/kgl, s.c. o con 0.035 al de
vehiculo, hasta la aparicion de] priser estro vaginal. Como grupo de
caomsparacidn se utilizaron ratas sin tratamiamto.

Experisento 2 Fstudio de la respuesta ovulatoria inducida por la ad-
ministracién de la gonadotropina del suero de yequa prenada (PMSG)
en diferentes edades de la rata hembra prepdber normal y con desner—
vacion noradrenérgica periférica.

Ratas de 18, 21, 24 y 28 dias fueron inyectadas con 8 u.i. de
PMBS (Sigea Cheaical Co., St.iouis, Me. EE.UU.) o con 0.05 ml de ve—
hiculo. Con basae a los resultadaos obtenidos, un grupo de ratas
recién nacidas inyectadas con guanetidina (20 mgskgl, a los 18 dfas
de edad fuasron tratadas caon 8 ui de PMSR. Los animales tratados con
PHSE  fusron sacrificados an sl dia del priesr estro vaginal y los
tratados con vehiculo a las edades correspondientes.

Exper isento 3. Estudioc de los afectos de la desnervacion noradrendr-~
gica periférica sobre 1a accién masculizanta de los andrdégenos in-—
yectados a la rata recidén nacida, sobre la pubertad, 1a edad del
primser estro vaginal vy la ovulacidn

. Ratas heabtas recién nacidas fueron tratadas con 75 pg de pro-
pionata de testosterona (Sigsa Ches.Co.) disuelto en aceite o con
vehiculo. Otro grupo de ratas tratadas con propionato de testostero—
na (7% pg) recibieron guanetidina (20 ag/kg) desde el dia del naci-
miento hasta la presentacisn del primer estro vaginal, cuando fueron
asacrificadas., Los animales tratados con propiocnato de testasterona
fueron sacrificados a los 62 dias de edad (véase resultados).
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PROCEDINIENTO DE AUTOPRIA

Los animales fueron sacrificados por decapitaciong 8 1a autop-
sia se disecaron los oviductos, se buscd la presencia Je ovocitos y
cuando astuvieron prosentes se les contd con )a ayuda de un sicros—
copio estereoscopico. Be disacaron y pasaran los ovarios, las adre—
nales, el dtero y 1a hipsfisis.

ANALIBIS DE LOS REUMTADOS

Los rasultados de los pasos de los 4rgancs, nosero de Ovoclitos
y edad de la apsrtura vaginal y el priser estro fusron evaluados
andlisis de varianza sultifactorial seguido por la pruaoba de Duncan.
La taca da animales ovulantes fue avaluada por la prusba de ji2. Fn
todos los casos sdlo sa aceptaron coeo significativas aquellas dife—
rancias en los que la probabilidad fus igual o senor al 0.03% .

REGIRL.TADDS

Esturdio dp los efeclos de la desosrvicién noradrendrajca qeriferica
sobre la pubertad espontined, ld ©dad del primer estro vegipst y la

ovuylacidn

Debido a que no se cbhsarvaron diferencias en ja pubertad (edad
da la apertura vaginal, del priser wstro vaginal, 14 tasa de ovula—
toria, @] nasaro de ovocitos liberados por aniasal owvulante y 8! peso
de los 4rganos, sntre los animales tratados con Vh v los testigos
absoluto, los grupos fueron combinados para forsar un grupo testigo
anico.

f.a desnervacion noradrenérgica pariférica provocd retraso de la
edad de la apertura vaginal y del priser estro vaginal respectn al
grupo testigo (42.3t3.1 vs 37.2%0.8, p<0.05; 42.7%].1 vs 3I7.510.4,
p<0.001, respactivasente). Al dia del prissr estro vaginal, ean los
animales tratados 1a tasa de ovulantes es similar a l1a del’ grupo
testigo (12/15 vs 14/17), paro &1 ndmero de ovocitos liberados por
animal ovulante susentdé significativasente (Tabla ).

TABLA 1: MEDIA 2 p.a.m. del NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOSE POR FI.
OVARIO 1Z0UTERDO (0.1.), E1L. OVARIO DERECHO (0.D.) O AMBOS ((VDCITOS
TOTALES) EN ANIMALES TESTIS0 O DESNERVADDS POR LA ADMINISTRACION Di
GUANET ININA DESDE FL NACIMIENTD Y BACRIFICADOS €N EL DIA PE1. PEV

ARUPO n CGvocitos (1. X, Ovacitos 0.D. Ov. Tatales
Testigo 18 3.6 * 0.6 3.4 £ 0.5 7.1 % 0.3
Desnervado 12 4.8 % 0.9 5.2 + 0.58 9.9 + o.8t

8 p<0.02 comparado con el grupo testigo
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Fl peso corporal, de l1os ovarios y las adrenales fueron samores
que en =1 grupo tostigo. Mo no obszrvaron diferonclias aignificativas
en e] peso del atevo y la hip#fisis (Tahla 2.

TABLA 2: MEDIAta.w.a. del PEST CORPORAL, PLRO DE LOS (WARLINE, UTERN,
ADRENM. £ HIPDFISIB DE ANIMAES TESTIBD D DEXRTRVADNS PR LA
ADMINISTRACION DE GUAMETIDINA DESDE F1 RACINIENTO Y SACRIFICAINIS EN
EL D!A DEL FRIMFR ESTRO VUNBINAL

GRiPO n Poso Ovaricy toro Adronal Hipofisis
carporal igr  tog) tag) {ng) {rg)

Testigo 17 113£2.3 34.3251.3 146326.2 34.021.3 B.7520.5

Pesnervado 13 61378 30.9t2.0% 15748.8 Z24.9t1.353% 7.320.4

¥ p<0,05 comparado con & tostigo

Estudig de la auberiad indusida pec la adsinkstrscion do la PHSS an
d_u.sr_sa&!_:s dian de edad do 14 rasy hecbeg pregbber v 1a  respuests
gﬂlgcr;s -

El tratapionto con PHMSE a ratas hesdbras de 18, 21, 24 o 28 dias
de gdad, provocd zdaolaonto de la edad de Ia apertura vaglnal, la que
sg presentd a las 72 horas del! tratamfonto, excepto en aquellos in-
yectados a log {8 dias, en los que la apertura vaginal sa produjo a
las 946 horas (Tabla 3).

