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RESUMEN

Se tlenen evidenclas de que duranle la fase infanti de la rata hembra, la
raspuesta ovulatoria inducida por via hormonal, con estrégenos o gonadotropinas, no es
estimulada debido a los efectos inhibltorios de los mecanismos neuroendocrinos
presentas. Por otro lado, se ha demostrado que en el animal prepuber, el papel de la
inervacion noradrenérgica del ovario regula de manera inhibitoria la accién de las
gonadotropinas que culminan con la ovulacién espontanea. Con el fin de estudiar si
dicha Inervacién participa en los mecanismos neuroenddcrinos que regulan la pubenad
(aperiura vaginal) y la ovulacién inducida durante la fase infanti, en el presente trabajo
se analizo la capacidad de respuesta de los ovarios con desnervacién noradrenérgica
periférica, producida desde el nacimiento por ia inyeccién de guanetidina (20 mg/kg
P.C.), a la administracién de gonadotropinas o estrégenos a los 15, 18 6 21 dias de
adad,

El tratamiento con estrogenos (10 pg BE) adelanto la edad de |a apertura vaginal
en los animales tratados a los: 15 dias: 20,3£0.3 dias; 18 dias: 21.3£0.3 dias y 21 dias
do edad: 24.410.3 dias, respecto a los animales sin ningin tratamiento; 41.41.1,
(P<0.001), pero en ninguno de ellos se Indujo la ovulacién, Estos efactos no fueron
modificados cuando a los animales se les provoct la denervacién noradrenérgica del
ovario y que luego fueron inyectados con la hormona.

El peso det Gtero aumenté significativamente con respecto al de los animales
testigo () sacrificados a la misma edad. [BE-15: 122.248.2 vs 72,016.74 mg/100g; BE-
18: 218,7423.8 vs 67.643.8 mg/100g; BE-21: 161.2+16.4 vs 90.646.2 mg/100g (P<0.001)
]. La masa ovérica disminuy6 en los animales tratados a los 21 dias [BE: 36.443.6 vs
§2.3+3.4mg/100g (P<0.001)).

En los animales desnervados, tratados con astrogenos a los 15 dias de edad, el
peso de los ovarios disminuy6 [24.1£2.9 vs 37.423.4 mg/100g], mientras que aumentd
en las ratas tratadas a los 21 dias [51.2¢2.4 vs 36.4%£3.5 mg/100g (P<0.001)}. El peso del
Utero en los animales tratados a los 18 dias de edad disminuy6 [GTD+BE:133.7£12.6 vs
218.6423.8 mg/100g (P<0.001) y aumento a los 21 dias de edad [GTD+BE: 201.6412.5
vs 151.2416.4 mg/100g (P<0.06),

La administracion de PMSG (8 u.l.) también estimul¢ el adelanto en la edad de la -

aperiura vaginal en los animales Inyactados a los 16 dias; 20,6¢0.3 dias; 18 dias:
22,0¢0.0 dias y 21 dias de edad; 24.5¢0.3 dias respecto a los animales sin tratamiento;
41.4 £1.1, (P<0.001). En los ovarios de dos de los ocho animales tratados a los 18 ¢ 21
dias se observaron cuerpos liteos recién formados. La desnervacion noradrenérgica
periférica en los animales inysctados con ia gonadotropina no modifico la edad de ia
pubertad, pero indujo que en los animales tratados con |a hormona a los 18 ¢ 21 dias, el
56% de ellos presentara signos de ovulacion,

El peso del utero aumenté en todos los animales tratados con la gonadotropina
respecio al de los animales testigo (T) sacrificados a la misma edad. [PMSG-16:

141.3£10.4 v8 71.4£7.3 my/100g; PMSG-18: 307.7426.8 vs 72.323.0 mg/100g; PMSG-



21:219.8421.9 vs 88.646.3 mg/100g (P<0.001)), esta respuesta no se altero cuando los
animales previamente fueron desnervados.

Solamente en los animales Inyectados con la gonadotropina a ios 18 dias,
aumentd el peso de los ovarios [PMSG: 91.4+13.7 ing/100g vs 47.5%1.9 mg/100g
(P<0.001)). El mismo efecto se presentd cuando los animales fueron desnervados desde
el nacimiento y tratados con PMSG a los 21 dias [GTD + PMSG: 113.947.6 vs 70.0¢+18.9
mg /100 g)).

El tratamiento secuencial con PMSG (8 u.l.) y 56 horas mas tarde con hCG (10
u.l.) también Indujo la misma respuesta en ia edad de la apertura vaginal en los tratados
a los 16 dias: 20.940.3; 18 dias: 22.0¢0.0 y 21 dias de edad: 24.8+0.3, la cual no fue
modificada por la desnervacién noradrenérgica ovérica. La administracion de las
gonadotropinas estimulé la ovulaclon en fres de los ocho animales tratados, sin
embargo, la desneivacion noradrenérgica periférica estimulé que el 76 % de los
animales ovularan. De Igual forma, a los 21 dias las gonadotropinas estimulan que el
60% de los animales ovulen, lo que se Incrementd al 100% cuando son previamente
desnervados.

El peso del ulero se Incrementd en todos los animales tratados con ambas
gonadotropinas [16 dias:197.7#17.0 vs 77.747.1 mg/100g; 18 dias:126.3¢4.6 vs
72.343.0; y 21 dias:166,3483.0 vs 83.0£5.8 mg/100g (P<0.001)}, lo que no se modificd
cuando los animales fueron desnervados desde el nacimiento,

La administracion de ambas gonadotropinas a fos 18 y 21 dias provoco
incremento en 8 peso de los ovarios {18 dias: 71.935.6 vs 47.6¢1.9 mg/100g (P<0.001);
21 dias:186.4142.2 vs 50.842.8 mg/100g (P<0.001)), mientras que el peso de los
ovarios de los animales desneivados tratados a los 16 dias de edad fue menor que en
sus testigos { 42,242.9 vs 60.746.6 mg/100g y mayor en los inyectados a los 18 dias
{123.6410.0 vs 71.945.6 mg/100g)).

Los resulados del presents estudio muestran que durante la fase Infantil la
capacidad esteroidogénica de los ovarios 8s directamente proporcional a la edad de los
animaies. A los 15 dias de edad, el sje hipotélamo-hipdfisis-ovario aun no alcanza la
madurez, central y periférica, en los mecanismos neurosnddcrinos que culminan con la
ovulacion. Sin embaigo, a los 18 dias de edad se empieza a manifestar que la inervacion
noradrenérgica periférica modula inhibitoriamente a accion de las gonadatropinas sobre
ol proceso de la ovulacion, lo cual es claramente evidente a los 21 dias de edad.