Copo se obsorva on Ja raola 3, en los animales tratadps con
PMSG la tasa de ovulantes aussnta conforme el anisal alcanza Jla ma-—
durez; sin eabarga, #n lon antmales tratados a los 74 dias  aumentd
el ndsero de ovoritos libaradbs por animal ovulante respecto a  los
tratados a los 28 dias. E)] tratamionto a lox animales de IR dias no
indujo la ovulacion a’pesar de que presmntaron astro vaginal.

TABLA J3: MEDIA%e.e.m. de la EDAD DE LA APERTURA VABINAML. (AV) ¥ LA FRAD
PEL FRIMER ESTRD VASINAL (PEV) y DELL MUMERO DE OVRCITOS LIBERANOS FAR
ANTHAL VARLANTE, y TASA DE OVILACION [MMFRC ~ DF AMNIMALER
OVRANTES/NUMERD DE RATAS TRATADASY DE ANIMALES TRATADOS CON 0 (1. 1. DE
PMES EN DIFERENTES DIAS DE £DAD BE LA RATA HEMBRA PREPUBER Y
SACRIFICADCS EN EL. DIA DEL PEV, CIRPARADDS CON E1. BRUPQ TESTIRO (T)

Edad de AV, P.E.V. Tasa de MNiseca de
tratamiento {dias) {di{aw} ovulantes ovocitas
td{asg)
18 21.9 £ O.12 22.0 = 0.0 0/12 -
21 24.0 t 0.0% 24.0 £ 0.0 2/9 19, 10
24 27.0 £ 0.08 Z7.% £ 0.28 &712 12.0%1.0
28 31,0 £t 0.02 31.0 £ 0.0% 9/10 H. 84048
T 34.7 t 0.3 34.9 £ 0.3 10711 7.520.58

2 p<N.01 comparado con o1 T
# p<0.01 comparado con &1 animal da 24 dia
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£l trstasiento con le provocd susento an @l peso de los ova~
rios y el dtero ind-pmd!mtomt- de la edad an que fuaron
tratados. €1 peso corporal fue sayor que sl grupo testigo en los
anisalus tratadeos a los 18 dias; saientras que sl de 1a hipdfisin au—
ztd en los tratedos & 1os 23 © 24 dian y ol de 1sm adrenales en
log tratados a los 78 diae {(tabla #).

IamM A 4: MEDIATe.e.o. de) PESG CORPORAL, DE 108 OVARIOS, (IVEROD,
ADRENAL @ HIPOFISIS DE AHINALES TRATADOS CON 8 IL.X. DE PNSS EN
DIFERENTEE DIAS DE EDAD DE LA RATA HEMSRA PREPUBER Y BACRIFICADOS EN
£l DA DEL PEY, CONPARADOS CON EL. ERUPO TEBTIBO (T)

Edad de Poso Ovarioa Utero Adrenal Hipofigls
tratamiento corporal (=q)) {mg? tmg) {mg)
(dizs) N g}

18 testigo 20 4120.9 20.0%0.7 39+2.0 18.910.8 5.310.2
tratado 12 A441t.29 29.56%1.68 1T013. 42 19.4620.7 5.910.4

24 teostigo 22 S321.f 22.010-6 372345 28.121.0 5.530.3
tratado 9 S5%5i.4 38.424.3% 134%11% 2X.72L. 3 &.730.42

23 testige 17 64620.8 2:.8:1.0 S122.7 22.46%31.0 5.320.3
tratago 12 az2t1.8 .883. A3 122145.78 205.021.77 4.TiN.7%

8 testigo 20 73#1.5 21.310.6 35432 24.5610.9 56.5610.3
tratado 10 7442.3 41.02.1%2 118431 40.122.0% 7.540.5

3 p<0.0! comparado con su tostiqo

Mg_ los pfectos de 13 despervacién noradreqérgica férica
umwmummgmm‘umwa res-
mm,]ata—ga 1a rata hecbra prapdber.

En los animales de 18 dias con desnerwvacian noradrenérgica pe-
riférica ol tratamiento con PMSSE indujo la ovalacion en 4/9 anjua—
les, Juo quwe no ocurridé en ninguno de los animales enteros tratados
con 1a horeona (4/9 vs 0712, p<0.03). lf.os anicales ovulantes 1lihe-
raron X.5%0.56 ovocitos. En los anisales degnervados tasbién sa ob-
sevrvd retraso en la edad de la apertura vaginal y del prieer estro
vaginal respecto al grupo tratado sol asente con PHMSB a la misca edad
(28.720.3 vs 21.90.1, p<0.00i; 24.7%20.7F vs 22.020.0, p<n.001, ros-
pectivasente). Estas sodificaciones se acomparRaron de aenor aumento
del peso de los ovarios, del dtero y la hipdfisis (Tabla ).
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IPMA St ImDIAtn.c.m. dol PESO DORPORAL, DE 1.0 OWARIGH, LUVERD,
ADRENAL © HIPOFISIS DE ANIMALES TRATAGOS COM 8 U.1. DF PO6Q A LOG 18
DIAS DE EDAD, DEENERVADOS O #O 0N BUANETIDINA DEEDE EL  NACIMIENTD,
SACRIFICADOS EN EL DIA DEL FRIMER ESTRO VASINAL, CIPARADCS CON (M
SRUPO TEBTIBN BIN TRATAMIENTO SACRIFICADO A I.OS 23 DIAS D EDAD.