INTRODUCCION

PUBERTAD

Se define a la pubertad como la fase biologica del individuo en la que
ocurren una serle de eventos neuroenddcrinos, que ocurren a nivel del eje
hipotdlamo-hlpéfisis-gonada, y fenotipicos que enlazan la Inmadurez con la
madurez sexual (Blandau y Money, 1943; Ojeda y Urbanski, 1994). A partir de ese
momento el animal aicanza la capacidad de reproducirse (Ramirez, 1973).

En |a regulacion de los eventos que culminan con la pubertad participan la
informacion genética, la nutricion, los estimulos sociales y algunas condlciones
amblentales (como el fotoperiodo y ia temperatura ) (Ramirez, 1973). Ademas, las
feromonas también juegan un papel muy importante para regular el inicio de la
pubertad. Por sjsmplo en el ratén hembra Mus musculus de 24 dias de edad, |a
aplicacion del extracto urinarlo del raton macho en sus fosas nasales provoco
adelanto de la pubertad, evaiuado por un incremento en el peso del Utero. Por los
resultados obtenidos se le ha denominado extracto urinario acelerador de la
pubertad (PAUE) (Dluzen y col., 1982).

Se ha observado que cuando el ratén hembra juvenil estd en presencia de
un ratén macho- adulto durante 8 dias, se adslanta la edad del primer estro
vaginai y se incrementa e| contenido de Noradrenalina (NA) y dbplmlnp (DA) en

el hipotélamo medio basal. Por tai motivo se puade mencionar que las
condiciones sociales especificas en que se desarrolia ei animal tienen efecio

sobre el sistema catecolaminérgico y en el inicio de la pubertad (Darney y col.,
1992). '

- Ramaley (1979) menciona que en la rata hembra la pubertad comienza
entre los 15 y 20 dias de edad, con el inicio del desarrolio de los foliculos
oviricos, y se caracteriza por la canalizacion vaginal, precedida por la hinchazon
y ol cambio de color de ia membrena vaginal antes de su ruptura. Al primero 6
segundo dia posterior de haberse producido ia apertura vaginal, se presenta la
owulacién. En algunas cepas de ratas |a citologia vaginal muestra céiulas



cornificadas (estro vaginal) en ese mismo dia (Goldman, 1981; Ramaley y Phares,
1980; Ramirez, 1973).

En la rata, la canalizacion vaginal es estimulada por los estrogenos que
son sintetizados y liberados por los ovarios en respuesta a la accién de las
gonadotropinas, lo cual ocurre principalmente el dia posterior a la primera
liberaclon preovulatorla de las gonadotroplnas, Estas son glucoproteinas que son
secretadas por la adenohipdfisis y se conocen con el nombre de hormona
‘estimulante del foliculo (FSH) que participa en la regulacién del crecimiento y
diferenclaclén de los foliculos; y la hormona luteinizante (LH) que junto con la
FSH promueve la ovulacién, el desarollo del cuerpo liteo y estimula las tltimas
etapas del desarrolio folicular (Bousfield y col. 1894). La sintesis y liberacién de
ambas gonadotropinas estdn reguladas por la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH). La GnRH es un decapéptido que es sintetizada por
neuronas del hipotdlamo, liberada dentro de los vasos porta hipofisiarios y
transportada a la adenohipdfisis donde estimula Ia liberacién de las
gonadotropinas (Fink, 1986),

FASES DEL DESARROLLO POSTNATAL

En la rata hembra, el desarrolio de ios mecanismos que participan en la
reguiacién de la pubertad se produce en un lapso de cinco ssmanas; en ese
tiempo el paso corporal aumenta 15 veces y la longitud del cuerpo tres veces
(Becii-Villalobos y Lacau-Mengido, 1890). Para su estudio, las etapas por ias que
pasa 8l animal desde el nacimiento hasta la pubertad se han dividido en 4 fases
con base en parémetros marfolGgicos y fisioidgicos (Ojeda y col., 1986., Ojeda y
Urbanski, 1994):

1.- EARE NEONATAL:

Se Inicia al nacimiento y termina a los 7 dias de vida. En esta fase el
ovario es relativamente insensible a ias gonadotropinas, por lo menos hasta los 4
6 5 dias y la capacidad para secretar estrogenos es ain minima. Al parecer, la
falta de respuesta del ovario a las gonadotropinas se debe al bajo contenido de



receptores gonadotropicos o a la deficiencla de enzimas esteroidogénicas
{Funkenstein y col., 1980).

En el animal recién nacido, la ovariectomia no provoca el aumento de las
concentraciones ptasmaticas e hipofisiarias de las gonadotropinas, por lo que los
efectos inhibitorios que en el animal adulto ejercen los estrégenos sobre la
secrecion de las gonadotropinas, no son efectivos en esta fase, Esta falta de
respuesta no se debe a la ausencia de receptores a estrégenos en el hipotalamo
y la hipdfisis, sino a la alta concentracidn de la o-fetoproteina en el suero y los
tejidos. La o-fetoproteina es una molécula que tlene la capacidad de enlazar a
jos estrgenos con gran afinidad lo que impide que haya estrogenos disponibies
para unirse a sus receptores, Este hecho permite postular que la u-fetoproteina
protege al cerebro de cantidades excesivas de estrogenos (Ojeda y col., 1986).

En el foliculo ovdrico de [a rata después de los cuatro dias de edad, la FSH
estimula la conversion de testosterona a estrégenos (Funkenstein y col., 1980).
Esto se debe a que la FSH induce la sintesis o la expresion de sus propies
receptores a partir de los cuatro dias de edad. Los estrogenos estimulan el inicio
de la foliculogénesis ya que la administracién de antisuero a estrégenos durante
esta fase provoéa la disminucion significativa del diametro de los foliculos v el
pesc de ios ovarios (Ramaley, 1979).

Por ofro lado, ias gonadotropinas son esenciales para mantener e}
desarrollo folicular ya que al final de is fase neanatal, se hace evidente la
respuesta esteraidogénica del ovario a las gonadotropinas (Becu-Vilialobos vy
Lacau-Mengido, 1990). ‘

2- EABEINFANTIL:

Esta fase se extiende del dia 8 al 21 de vida y durante ella ocurren una
serie de cambios en el eje sistema nervioso central (SNC)-hipdfisis que
representan los primeras eventos neuroendocrinos que tienen un gran impacto
sobre el momento en que se inicia la pubertad (Ojeda y col., 1886),



l.as concentraciones plasmaticas de la FSH se incrementan hasta alcanzar
valores maximos alrededor del dia 12 y luego disminuyen hasta llegar a valores
muy bajos poco antes del primer proestro (Ojeda y col., 1986), mientras que el
incremento en la concentracion sérica de la LH es en forma de pulsos
esporadicos (Becl-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Déhler y Wuttke, 1975).