&upo Pean {lvarios Hero ftrenal Hipddisile
corporal {ag) {oag) {ng) {mg)
N ¢g)
Testigo 19 49%2.7 2].020.8 3321.9 23.221.2 S.720.2
PRREG 12 s4&21,.2 29.61. 48 130t3.48 19.4640.72 8.910.4
aTD+Pree 9 A3x3.2 14.221.508 76825.828 20.320.9 4.910.3t8

t p<0.08 comparado coin el testigouy # p<0.08 cosparado con el
tratasiento con PHGS

Estugic de los efecton da la desnervecidn nocadvendroica pariférige

sQbre 14 acgidn mgsp__zmgd_mﬂnslmwmmsm_num

c!f.a__nmin_..ssaz.umg dpertura vaginal v grieer @uirda X
cvugtm

Fn los animales androgenizados al naciamiento 1a desnervacion
noradrenergica periférica provecd gue 7/7 animales prasentaran aper-—
tura vaginal y que 3I/7 ovulagran, aientras que Jlos anicales andr
nizados no prasentaron apertura vaginal a los 42 dias (7/7 vs 0710,
12€0.01) y ningunc de ellos avuld (I/7 vs 0710, p<0.0J) . Fl1 nimern de
ovoci tos liberados por anisal ovulante fue sasejants al grupo (osti-
go {46.7%1.7 v 7.920.53, n.x.). El peso corporal, de los avarios, g1
dtero, las adrenales y la hipdfisis fue senor en los animales das—
nervados que en los testigos y los androgenizados (Tabla &).

IABLA 6@ MEDIAte.e.a. del PESG CORPORAL, DE LOS OVARICS, UTERG,

@ HIPOFISIB DE ANIMALES TRATADOS 75 pg DE PROPIONATO RF
TESTOSTERONA [PT1, DESNERVADOS (6TD3 O NO DESDE EL RACIMIENTG POR LA
AMMINISTRACION DE SUANET IDINA.

8rupo Peso Ovarios Utero Rdreaal Hipofisis
corporal (og) (=) {mg). (mg)
N Q)
Testigo 2% 11922.5 3T.9+1.4 17427.0 32.2£1.3 8.5:0.4
PT 10 14825.02 33.412.7 26317.95 41.852.28 12.4%0.78
STD+PT 7 10413.35%0 280.712.62 14411520 24.822.218 6,320,434

2 p<0.03 comparado con &1 grupao testigo
# p<0.0S comparado con @1 grupo tratada con TP

DISCUSIN

Lo3 resultados oblenidos en el presente estudio apoyan afirsa—
ciones previas de nuestro laboratorio (13) y de otros (1, 2, 11},
sobre la jmportancia de lda participacién de la inervacién noradre—
nérgica en los mecanismos que regulan la fincidn del ovario y la
avulacién.

62



£n el presente estudio 1a desnervacién noradrendrgica periféri-
ca provocd retraso da la adad do apertura vaginal y del priser estro
techo que podria significsr una eenor secrecidn do estrégenos,
aunque ol peso del diero fuo nornal. En animales prepaberas ovariec-—
tosizados, Ja administracidn de guanetidina dissinuye la respuesta
de] dtero a log estrdgencs (5), ajentras qua an aniesales astrogeni-
zedos a! nacimiento, la dasnervacidn noradrend#rgica central vy
periférica impide el adelanta de la edad de apertura vaginal y pri-
@er estro (28). fstas diferencias podrian ser explicadans por los
distintas sodelos experisentales utilizadog, anngue no pnede desiar—
tarse gque la disminucion del peso corporal de las animalrs tratadns
con guanagtidina, sea uno da los factores preponderantss para expli-
car estos resul | ados.

En Ja rata adnlta, la desnervacifn norardrenérgica periférica
inducida por la adainistracidn de quanatidina provoca disalionncisn dae
la capacidad ovulatoria espontadnea que se traduce por el menor name-—
ro de aovocitos liberados, tanto en el animal entero coma ep el heai-
ovariectoaizado (3, [4). Dado que en ) animal preptber el nismo
tr atamiento provocdé efectos contrarins, es posible arqumentar que gl
napel de la {nervacidn noradrendrgica del ovario es de tipo estimn-
lants en el animal adulto (3, 14) e inhibitoria en =l prepaber. Fsta
tnterpretacidn es apoyada por los resul tados ohtenidos al  adminis-
trar gonadotropinas a Ios anisalaes de 18 dias desnervados y los ob-
tanidos en @l ratdan prepthor (27).

Al parecer, ol papel de la inervacién noradrenérgica en la  ao-
2ulaclidn de la reactividad del ovario x las gonadotropinas afecta de
manera diferente 2 los cosparticientos dpl Eisac, ya que en  todrs
los casos #1 peso de lds ovarios da 1os 2nhimales desnervados es
mcyior que Bl de l1oe anfmalos énteros. Estas diferenclas podrian ser
atribuidas a la benar proparcidn de foliculas prandes presentes en
los animales desnervados (Flores y Dominguez, datos no publicadis).