Este primer periodo de activacion de la secrecion de las gonadotropinas
tiene un origen central. Aunque depende de la influencia de esteroides, se puede
reflejar una desorganizacion de la actividad de las neuronas que liberan o
sintetizan a la GnRH,

Durante ia segunda semana de vida posnatal, el ovario ya se desarrolla
bajo el control gonadotropico; una gran cantidad de foliculos primordiaies
comienzan a crecer y diferenciarse por efecto de la FSH y algunos de ellos seran
destinados a ovular en la pubertad (Ojeda y Urbanski, 1994).

Esto puede ser interpretado como el refiejo de los eventos de maduracion
que ocurren en el SNC y la adenohipdfisis y se asume que los estrégenos juegan
un papel definitivo en el desarrollo de tales eventos (Ojeda y col., 1966).

En |a rata hembra adulta, la concentracion plasmatica de la FSH es
regulada por los efectos de los esteroides sexuales y |a foliculoestatina o inhibina,
proteina que Inhibe la secrecion de la FSH y que se encuentra en el liquido
folicular de los foliculos ovéricos. Se puede argumentar que la disminucion de la

secrecién de la FSH después del dia 12 de edad, es el resultado del efecto

combinado del aumento en la.concentracion de estradiol libre y de la produccion
de |a foliculoestatina por los foliculos en crecimiento y maduracion (Ramaley,
1879).

Asi, en el dia 16 de edad las concentraciones séricas de la o-fetoproteina
se encuentran disminuidas y por |o tanto aumenta la concentracion de estrogenos
libres en Ia circulacion y en el SNC (Andrews y col., 1881). Este cambio posibilita
que los estrogenos ejerzan su accién Inhibitoria a nivel central, lo que puede



explicar la disminucién de la concentracion de la FSH plasmatica después del dia
12 de vida posnatal (Andrews y Ojeda, 1977).

Existen evidencias de que los ovarios presentan dos modelos de
esteroidogénesis. En las fases neonatal, infantil y después de la pubertad, los
principales esteroides C-19 (androgenos) formados por el ovario a partir de la
progesterona, son la androstenediona y la testosterona. Dado que en la rata
inmadura existen altas concentraciones plasmaticas de estos compuestos, se
sugiere que durante esta fase participan en la regulacién de la secrecion de las
gonadotropinas (Andrews y Ojeda, 1981; Déhler y Wuttke, 1975; Ojeda y cal,,
1986; Ramaley, 1979).

Debido a que durante ia fase infantii los ovarios de la rata producen
androstenediona y testosterona, se sugiere que el inicio de ia retroalimentacion
inhibitoria ejercida por los esteroides sobre la secrecion de las gonadotropinas, se
realiza por intermedio de los andrégenos aromatizables. No se conoce sl el efecto
de la testosterona es debido a su capacidad androgénica o porque es
aromatizada a estrogenos en el hipotalamo (Andrews y Ojeda, 1981). Sin
embargo, se ha observado que entre los 16 y 20 dias de vida posnatal es
necesario que aumsnte la secrecion de esteroldes para aumentar la secrecién de
laLH (Ojeda y col., 1983).

Existen evidencias que permiten suponer que los centros neuroendécrinos
que regulan la llberacion de la LH estarian funcionando ya en los animales de 18
dias de edad, aunque su puesta en marcha ss produce hacia el final de la fase
infantil. Esto se. apoya en resultados obtenidos por diversos autores que han
tratado de inducir la ovulacién en los animaies a partlr de los 17 dias de edad,
administrando gonadotropinas o estrogenos, y debido a la ausencia de ovulacion,
se ha sugerido que este proceso es inhibldo porque el animal aun es inmaduro
hormonaimente a nivel central, periférico o ambos, o porque existen otros
mecanismos, ¢de naturaieza neural? que io inhiben (McCormack y Meyer, 1964;
Richards y Bogovich, 1982; Sawamoto y Sasamoto, 1873; Taya y col., 1974;
Zarrow y col., 1971; Zarrow y Quinn, 1863; Zarrow y Wilson, 1961).



3.- FASE PREPUBER O JUVENIL:

Al comienzo de la fase prepuber, en el dia 22 de vida, la concentracidn
plasmatica de la o-fetoproteina continia decreciendo, por lo que existe un
aumento de las concentraciones plasmaticas de estrogenos lo que resulta en el
aumento de la secrecion de la LH (Andrews y Ojeda, 1981; Ojeda y col., 19886). La
concentracion de la FSH disminuye sensiblemente y la de LH que mostraba
liberacion esporadica se transforma en una secrecion de tipo pulsatil, alcanzando
concentraciones de un 10% de lo observado en el dia del proestro (Andrews y
Ojeda, 1981; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 19980).

Los cambios mas importantes se producen en relacién con la LH, que
comienza a secretarse en forma pulsatil y que, hacia el final de la fase,
Incrementa sus valores basales y la amplitud de sus pulsos durante la tarde,
estableciéndose un ritmo de secrecidn circadiano. A nivel ovdrico se abserva un
aumento de receptores a LH que junto con el patron de secrecion de la LH se
traduce en una mayor esteroidogénesis (Bect-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990,
Ojeda y Urbanski, 1994).

E! establecimiento de este ritmo diurno en la liberaclén de LH puede ser el
reflejo de la cordinacion det ascilador circddico del hipotdmo, que se encuentra en
el nucleo supraquiasmatico, con un sistema neuronal excitatorio que estimula la
liberacion de la GnRH y la sincronizacion de las descargas del decapéptido. Este
proceso puede ser facilitado por- los efectos de los estrogenos pero no es
determinado por la disminucién en la sensibilidad del hipotadlamo al feedback -
negativo (Ojeda y Urbanski, 1994).

Por olra parte, atin cuando en esta fase en el ovario se presentan ondas de
crecimiento folicular y atresta, los foliculos no tienen la capacidad de alcanzar el
estado ovulatorio, ya que la adquisicion de esta capacidad estd modulada por
multiples factores hormonales y neurogénicos que regula el SNC. (Ojeda y col.,
1983).



Ademas de la FSH y la LH la adenohipdfisis secreta otras dos hormonas,
la prolactina (PRL) y la hormona de crecimiento (GH) o somatotropina, las cuales
juegan un papel determinante en la pubertad de la rata hembra (Déhler y Wuttke,
1975; Ojeda y Jameson, 1977).

Al inicio de la fase juvenil la PRL se libera cada tres horas, con una
secrecion mayor a media tarde y durante las horas tempranas de la mafiana.
Conforme el animal alcanza el final de esta fase desaparece el incremento
nocturno en la concentracion plasmatica de la PRL al tiempo que es mas
prominente en la tarde (hacia la tercera semana de vida posnatal). Se ha sugerido
que los cambios vespertinos en la secrecion de la hormona se inician en el SNC
por un mecanismo que es independiente de las génadas, pero cuya seifal es
amplificada por los estrogenos (Ojeda y col., 1986).