Segan Vidal y Aguilar (28) el sistema noradrenérgico nn  tisne
mingdn papel on e! desarrollo del sindrome de androgenizaizidn, mien—
tras que para atros (7, B, 24) laxs alteraciones faducidas por la ad-
mnistracién de testosterona al nacrimiento sobre este sistema serian
las responsables de laa madificacicnes en lus mecanisnos de rregnia-
ri1én de la secrecidn de las gonadotropinas. En niestro rasn, la des-—
nervacién noradrendrgica periférica posibilitd que todos los anina-
Jes abrieran vagima y que I3 de ellos ovidara. Estos hechos nos
permite sugerir que posiblementr los andrégencs inyectados al  naci-
mienta no s6lo afectan al siatema catecolaminérgico central provn-—
cando aumsento inicial de las concentraciones de nordrenalina (248),
sino que tasbleén o hagan sobre la inervacién ovarica. Esta hipdte-
sis necesita de sayores datos para ser afirasada o rechazaida.

Durante @l desarrollo de este proyecto se contd con e! apoyo
econdmico de CONACYT, convenic P2I9CTOLEBR0204 y del Programa
Universitario de Investigacion en Salud. UNAM

63



SIOLI0ARAF 1A

1.~ Aguado,l.l., Ojeda,B.R, {1984). Dvarian adrenergic nerves play a
role Iin saintaining preavulatory steraid secrction.
Endocrinology 114, 1945-(944.

2.- Aguada,l.l., Cjada,S5.R. (1984). Prepubertal ovarian function is
¥inely regulated by direct adronergic influences. Role of nor-
adgrenergic innervation. Endocrinology 114: 184518573,

3.— Ayala,M.E., Dosinguez,R. {(1988). Ovulatory response to Lthe
sequential adeinistration of follicle stimulating horeone and
husan chorionic gonadotropin by sutograited avary In unilateral-
ly ovariectosized adult rat with peripheral denervation induced
by gquanethidine tr=xateent. Rav.Invest.Clin. 401 145155,

4,~ Bahr,J.M., Ben-Jonathan,N. {1981) FPreovulatory depletion o+
ovarian catecholamines in tha rat. Newrpendocrinology 108,
1815-1820.

3.~ Barnea,fR., BGorski,dJ. £1970). (Gaanethidine efivcts on 1he
oetabolic response of tha rat uterus to estrogmn. Endocrinology
By 907911,

&.— Rarraclough,C.A. (1951}. Production of anovulatory, sterile rats
by single injexctions of testosterone propionate. Endocrinology
3431 &2-47.

7.- Barraclough,C.A., Ladkingland,K.Jd., Wise,F.M. (1984). FRole of
hypothalaaic noradrenergic systee in zexnal differentialion of
the brain. E€En: FRewuva) NDifferentiation: Rasic and Clinical
Aspocts. M.Serio, M.Motta, M.Zanize, ) Martini Dirs. Raven Prass
Hew York, 99-104.

8.~ Barraclough,C.A., Wi=ze,P.H. (1782) The role of catecholamines in
tha ragulation of pituitary luteinizing horsone and fulliclo~
stisulating horsone secretion. Endocrinology 31 REi-119.

9.~ Ban-Jonathan,N., frbogast,l.A., Rhoadas,T.A., Bahr,J.M. (19848),
Noreprinephrina in the rat ovary: ontcgeny 3nd the nave
synthesis, Endocrinalogy 115: t4256-143L.

10.~Ban—-Jonathan,N., Braw,R.H., Laufer,M.R., Bahr,Jd., Tsafriri,A.
t1982) Norepinephrine in graffian follicles is depleted by
#ollicle—stiaulating horsone. Endocrinology 110, 8357-461.

11.-Burden,H.®. (1968%). Tha adrenergic innervation of samsalian
ovarigs. Ens Catecholasines as horsone regulators. Fde
N.Ban-Jonathan, J.M. Bahr and R.!. Wriner. Raven Press, HNew
York, 261-278.

12.~Coppala,J.A. (1968). The apparent involvesent of the syspathetic
nerious systes in the gonadaotrophin secretion of fesale rats.
J.Meprod.fFert. suppl. 4, 3I5-45,

13.-Nasinguez,R., Cruz,M.E., ChAvez,R. (1989). Differences in the
ovulatory ability Letween the right and left cvary are related
to ovarian imnmervation. FEn: Browth Factors and the Ovary.
A.M.Hirshfleld. Dir. Plenua Frass, Nees York. Cap.Z9, pp.3X23-325.

14.-Nominguez,R., Zipitr{ia,D.{(1990) Longterm effects of guancthidine
‘adainistration on the ovulatory response of the rat. IRCS
Medical Sclience A G2,

15, ~Feder ,H.H. (1981). Hormonal actions on the sexual «ifferentiation
of thae genitalia and the gonadotropin-regulating systices. Eng
Neurcendocrinology ofReproduction. Physiology and Bebavior.
N.T.Adler dir. Plenum Press, New York and london, Cap.3:89-124&

146.-60ldaan, B.D. {(1981). Puberty. En: Neuroendocrinology of
Reproduction. Adler N.T., Plenua Press, New York and London,
Cap. B 229-239.



17.~ Ladosky,W., Schneider,H.F., Braxilian,J. (1981). Med. Bio).
Ran. 143 409-413.

18.-McReer,P.L., Eccles,J.C.8ir, McGeer,E.B. {1987). Catscholasine
neurons. En: Holecular Neurpbiology af the Maseatian PRrajin.
P.L.McGewr, 8ir J.C.Eccles, F.Q,McBeer. Dirs. 28.edicton.
Plenum Press, New York and { ondon. Cap. 9, pp. 265-317.

19.-Miller,E.E., Nistico,R., Scapagnini,U. (£977). Proved and
putative nearotransaitters in the central nervobus systen. Enz
Meurotransmitters and Anterior Pituitary Function., Acadeaic
Press, Naw York, San Francisco, london. Cap. 17, pp. 13-141.