La administracién de la PRL provoca el adelanto del inicio de la pubertad
por sus efectos sobre el SNC y el ovario. En este ltimo, la hormona favorece el
desarrolio folicular y aumenta la secrecion de estrogenos en respuesta a las
gonadotropinas ya que facilita la accion de la LH porque mantiene o incrementa la.
formacion de receptores a ésta o por ambos factores (Ojeda y col., 1983; 1986).

Los cambios significativos en la concentracion de la GH que preceden por
varios dias a la liberacion de las gonadotropinas, que acompafian normalmente el
inicio de la pubertad, sugieren que esta hormona puede jugar un papel fisiologico
en el control de dicho proceso. La inhibicién de su liberacion retrasa el iniclo de la
pubertad, lo cual no estd relacionado con cambios en el peso corporal, pero
provoca retraso en el desarrollo ovarico (Ojeda y Jamenson, 1977).

Al igual que fa PRL, la GH puede actuar sobre el ovario donde aumenta la
secreclén de esteroides en respuesta a la estimulacion gonadotropica (Advis y
I, 1981). En cultivo de células de la granulosa de ovarios de ratas inmaduras
hlpoﬁuctomlzldn se ha demostrado que la adicion de la GH facilita jos efectos
de la FSH para Inducir la sintesis. o la expresion de receptores a la LH y para
estimular la secrecion de progesterona. También facilita e} efecto estimulatorio de!
AMPc sobre la secrecion de progesterona, lo que indica que actia principaimente



estimulando la funcion 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 complementarla por los efectos estimulantes de la PRL y la GH
(Ojeda y col., 1983; 1986).

Esta fase termina alrededor de los 30 ¢ 32 dias de vida cuando se
presentan las primeras manifestaciones del aumento de la actividad estrogénica
expresada por la presencia de liquido en la luz del utero (Ojeda y col., 1983).

4.- FASE PERIPUBERAL.:

Esta fase presenta una duracion variable y se sitGa alrededor de la edad de
la aperiura vaginal e incluye los dias que preceden a la primera ovulacion, Asi, en
esta fase se lleva a cabo uha cascada de eventos que culmihan con el primer pico
preovulatorio de gonadotrapinas y la primera ovulacion.

Conforme se llega a la pubertad los ovarios adquieren gradualmente la
capacidad de secretar estrogenos como una consecuencia de la estimulacion
 gonadotrépica (Ojeda y col., 1986). Durante este cambio ocurren dos eventos muy
importantes: a) Existe un incremento en los receptores a la LH, que aunque ya se
manifestd durante la fase infantil, es mas evidente en la cuarta semana de vida; b)
Existe una disminucion en el nimero de receptores a la GnRH, siendo mds
evidente durante los dias en que se presenta la primera ovulacion (Dalkin y col.,
1981).

Dado que la- GhRH Inhibe la funcion gonadal se puede sugerir que la
disminucion en el contenido de receptores a la GnRH refleja una disminucion de
la infiuencia inhibitoria del péptido sobre el desarrollo folicular. Asi, ei incremento
simultdneo de los receptores a la LH provee la ampllﬂcaciﬂn'necesaria para su
accion estimulatoria (Ojeda y col., 1986). :

Aunque el inicio de la pubertad esté determinado por multiples factores
interrelacionados, algunos de |os cuales tienen su origen durante la fase infantil,
las manifestaciones neuroenddcrinas del proceso se vuelven evidentes después



de la cuarla semana de vida. Durante esta fase las concentraciones piasmaticas
de ia PRL y de la GH se incrementan, lo mismo ocurre con la secrecion de
estrogenos por el ovario en respuesta al estimule gonadatropico (Advis y cal.,
1981; Ojeday Jameson, 1977; Ojeda y col., 1986, Ojeda y Urbanski, 1994).

Los estrogenos secretados por el ovario activan el componente central
estimulatorio de la secrecion de las gonadotropinas, lo que resulta en el aumento
de las concentraciones plasmaticas de las mismas, Este incremento se acompaia
del crecimiento y la maduracion folicular que culmina con la primera ovulacion
(Ojeda y col., 1986).

En los animales peripuberales se ha registrado un cambio adicional en la
secrecion de la LH que consiste en la secrecion eplsodica que se da por una o
dos horas, denominada "miniaumento” y que es dependiente de los estrégenos.
Estos minlaumentos estimulan la produccion de estradiol por el ovarlo, lo que
indica que la secuencia de eventos hormonales que permite la primera liberacion
preovulatoria de las gonadotropinas es iniciada por los cambios vespertinos de
la liberacion pulsatil de la LH [(Fig. 1). Urbanski y Ojeda, 1985; Ojeda y Urbanski,
1994},

El incremento de las concentraciones plasmaticas de la LH estimula la
produccién de estradiol por el ovario, lo que a su vez provoca los miniaumentos
en la secrecion de ia LH. La estimulacién del ovario por el efecto combinado de
los puisos vespertinos de la LH incrementados y los miniaumentos, llevan a que
las concentraciones de estradlol alcancen una magnitud y duracion suficiente
como para estimuiar la primera liberacion de gonadotropinas. Este incremento se
acompaila del crecimiento y ta maduracién folicular que culmina con la primera
ovulacién (Ojeda y col., 1986; 1989).

Las concentraciones preovulatorias de estradiol pueden estimular ia
libsracion de la LH, en el iniclo de la fase juvenil (dia 21), lo cual puede indicar
que la pubertad depende de que el ovario adquiera la capacidad de producir
concentraciones de estradiol de magnitud preovulatoria. En contraste, 6l cambio
en la liberacion de la LH pulsatil, que sefiala el inicio de la pubertad, es originada
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centralmente y es un evento independiente de las génadas. Esta conclusion se
deriva del analisis del perdfil pulsatil de la LH en animales ovariectomizados
durante las fases de desarrollo juvenil o peripuberal (Ojeda y col., 1989).

El incremento en la secrecion de la GhRH induce el aumento en la
secrecion de las gonadotropinas, las que a su vez estimulan la respuesta ovarica,
que se refleja por el aumento de la concentracion plasmatica de estrégenos. Por
otra parte, la secrecion de progesterona que aumenta al final de la fase prepuber,
sigue incrementandose también en la fase peripuberal y estimula la liberacién de
la GnRH. En su conjunto estos eventos inducen la aceleracion del crecimiento y la
maduracion follcular que culminan con la ovulacion (Advis y col., 1979; Fink,
1986).

En esta fase la maduracion de los ovarios esta regulada por las
gonadotropinas, aunque en la etapa neonatal e Infantil esta regulacion puede
estar modulada por la GnRH materna, la GH y 1a PRL (Ojeda y Urbanski., 1994).

Raum y col. (1980) han postulado la teoria del gonadostato hipotalamico,
en la cual plantean que se presenta una disminucion en la sensibilidad del SNC y
a hipofisis a los efectos inhibitorios que ejercen los esteroides gonadales en la
sintes!s de gonadotropinas lo cual tiene como resuitado el inicio de la pubertad.

INERVACION DEL OVARIO

Generaimente se asume que la actividad ciclica del ovario, la sintesis de

esteroides, el crecimiento folicular, la seleccion de los foliculos preovulatorios y la -

ovulacion estén controlados hormonaimente por el sje hipotélamo-hipéfisis-ovario.
Sin embargo, estudios de diversos autores permiten sugerlr que, ademas de las
gonadotropinas y de las hormonas ovdricas, la inervacion del propio ovario
participa en Ia regulacién de varios aspectos de su funcién, modulando su
reactividad a la accion de las gonadotropinas y enviando informacién de su
funcionamiento hacia el SNC, donde el copjunto de informaciones es procesada
por el hipotélamo y tiene como resultado, la modificacion de la secrecion de la
GnRH (Burden, 1985, Dominguez y Ribon!, 1871),



Estudios anatomicos e histolagicos describen que la inervacion dei ovario
en los mamiferos es de tipo peptidérgico, colinérgico y adrenérgico, (Burden,
1978). La inervacién de tipo peptidérgica llega al ovario por el plexo ovarico
nervioso y por ei nervio ovarico superior (NOS). Las fibras del neuropéptido Y
(NPY) se localizan alrededor de los vasos sanguineos, en la glandula intersticial y
entre ios foliculos (McDonaid y col., 1987; Pitzel y col., 1991; Sahu y col., 1992),
Las fibras nerviosas que transportan a la sustancia P se localizan en asoclacion
con la teca interna de foliculos en crecimiento y en contacto con las arteriolas
ovéricas (Dees y col., 1986; Pitzei y col., 1991), mientras que ei NOS transporta
las fibras del VIP. Estas se localizan asociadas a pequefias arterias y a los
foliculos primordiales, pero se encuentran frecuentemente en la teca interna de
foliculos antrales, en la glandula intersticlal y en contacto con las venas de la
tinica adventicia (Ahmed y col., 1986).

El Sistema colinérgico del hipotdlamo es uno de los sistemas de
neurotransmision que regula la secrecion de las gonadotropinas. Estudios
previos han sugerido que este sistema participa en forma asimétrica en los
mecanismos neuroenddcrinos que regulan la ovulacion, la cual varla durante el
ciclo estral de la rata. Por lo tanto, se sugiere que los mecanismos
neuroenddcrinos vinculados al sistema colinérgico que regulan la ovulacion, estan
relacionados con la informacion neural que proviene de los ovarios y que liega a
SNC (Cruz, 1980). ‘

El ovario de la rata posee inervacion adrenérgica abundante. Los nervios
adrenérgicos que llegan al ovario provienen del plexo ovérico y del NOS; éste
Ultimo corre a lo largo del ligamento suspensorio. Las fibras del plexo ovdrico
siguen el trayecto de |a arteria ovérica y juntas penetran por el hilio del ovario y
llegan & ias células de| tejido muscular liso que rodea a la teca folicular externa, a
la gléndula intersticial y continua a lo largo de los vasos sanguineos. Las fibras
noradrenérgicas estén presentes en todos los estados de desarrolio del foliculo,
pero no entran en contacto con las células de la granulosa o del cuerpo kLiteo
(Burden, 1978; Lawrence y Burden, 1880; Neilson y col., 1970). En la rata se ha
sugerido que esta Inervacion aparece en el ovario a ios 16 dias de vida fetal
(Ojeda y col., 1986).



Las catecolaminas que actiian sobre el ovario tienen cuatro origenes: las
circulantes, producidas en la médula suprarrenal (adrenalina); las liberadas en las
terminaciones nerviosas adrenérgicas (noradrenalina); las sintetizadas por las
células de la granulosa (noradrenalina) y las secretadas por las células
cromoargentafines (Dominguez y col., 1991).

La participacion de la inervacion del ovario en la regulacion de su funcion
ha sido estudiada utilizando diferentes metodoiogias, que inciuyen la medicion de
las concentraciones de neurotransmisores y los efectos de la desnervacion, tanto
quirdrgica como farmacologica:

Asi, se ha demostrado que ademas de las terminaies nerviosas
catecolamineérgicas, el ovario presenta receptores adrenérgicos especificos del
subtipo p-2, los cuales estan presentes en la células de la granuiosa y de la teca
externa. Durante la pubertad, los receptores s-adrenérgicos se ven incrementados
entre el periodo juvenil tardio yvla mafiana del primer proestro y disminuyen a las
16:00 de ese dia, los valores mas bajos se presentan para el primer dia de| estro
(Aguado y Ojeda, 1984 ).

En la rata prepiber la seccion unilaterai dei NOS provoca disminucion en
el contenido de noradrenalina ovarica, lo cual se acompafia de un incremento
temporal del contenido del neurotransmisor en el ovario inervado. Esta faita de
informacion provoca modificaciones del contenido de 1oradrenalina ovdrica que
dependen del ovario que se manipule, de la edad en la que se elimine la
inervacion y del tiempo postdesnervacién en que se observen los resultados
(Gonzdles,1994). '

Morales y col. (1983) encontraron que el NOS participa estimulando la
primera ovulaclon esponténea en la rata prepiber y que‘ dicha participaclon es
ipsilateral. En animales de 24 dias de edad, la seccién bilateral del NOS provoca
disminucion del contenido de noradrenalina ovdrica, sin modificar la edad de la
pubertad ni de la primera ovulacién, Estos resultados sugleren que las fibras
noradrénergicas que llegan al ovario por esta via, regulan de manera estimulante
la capacidad de sintesis de hormonas esteroideas, mientras que las



modificaciones en ia cantidad de receptores -adrenérgicos que se presentan en
el ovario de! animal preplber, facilitarian su respuesta a las gonadotropinas
(Aguado y Ojeda, 1984a, 1984b).

La desnervacion farmacoldgica se ha realizado por ia administracion de
drogas que pueden potenciar o bloquear el estimulo del neurotransmisor en la
sinapsis.