20.-Nickerson,M., follier,R. {1978). Fairmacns que inhiben los
nervios adrengrgicos y los drganos que estos inarvan. En: Bases
farmacaldgicas de Ja terapéutica, Bpodman Yy Ailean, Sa.ed.
Interasericana, México, pp.447-473,

21.-0jeda,S.R., AgQuado,l..l., Saith (White),S. (ISB3). Nauwroceadonrine
sechani sas controlling the onset of female puberty: The rat as
a model., Meuroendocrinalogy I7: 3I04-317F.

22.-0jeda,S5.R., Wrbanski,H.F., Ahmed,C.E. (1986). The onsat of female
puberty: Studies in the rat. Rec.Progr.Horsone Res.42:385-440.

23.-Pfeiffer,C.A. (1934). Sexual differencas of the hypophyses and
their determination by the gonads. An.J.Anat. 58; 195-22S.

24.-Ranaley,J.A. (1979). Development of gonadotropin regutation in
the prepubertal mammal. Riol.Reprod.20: 1-31.

23.-Ramirez,V.D. {1973). Endocrinolgy of Puberty. Fn: Handhook of
Fhysiology. Aserican Physiolegical Society. Vol.I, Cap.!, pp.
1-7283.

246.~Rezntkov,A.B., Mosenko,N.D. (1983) It is possible that noradren-
aline {s the biogenic amine responsible for androgen-dependent
sexunl brain differentiation. Exp.Clin.Endocrinel. R1: 01-9X,

27.-Rasas,P., Arglielln,™M.5., Dominguez,R. (1989). Effects of nor-
adrenergic peripheral denervation on spontaneotts or  fnducesd
puberty in normal and hypothymic hairless female wice. Med.
Sci.Res. 17: 28%-2R4.

28.-\Vidal , M. 3., Aguilar,F. (1985). On steroid noradrenergic system
interaction during the hypothalamic differentiation perind in
the female rat. Exp.Clin.Fndocrinol. BA; 145-170.

&5



SOCIETY FORTHE STUDY
OF REPRODUCTION

Supplement Number 1/ Biology of Reproduction / Volume 42

JULY 15-18, 1990
23rd ANNUAL MEETING
THE UNIVERSITY OF TENNESSEE, KNOXVILLE

#ISSR




19 THE EFFECYS OF NORADRENERGIC PERIPHERAL DENERVATION ON GONADOTROPIN INDUCED OVULATION IN PREPUBERTAL
©  RATS AND ANOVULATURY SYNDROME INDUCED BY TESTOSTERONE PROPIONATE {PT) ADNIKISTRATION AT BIRTH
Domf{nguez, R.* and Flores, A.°Lab.Blology ntl'bproducth:n. m‘-zuraicu. A" 8-a0, CP 1900, México, D.F.

It tn 1)

known that peripheral {PHA {hev. Iw.QUinD; 143;
135). To analyss the participation nr PHAL ln the puberal cvulstion, the offecta of norndrenerglc denerva-
tlon lnduced by guansthidine (GTD) (20 wgAw) adainietration, wore studlod ln two different sodels. Nowbarn

fennle rata were injected with GTD cr vehicle, from birth to mutopay. One group of animala recatved amingla
doae of 75 ug of PT on day 1. In another experiment, 18 day old rats werc injected with 8 lu of PHSG. AlL
the anlmals were sutopsled ot thw firat vaginsl eotran dry. Resultn obtained nre susmarized in the table.

G A; of au Ovn ched ovarien uterus |
Contral 23 0 z

Pesa 22 0 30 % 5.
GTD-PHSG 25 4 a4 3.5 4 0.6 78 s 5.8%0
Controt 39 20/21 7.9 ¢ 0.5 17as 7.0
PT 62 o/10 o 263 ¢ 10.0°
GTD-PT 52 3 78 6.7 + 1.7 145 + 15.08

"p <0.05 va control;  # p < 0.05 va treated group
Prosent reaults euggets that ovarian normdrenergic lnnervation plays a inhibitory role of ovarisn reactivit
to gonadotropiny and/or at the positivie feedback mechaniama ty CLAPCyT 21900 ERXOG-E0XE v UIS),

197 THE EFFECTS OF SEROTONINERGIC AND DOPAMINERGIC ANTAGOMNISTS ON PULSATILE LM SECRETION

IN THREE DIFFERENT STATES OF ANESTRUS. C. C. Kao and G. L. Jackson Department of
Vaterinary Bioscjences, University of Illinols, Urbana, IL. 61801,

It has bean proposed that sgeasonal ansstrus in the ewo is duo to activation of
inhibitory neurons. In ovary-intact ewes, the dopaminergic system appears to inhibit the
LH pulsa generator, whereas in ovariectomized eves the serctoninergic systen plays a more
significant role. oOur cbjectives were to determine if different noural systess mediate
anestrus induced by photosuppression and photorefractoriness. Three groups of ovary=-
intact anestrous ewes were tested. {1) Photosuppressed (LDPS), anestrus induced by
exposure to 16L:8D photopericu (n=3). (2) Photorefractory {SDPR), anastrus induced by
prolonged exposure to 10L:14D (n=10). {J) Natural anestrus (ANES), ewes kept outdoors
{n=11). LH pulsa frequency was determined in blood samples taken At 12 min intervals for
8 hr after diluent injection then 8 hr after injection (i.v.) of cyproheptadine (3 ng/Kg)
or pimozide (0,25 mg/Kg). Cyproheptadine did not change LM pulse frequency in any group.
Pimozide did not affect LM pulse fraguency in LOPS and ANES ewves, hovever, it decreascd
pulse frequency in SDPR ewes (p<0,001). ‘The results (1) arae not consistent with the
cohcept of increased dopaninergic activity during ANES or LDPS, (2) suggest that different
neural mechanisms mediate LODPS and SOPR, and (J) suggest that dopaminergic activity
actually may support LH secretion during SDPR. (Supported by USDA grant AG 88-37240-3968)

190 A¥ AALYSIS OF THE MEHANISHS OF (MIATION BLODXATE INIREDY BY IKILATIPAL ATRPINE BIVANT IN THE FES FTIG-ANTERICK MU=
LALC AREA (FUAR), Cnz, H.E.*, Castro,J.® and Meinguez, R, ® Lob. Biclogy of Reproduction, BSP Zarogoza, INA, Mixico o

In the syl mmt, there are differonces in the aspmmtric cholinergic hypothalmic sechmioms reguluting ovulation (J. Edocrimol o
lZ! 437,190). To amlyze if such differences are related to mxlifications in the goadatropln relensing-harmne (Gl and/or go ~

e otropin seoretdan, the responciveres of the pltultery and the ovary o oogenas G, MG, HE or estradlol baerte (EB) in
s mmuumunmpu:-xqﬂmmmmummm grovpa of ot roeelving unilateml otropine {rplant were trented
a3 follows:1) Gl (3.7 1/%g) ot o prostigg; 2) GG (8 wide) + 106 (5 whia) ot 17:0 h on diestrus 13 3) B (2 u.d.)
at 13:00 h on diestrus 2; 4) B (lD 13) n! 13:00 h on dlestnm 2. A control group W foplanted with dolesterol, All the inimls
vere killed on the roming of the expicted estnus day. Rezudts are stow in the tahle:

TRON I' O ATION RATE.

Contr 21729 29
Auaplnc {ATR} 34/79* 33/79
ATR + GnRH 23/241 24724t 5/24
ATR + PMSG-hCG 6/20% 13720 12/720°
ATR + hCG 2/15% t 1/15* ¢ 27151
ATR + EB S/13% 713 7413

* P05 compured to contral gupit P<0.05 compared to stropine group .

Prenent reailts aggest that the inhibition of the ucarinic rcoptors on the FOAAMA affocts the Gl weeretion an the procstos
day, the respoesiveness u!ﬁumnmguﬂmmpbunﬂdnmmmﬁdm!udhkmmﬂxmﬁnmmim.

(Supparted by CONAGYT ond FUIS).

100



revista cupana de

INVESTIGACIONES
BIOMEDICAS

N
&
N
Q}
o
3 (&>\’ \O»
o .@F‘%
X
£ N
< OIS
W& Naiie)d
> O ey
w O~ @
e %Q
* C)\?‘
N
F
%O Q)CJ
&9
Q
©
>
&

"ANO
ecmed 19091




 caszgasis revista cubana de

i E INVESTIGACIONES
e BIOMEDICAS

VOLUMEN 16 - Nimero Extraordinario Julio, 1991

CIRCULACION: 1000 EJUMPLARES

CIUDAD DE LA HABANA, CUBa
FRECIO "OR EJEMPLAR: $6.00

Acogida 2 1a franguicia postal como correspondencia de segunda clase
en la Administracién de Correos de La Habana

CONTENIDO

CURSOS PRECONGRESOQ/9
I’RU(;R.\ M. \ <l E\‘TIFI('O 10

RF\[ ME \L\,Z?

S1OLOGIA DIGESTIVA (DIG-1 & DIG-26),3

‘IULO( l\ RESPIRATORIA lRLSl’ l 3 REQI'
H\l()L(\(.l\ RENAL {RENAL-] 4 RENAL- "lh 61

NEUROFISIOL QOGIA EXPERIMENTAL |E\P-l 2, EXP. 18) 07
UNEU )((DHKIULO(,H CLINICA-(CLIN-1.3 CLI\‘ ‘9),79



estradiol indujo la ovulacidn en §/6 animates con lesidn de POA o AHA derecha, y no tuvo efectos cuando (a lesidn
fue del lado izquierdo (0/4). Estos resuttados nos permiten sugerbs que PCA y AHA participan en forma diferente en
los mecanismos neuroendocrinos que regulan la owulacisn durante el ciclo estral; ademds, que en el dia del estro
POA mocula de mancra asimétrica el proceso avulatario. Et bloqueo de ta ovulacidn serfs el resuttado de la
atteracién en la secrecidn preovulatoria de GrRH y estrégenos.

ERDO-R-21

O FERENTES RESPUESTAS DE LA OVULACION ER LA PUSERTAD, [NDUCIDAS POR LA DE ANDROGE
EN LDS PRIMEROS CINCO DIAS DE VIDA

A, Flores; R, Dominguez

ENEP Zarpgora, México
Los efectos de L inyeccitn de andrdgenes al nacimiento, sobre la ovulacién del animal adulto, son atribuidos a su
arcmatizacion y transformacifn en cstrégenos. En el presente cstudio se muestran los efectos del tratamiento con
vehiculo [testigos); 75 ug de andrégeros {propionato de testosterona (PT) o testosterona £12] o con 10 ug de
estrégenos [benzoato de estradial (BE) o estradiol (E)) en et <fa del nacimiento o al 5* dfa, Los animales fueron
sacrificados en el dia del primer estro vaginal [EPEV), Los resultades obtenides fueron:

EPEV 1a0 | Ovocitos @varios utero

Testiges{3a,5 ¢ 0,6 | 27730 | 8, 3 1 n 4| 37,612 1,3 |V72125,7
PI O (80,0 2 0,0¢( 0/10% 0. 33,62 2,7 (263 2 9,9
BE0 (27,9 21.8 | 0/v0° u,o- 15,52 1,6°| 36 £1°
PTS |37,8:03 376 | 8,72 1,9 1,01 3,4 1175 2 10,2
BES [3M1s06{ 100 3 20,9 ¢ 1,5°| 82 2 14,2¢
10 (3982 3,0 [13/13)8,920,9 34,8223 |16427,7
EC 38,82 1,0|3/12% | 9,02 1,0 26,3 ¢ 1,6"[134 2 14,6
TS5 [39.8: 1,41 900 9.2 21,1} 35,723,11171+8,8
ES 32,5 ¢ 1,34| /110 [ 19,91 1,4) 65 2 8,9%

" p < 0,05 vs testigos

Kuestros resultados irdican que »n 13 primera ovulacisn, el peso de los evarios y del Gtero son modificados de
wancra mry diferente por la andregenizacién y la estrogenizacién neonatal.