Ademas de modular 1a respuesta de las células tecales y de la granulosa a
la FSH y ia LH, la noradrenalina participaria en los mecanismos que regulan el
crecimiento y diferenclacion folicular y la ovulacién. En el animal adulto, la
desnervacion catecolaminérgica, provocada por la administracién de reserpina, 3
horas antes de la administracion de FSH, aumenta la respuesta ovulatoria, el
peso de jos ovario y disminuye el ntimero de foliculos preovulatorios y no modifica
la respuesta a la LH (Chavez y col., 1987). En cambio, en el animal prepiber, el
bloqueo noradrenérgico disminuye los efectos de la LH y no afecta los de la FSH
(Dominguez y col., 1983; France, 1979). Las alteraciones del proceso ovuiatorio
se acompafian de modificaciones de la poblacién folicular en el animal adulto, lo
que no se observa en el animal preplber. Los cambios en el ovario debidos al
aumento en la réspuesta a la FSH parecen ser transitorio, ya que el bloqueo del
sistema catecolaminérgico con reserpina al comienzo del ciclo (que noes seguido
por el estimulo con la FSH), provoca bloqueo de la ovulacion y aumento de los
falicuios preovulatorios (Dominguez y col., 1985).

La guanetidina (GTD) es un blogueador noradrenérgico exclusivamente
periférico, ya que no atraviesa la barrera hemato-encefalica, por lo que los efectos -
observados serian en principio |a resultante de la falta de comunicacion nerviosa
entre el ovario y el SNC (Nickerson y Collier, 1978; Rodriguez, 1984, Lefkowitz, y
col., 1991). ; :

La GTD se dirige particularmente a la neurona noradrenérgica periférica
donde inhibe |a funcién simpética. El compuesto llega al interior de |a neurona por
trasporte activo, que se realiza mediante la recaptura de la noradrenalina.
Posteriormente, la GTD induce |a deplecion de la noradrenalina neuronal (Fig. 2).



En clerta forma, la GTD recuerda a un 'falso neurotransmisor", ya que esta
presente en las vesiculas de almacenamiento, induce la deplecion del trasmisor
normal y es liberada por estimulos que normalmente liberan a la noradrenalina
(Shand y col., 1973). Durante el bloqueo de las neuronas noradrenérgicas con
GTD, las células efectoras adquieren una supersensibilidad a la noradrenalina,
similar a la producida por la desnervacion simpatica posganglionar. La
biodisponibilidad de la guanetidina es baja y variable, el agente es transportado
rapidamente a su sitio de accion intraneuronal, desde donde es eliminado con
una vida media de 5 dias. Alrededor del 50% del farmaco es metabolizado y el
resto se excreta sin modificaciones por la orina (Goodman y Gilman 1991).

Otro farmaco empleado para provocar la desnervacion noradrenérgica es
la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) la cual acttia como un neurotdxico que destruye
las terminales axbnicas y provoca de esta manera daios similares a los de la
GTD (Angeletti y col., 1972). Diversos autores han sugerido que la administracién
cronica de GTD o 6-OHDA trae como consecuencia una lesion irreversible del
gangllo simpdtico y una inmunosimpatectomia, por lo cual existe una destruccion
de las neuronas simpaticas (Jaim-Etcheverry y Zieher, 1971; Johnson Jr. y col,,
1976; Angeletti y col., 1972). Sin embargo, otros investigadores han demostrado
que la GTD causa una degeneracion selectiva de las neuronas noradrenérgicas
(Evans y col., 1979; Heath y Burnstock, 1977; Evans y Burnstock, 1979).

La participacion de la inervacion noradrenérgica periférica en la regulacion
del proceso de la pubertad esponténea, al parecer es diferente entre larata y el
ratén, Mientras que en el raton hembra la desnervacion Inducida por la
administracion de la GTD no modificd la edad de la apertura vaginal (Rosas y
col., 1988), el mismo tratamiento en la rata prepuber, provoco retraso de la edad
de la apertura vaginal y del primer estro vaginal. (Flores y col.1980). Lara y col
(1980a) también encontraron que administrando GTD en las ratas a partir de los 7
dias de edad, durante tres semanas, provoco un retraso en la edad de la apertura
vaginal, del primer diestro, aciclicidad vaginal, retraso en el crecimiento folicular y
una disminucion en el nimero total de foliculos.
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Fig. 2 Acontecimientos propuestos del modelo de una union neuroefectora
simpatica: La tirosina es transporiada activamente ai axoplasma (A) y es convertida a
dopa y luego a dopamina por enzimas citoplasmaticas (B). La dopamina es transpoitada
a las vesiculas de la varicosidad, donde tiene lugar la sintesls y el aimacenamiento de la
noradrenalina (NA) (C). Un potencial de accién provoca el ingreso de Ca++ en la
terminal nerviosa (no se muestra), con posterior fusion de la vesicula con la membrana
plasmatica y exochosis de NA (D).E) neurotransmisor activa luego los receptores oy s en
la membrana de la célula postsinptica (E), Es probable que la NA que penelra en estas
céiulas (caplacion 2) se inactiva rapidamente por Ja Catecol-O-metitransferasa (COMT) a
normetanefrina (NMN). E) mecanismo mis importante para la terminacion de la accion de
la NA en of espacio sindptico es por recaptacion activa en e nervio (captacion 1) y las
vesiculas de simacenamiento (F). la noradrenslina es la hendidura sindptica también
puede activar los & sus propios receptores presindpticos (alfa2) (G), cuyo resuliado es la
mayor [nhibicion de a liberacion exocitolica de noraderalina (linea de puntos), Los sitios
de accion aigunas drogas en la figura incluyen: 1. Inhibicion del almacenamiento
vesicular de NA por la reserpinay , en pare, por la guanetidina (L), La NA liberada asi es
inactivada normaimente por la MAO. La guanstidina también bloquea el potencial de
acclon con la tiberacion de NA. (Goodman y Gliman 1981).



Esto sugirid que la inervacion noradrenérgica periférica tiene un papel de
tipo estimulante en la regulacion del proceso de la esteroidogénesis y sobre la
edad de la apertura vaginal y del primer estro vaginal (Flores y col., 1990) ya que
diversos autores han demostrado que la inervacion catecolaminérgica ovarica
modula |a capacidad esteroidogénica del 6rgaho y su respuesta ovulatoria a las
gonadotropinas (Aguado y col., 1982; Ojeda y col., 1983).

Respecto a la respuesta ovulatoria, es posible argumentar que la
participacidn de la inervaclon noradrenérgica periférica es diferente en la rata
prepiber y la adulta, ya que en el animal adulto desnervado de manera crénica o
aguda hay una disminucién del niimero de ovocitos liberados, mientras que, en el
animal preplber la respuesta al mismo tratamiento se invierte. Con base en estos
resultados, se sugiere que el papel de la inervacion noradrenérgica ovarica sobre
la respuesta ovulatoria, es de tipo estimulante en el animal adulto (Ayala y
Dominguez, 1988; Dominguez y Zipitria, 1980), e inhibitoria en el preplber
{Flores y col., 1990).