NDO-R-22

DIFERENTE RESPUESTA OVULATCRIA A LA FNSC EN RATAS CON BLOCUEO DE LOS SISTEMAS COLINERGICO (COL) @ CAYECI‘!lANlH[RclI:D
CCA) REALIZABO DURAKTE EL PERIODO u.rAHIL

R, Sapiro; M.P. Cassina; K. D'Albore; R. Doninguez

facultad de Medicina-i uruguny, EKER 2aragoza, LNAH, México
Pars aralizar la participacidn de {os sitemas COL ¥ CA en la regulacién de ta pubertad, durante el periodo infantit
se analizaron los efectos de La adninistracién de atropina (AIR), 5O mg/kg en los dias 10-11 de vida y de reserpina
(RSP) en el dfa 20, sobre ta cdad de apertura vaginat, la primera ovulacién, el nimero de ovocitos ¥ tos ovarios.
En otro experimento, animales tratacos con ATR, RSP o testigos, fueron inyectades con 8 ul de PHSG en et dia 20 &
25 y autopsiados en el primer cstro. En la tabla se muestran los resultades cbtenidos,

Grupo AV ovulacién Ovocitos |Peso de ovarios
Testigo 37,8 0,8 19726 7,02 0,5 | 39,8113
ATR 33,8 2 0,5%| 1415 9,2 £ 0,61 45,1 12,5
RSP 37,6 1 0,9 %16 9,1 20,8 47,312 2,7%
Testyigo 20¢
PHSE 24,1 20,1 /7 [} 37,0 2 1,9
ATZePHSG 25,11 0,1 &9 4,3 ¢ 1,17 26,2 1 3,00
Testigo 25¢
PHSG 27,3 2 0,1 S/T8 0,012,7| 65,7271
RSPIPHSE 28,1 10,2 0/7* [ 81,2 1 5,6%

" p < 0,05 vs su testigo apropiado

A partir de los resultados obtenidos se pucde sugerir que durante el perfodo infantil el tictemy COL modula de
msuncra irhibitoria los recanismos que reguian 1a primera ovulacisn, mientrss que et sistema CA modula de maners
diterencial el proceso ovulatorio y 1a respuesta del ovarioc a las gonadoiropinas.
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461 TML QrAATOSY RESPONSE OF PREPUBERTAL RATS 10’ GONAZGIRQ-
PINS TEPINDS CHLAKIMAL MCE. ¥itlavigencla,d + and Flores
A Lo Blokgy Of P ke Beswin thit, DEP-JINTEA, UMM, i ke,

The onset of avalitlan 35 Uity of peepubertal Qvir, 10 Cxayencus
Honadotrening s controvershil, fa ana!jze the Intluence of age
= In goraateas1n- Iniyeed-ova baz en  prepuberta ) raty preont
Study the af fecls Jdifferont dases of WG, MSHIACG, »
on gwlat hm wre analyood, The diviULy ©f pnencd wutty
riand ovu lation, and 1ts respanse to haraone reslicesent, were
Al30 mu‘ﬂluleﬂ

Hinetren-30 devs old female rats of the ULV strain were in-
fexted with B tu of PGS rats of 71, 24, cT or IO days were
treated with ), Bor 3 of FR. In mmM-r cxveimrd, 24 ang
o i‘wsr bs anlasis recebved hiG, LaRIl a shenobdrbite 83 &
atter

e n-ulr |rn ra1

3 tuof FXSE increase
UM b Y THd R 125
Y] w) ..u wqu vy s roctnted pobiovu L Lhwr Jores
of ¥%55 (3 or & Ju) sntuced ovulation iy in rats of 27 {19/05;
R 3y or 0 a1ys 97100 461, In 300 ests, U arter f o) thed
Inceersen 1s 3 functinn of the e oroniste; llS ‘J‘ '8 ’ ‘M
AtS Orulatng ahon treated witn 3 1o PMIGLYF ),
After (376 ave)ated, 5.0s1.2 ova sned). Nrmh.\rblul lmmmn
unme«,i avuiat fon lnmﬂ in 21d troniee URELAT AN
ochadde w1y e'ininited by treatment wlth i, bul not -I!.h o
‘xfu {06 vs 16, pad c;l. h-nmrv!mvm 3 e thin b 045
lun.—.l inimaly £ vt 9.0s 01). hChi mis sbe to

in antnny
M

ndu: ..(m 6 'u of FMSG ort -
.runou.m»mr “ X but The meacer of Jva shad a3 Jcwer than e
TMG rrested e ped. 0}

Tee rotalts ome b rvea naypmt tiat the thresro 1 responie of te
|y 10 yTwiiRpYE Aenuws « FEh Ane. Since the owlit i ity of
s tregte LSk Py

Iower than
1Rt the v
by preacharnital,

463 $ITAL LIVIA OUINE FLACENTAL LACTOCEN RECFFUCR
CIHCINTFATIONS TROW TAY 61 TO 133 OF GESTATION. S.L.
S Fapgrs and VE Vartens. Deparinent of Antmal
Sctences. Unbvaralty nf Atasourl. Colushia, o
@eine placeatsl Ksetngen (n#L) L avd seceeted by
the fatal charionte bimuclente collu, and has bern inpl (cated i
Flavln 2 tole tn the regulation of fetal doiriopasnt. Oue
ahlective vae o evalusts the oneateny of uPL receptaca In faral
iver from days 40 ol pestation. Fotutes vere obitsi
Brvrarecrenr mn fave A0 (ned 90 tmeay, 105 (medr, 120 ¢
F'S (neAl nf geatarion. Fetal Jiver wiceosnmsl weabianes vers
raspende b aveay PO W RS 4
PHSE L DIV Nad, a0 B pelatte) 1 4 cmee
Litr ot ehe 10.arL e act