También se han realizado estudios para dilucidir el papel de la inervacion
noradrenérglca durante la etapa fetal, realizando la desnervaclon cronica 6 aguda
con GTD durante la prefiez. Los resultados sugirieron que la inervacion
catecolaminérgica no es "fundamental” para el mantenimiento de la prefiez y el
desarrollo de los fetos ya que no modificé su duracion, ni el tamafio de la
camada. La eliminacion de la informacién noradrenérgica en la etapa fetal
tampoco modificé |a primera ovulacién, sin embargo, participa en el crecimiento y

diferenciaclon del foliculo oviérico. En lo que respecta a la apertura vaginal, la

inervacion catecolaminérgica presente ya desde |a etapa fetal, participa de forma
estimulatoria (Quirdz, 1994).

Lara y col,, (1980) han realizado inmunosimpatectomia en |a rata recién
nacida con la administracion de anticuerpos al factor de crecimiento hcuul (NGF
Ab) y encusntran que no modifica la edad de la apertura vaginal, pero si el dela
primera ovulacién. Estos resultados indican que el desarrolio de la inervacién
simpética en ol ovario es dependiente del factor de crecimiento neural y este
contribuye a |a maduracion de |a funcion del ovario.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con base en algunos resultados experimentales descritos anteriormente se
puede sugerir que durante la fase infantil de la rata hembra fa respuesta
ovulatoria induclda por via hormonal, con estrégenos o gonadotropinas, no es
estimulada debido a los efectos (nhibitorios de los mecanismos neuroenddcrinas
presentes. Con base a (a modulacién que ejerce la inervacion noradrenérgica
sobre la respuesta ovulatoria espontdnea, se puede sugerir que si eliminamos la
informacién neural noradrenérgica que llega a fos ovarlos, se estimularia ia
ovulacién y que la magnitud de la respuesta va a depender de ia edad del animal
en estudio. Para comprobarlo, se decidié estudiar la capacidad de respuesta del
ovario de (a rata prepuber con desnervacién noradrenérgica periférica (provocada
por la inyeccclén de guanetidina desde el nacimiento), a (a administracion de fas
gonadotropinas o estrégenos  a diferentes edades de {a fase infantil de la rata.

HIPOTESIS

Dentro de fos mecanismos neurosnddcrinos que reguian el proceso de (a
pubertad, ef sistema noradrenérgico ovérico reguia de manera inhibitoria fa
sensibiiidad de los foliculos a las gonadotropinas. Por fo tanto, si se efimina esa
fuente de informacion neural, ia capacidad de respuesta ovulatoria inducida
durante {a fase infantii en (os animaies desnervados aumentard conforme ia edad
de fos animales .,
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar ia capacidad de respuesta ovulatoria de los ovarios de la rata con
desnervacion noradrenérgica periférica a la administracion de gonadotropinas o
estragenos durante la fase Infantil,

OBJETIVOS PARTICULARES

|- Estudiar la reactividad de los ovarios de la rata con desnervacion
noradrenérgica periférica a ia administracion de las gonadotropinas a diferentes
edades de |a fase infantil.

il.- Estudiar la reactividad de los ovarlos de la rata con desnervacion
noradrenérgica periférica a la administracion de estrogenos a diferentes edades
de la fage infantil, '



MATERIALES Y METODO.

Se utilizaron ratas hembra de la cepa C Il Z-V de diferentes edades,
mantenidas en fotoperiodo controlado de 14 horas de luz (05:00-18:00 h) y 10
horas de oscuridad, con acceso libre a la leche materna hasta los 21 dias de edad
(dia del destete) y luego de este tiempo, tuvieron libre acceso al alimento y al
agua,

Grupos de animales de 15, 18 6 21 dias de edad, fueron inyectados por
via subcuténea entre las 09:00 y 11:30 h. con: 1) 10 ug de benzoato de estradiol
(BE) [Sigma Chemical Co., St Louis Mo., EE:UU], 2) 8 u.l. de gonadotropina del
suero de yegua preiiada (PMSG) [Sigma Chemical Co. ] 6 3) 8 u.i. de PMSG y 56
horas mds tarde con 10 u.i. de gonadotropina corionica humana (hCG) [Sigma
Chemical Co.).

Otros grupos de animales fueron tratados con guanetidina por via
subcuténea entre las 09:00 y 11:30 h. (GTD: 20 mg /Kg peso corporal) [Sigma
Chemical Co.] a partir del nacimiento, de lunes a viernes, hasta el dia del primer
estro vaginal. A los 15, 18 6 21 dias de edad estos animales fueron sometidos a
los mismos tratamientos: experimentales que los grupos antes mencionados (BE,
PMSG o PMSG-hCG).

Diariamente se reviso {a vagina de todos los animales hasta e! dia en que
se abrl6, dia que fue considerado como el momento de la pubertad. En aquelios
que presentaron apertura vaginal se tomaron frotis vaginales diariamente y los
animales fusron aacrificados en el dia del primer estro vaginal.

Como grupo testigo absoluto se utilizaron animaies sin tratamiento, cuyos
resultados fueron comparados con ios obtenidos de animales iny_ddcdos con
vehiculo (solucion salina al 0.8%). Estos ultimos a su vez fusron comparados con
los resuitados de los animales inyectados con los diferentes tratamientos
hormanales o desnervados con remplazo hormonal.
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PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Los ‘animales fueron sactificados por sobredosis de cloroformo. A la
autopsia se disecaron los oviductos y se buscé la presencia de ovocitos, los que
fueron contados en un microscopio estereoscopico. Se disecaron los ovarios y el
Utero, los que fueron pesados en balanza de precision de 0.1 mg. El peso de los
organos se expresd en miligramos por cada 100 gramos de peso corporal (peso
reiativo).

Los ovarios que se ulilizaron para el estudio histologico fueron fijados en
solucion de Bouin e Incluidos en parafina; fueron cortados de manera seriada a
10 um, y tedidos con hematoxilina-eosina para analizar la presencia de cuerpos
liteos.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados del numero de ovacitos, de |a edad de la apertura vaginal y
del primer estro vaginal fueron analizados por la prueba de Kruskal-Waliis,
seguida de la prueba "U" de Mann-Withney.

Los rasultados del peso de los drganos fueron comparados por analisis de
varianza muitifactorial (ANDEVA) seguldo por la prueba de Tukey. En los casos
en que se compararon dos grupos se utilizé ia prueba de '\" de Student.

La tasa de animales ovulantes (nimero de animales que ovu[nron al

primer estro del total de animaies tratados) fue evaluada por la prueba de »

probabliidad exacta de Fisher.

En todos los casos solo se aceptaron como significativas |quellis
diferencias en Ias que le probabilidad fue igual 0 menor al 5%.
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RESULTADOS

Experimento 1.

Estudio de los efectos del estimulo estrogénico en la fase infantil, sobre la edad
de |a_apertura vaginal, el primer estro, la ovulacion y el peso de los drganos, de
animales testigos y con desnervacidn noradrenérgica ovarica.