Hicemaran] srebeanes vere
Axtarmt an ddplicdte by
Sataratien analvais, and the s 4308 wope ool to pERer e
Seatehaiol Plute.  Satutation anslvsfe vas priforsed by sudlor,
Increating masy of te conatant ershvane mize (3.0
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that fetal Liver contal. weifle
o1 in musher an a pee cell
Lo research was wupporied by
UERA-CHRE prant e 32801904 to B ¥ Ant ooy
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462 mucocnnncmosuvmsmn QF FROSTANDID PRODUCTION
PLACENTAS i VITRO. Therews M. Siler-

xhodr, lnn Sun nnq' lnd MiKyaung Xoong®. Depariment of
Obstetrics and Gyneco'ogy., Unn!mry af Texas Heatth Science Center at
San Antonio, Teaas 1828428

he human placenta is a |.llg! souree of prostanoids throughaut
pregnancy and during pastutition. Previous studies 6l human placental
Tissues 1 vitto have obierved that prostanaid release mcredses many-
fold over the first 24 houry in gulture. Theve findings have been
interpieted as evidence that basai placental prosiancid rele ase in viva is
suppresied By an intibitas, fram whith it i relessed when- placed in
vitro.

We have utilized 4 penfution tyitem 1o study prostancid feleases
from human term placental tiviues. Explants of three ditlerem
placentas wett pentused with medium 199 at a tate of | mithous for
twelve hourt and the medium collected hourly. Four replicate thambery
{n=)were perfarmed for each uf the three different pla centas studied
four other chambers for tach placenta were perifuted with medium
containing desamethatone {10 9M) Additional rgplicate sets were yied
1o ttudy the efect af GnAl uo m) in the preience or abience of

PGE), F(PGF). and 13,14
dlhydle 15.keto-PGF 0 (PGFM) lwomhaune 8, (TxBz) and E-keto-
pruttaglandin Fyy (b-xet 10} wére medsured hy lpu(flt
tadioimmuncaiays in the \.lmplu tniletied atthe 3,4, 5. 6,8, 10and 1
hours of penfusion. The pressnce of devameihaiane in the D!rl'uslr\q
medium luullrd o & total inhibition o1 the normaily abserved increast

of PGE, PGF and PGFI in culiure from placental tnsug, Additlon of
GAH in the pretence of decamethasane. foriher inhibived the refease
of PGS, Doth Taby 4nd 6.ke10-PGF g releases were aho decreared
together with desamethason, in no instance were any of
thete prostahoid refeates mhibited (o lews than detectsble levels in th
respective 3uays.
eie data demonitrated thar chrenic administration of
glutocarticoids can inhibit Ihe piatenal protlancias in vitro, The
previeys praposed inhibiton of pmtnu! Praianads in vive may
retated b ing Y. (These studies
were supported by NIH Gununmnm a'sd HD1G202 }

464  ACUTE TREATMENT WITIK PHORBOL ESTER ENMANCES

CYTOTROPHOBLAST HCG FRODUCTIGH. Susan L,
$ilavin, Dupartasnt of OB/GYN, Unlvaralty at oklahoma
Health sciences Center, Oklahoma City, OK.

It was previcusly reported that chronic
tyeatnent of cultured human trophoblaits with an
activatar of protein Xinase C, phorbel u»:yrl-uu
13-acetate (FIh) resuited in inhibition of CAK
medisted hCG productien {Silavin,SL, m:nd
40 (supph 1}:117,1989). It is probable that caranic
PMA troatzent resulted in down-regulation an
depletion ©f protain kinase ¢ in trophcblasts. This
study was designed to detoraine the effects of acute
PHA treatzent on basal 3nd CAMB-mediated hCG
n trophablasts.  Huyaan cytoirophoblasta
erv isolated and cultured {n DHEM :cntalnlnq ll clll
Grrum (DMEM-C5) according to the mathod of Klin
1567, 1986). Afrer 24h n
/%ell,in triplicate) weora
1,2,4,0r 6h with (1,10 ar L00ng/m1)
or npprcprhu vahicle as cantrol. 'Cultures were

3 tiaes vith ONEM, after which cells wer
lor an aduitional 2<h in GMEN-CS in tha
absance of prasence of forakolin (100 ua}. Acute
pratrostment with PMA resulted in a signifiecant
(ped. 05) dose=- and rime-dependent incroasa in
tropheblast R production (0.9, 6.63.6 all/ug
protein in forskolin-treated cells vs 11.3
protain far forskollin-tr
10n9/a1 PMA far
efrect on caMP m LD the skasnce or pracence
ot MIX (D.1nN). As =ytotrcphebllsr_s toracd vt
in cultura, acute treatment with PMA, LnA(ll!nd
48=72h of culture, wis unable ta conusnn:!y anhane
basal and forskolin-stimulated hCG., 7These dat,
indicate that activation of cytotrophoblist protelin
kinase C rasules in basal and
h€G productinn indapendant of the cANP second
mansenger mystem. As dlfferantiation to
syncytiotrophohlasts nccurs, this responsa Appsacs t
be diminishad or tost.




La vida

no es un problema que haya que resolver
ni una pregunta

que haya que responder.

La vida es un misterio

que hay que contemplar

admirar

y saborear.

Anthony de Mello
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