Con el propdsito de conocer si la falta de ovulacion inducida en edades
dentro de la fase infantil de la rata, es consecuencia de: 1) la deficiencia en la
produccién enddgena de estrogenos 6 2) falta de respuesta del hipotalamo o la
hipofisis a los estrogenos, se analizaron los efectos del remplazo de esta
hormona en animales desnervados con guanetidina desde el nacimiento.

Para ello, grupos de animales de 15, 18 6 21 dias de edad, testigos y

desnervados con GTD fueron inyectados con 10 ug BE y sacrificados al primer
estro vaginal.
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1.1 - Animales testigos tratados con Estrégenos:

El tratamlento con estrogenos adelantd la edad de la apertura vaginal en
los animales tratados a los 15 dias (20.3£0.3 dias), 18 dias (21.3£0.3) y 21 dias
de edad (24.410.3), respecto a los animales sin tratamiento: 41.411.1, (P<0.001).
Ei tratamlento con BE tamblén adelanté la edad del primer estro vaginal (Fig 3) .
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15 18 21 Oias

Kdad de Tratamiento

Fig. 3: Media £ e.e.m. de la edad del primer esiro vaginal (PEV) de los animales
tratados con 10 ;g de BE a los 15, 18 6 21 dias de edad, sacrificados en el dia
del PEV. * P<0.01 vs animales sin tratamiento (Testigo) sacrificado en el dis del
PEV. (Kruskal-Wallis, seguida de la prusba "U" de Mani-Withney).

Los resultados de |a tasa ovulatoria , el peso corporal, de los ovarios y ol

Utero se muestran en Ia tebla 1. Ninguno de los animaies ovuld y no se
observaron diferencias significativas en el peso corporal. En todos los animales
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tratados con BE el peso del (tero aument6 significativamente. La masa ovérica
disminuyo de manera significativa en ratas tratadas a los 21 dias.

TABLA 1: Tasa Ovulatoria (T.0), media % e.e.m. del peso corporal (P.C.) y del
peso relativo (mg/100g) de los rganos de los animales tratados con 10 ug
de BE a los 16, 18 6 21 dias de edad, sacrificados en el dia del primer estro
vaginal, '

GRUPO T.0. P.C. Masa Ovarica Utero
) (mg/100g) (mg/100p)
| Testigo & 0/8 39.940.9 46.414.5 72.046.74
BE-15 0/8 434424 37.413 .4 122.248.2*
Tastigo ¢ 0/8 45.641.5 47.742.0 67.5¢3.8
BE-18 0/8 415428 516£38 | 218.7¢23.8*
Testigo o 0/8 44,3313 52.643.4 90.5¢6.2
BE-21 0/8 45.941.7 36.4£3.6% | 151.2¢16.4*

&Testigo sacrificado a los 20.3£0.3 dias de edad; ¢ Testigo sacrificado a los
21.320.3 dias da edad; s Testigo sacrificado a los 24.410.3 dias de edad.

* P<0.001 respecto al grupo Testigo Correspondiente ("t" de Student).
1.2- Animaies desnervadoa tratados con estrégencs.

En comparacion con los animales tratados con estrogenos, al tratamianto
estrogénico a retas desnervadas desde al nacimisnto no provocé modficaciones
on la edad de ie aperiura vaginal (pubertad), nl en ia del primer estro (Fig 4).
Ninguno de los animales ovulo y su peso corporal fue umojmé al de los
animales tratados solamente con la hormona (Fig. 5).

En los animales desnervados, tratados con estrégenos a los 15 dias de
edad, el peso de los ovarlos disminuy6 significativamente mientras que aumento
on las ratas tratadas a los 21 dias. El peso del Utero disminuy6 significativemente
on los animales tratados a jos 16 dias de edad y aumentd en los que recibieron
eslrégenos a ios 21 dias (Fig 6).
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Fig. 4: Media £ @.0.m. de |a edad de |a apertura vaginal (AV) y |a del primer estro
vaginal (PEV) de los animales con o sin desnervacién noradrenérgica ovirica a
partir del nacimiento, tratados a los 15, 18 6 21 dias de edad con 10 ug de BE,
sacrificados en el dia del primer estro vaginal, v
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Fig. 5: Media ¢ e.e.m. del peso corporal de los animales con o sin desnervacion
noradrenérgica ovarica a partir del nacimiento, tratados a los 15, 18 6 21 dias de
edad con 10 pg de BE, sacrificados en el dia del primer estro vaginal.
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Fig. 6: Media + e.e.m. del peso de los ovarios y del utero (mg/100 g) de los
animales con o sin desnervacion noradrendrgica ovérica a partir del nacimiento,
tratados a los 15, 18 6 21 dias de edad con 10 ug de BE, sacrificados en el dia
del primer estro vaginal. * P<0.001 vs BE, ("t' de Studant).
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Experimento 2.-

Estudio de los efectos del estimulo gonadotrépice con PMSG en la fase infantil,
sobre |a edad de |a apertura vaginal, el primer estro, |a ovulacidn y el peso de los
organos, de animales testigos y con desnervacion noradrenérgica ovarica.

Con la finalldad de saber si la falta de ovulacion observada en el
experimento anterior es consecuencia de deficiencia en la secrecion de FSH o
de una falta de respuesta del ovario a ella, animales testigos y desnervados con
GTD desde el nacimiento, fueron inyectados con 8 u.i. de PMSG y sacrificados
en el dia del primer estro vaginal,
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2.1 - Animales testigos tratados con PMSG:

La administracién de PMSG provocé adelanto en la edad de la apertura
vaginal. En los animales tratados a los 15 dias, la apertura vaginal se presenté a
los 20.8+0.3; en los Inyectados a los 18 dias se ohservo a los 22,0£0.0 dias de
edad, y la aplicacion de la hormona a los 21 dias provocé que la pubertad
ocurriera a los 24.540.3 dias respecto a los animales sin tratamiento: 41.4 1.1,
(P<0.001). El trstamlento con PMSG también adelanté ia edad dei primer estro
vaginal (Fig. 7).
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Fig. 7. Media = e.e.m. de la edad del primer estro vaginai (PEV) de los animales
tratados con 8 u.l. de PMSG alos 15, 18 6 21 dias de edad y sacrificados en el
dia del PEV. * P<0.01 vs animales sin tratamiento sacrificado en el dia del PEV.
(Kruskal-Wallis, seguida de la prusba "U" de Mann-Withney).
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Los resultados de la tasa ovulatoria, el peso corporal, de los ovarios y el
Utero se muestran en la Tabla 2. En fos oviductos de estos animales no se
observé ia presencia de ovacitos ai momento de la autopsia. Sin embargo, en los
ovarios de dos de los ocho animales tratados a los 18 6 21 dias se observaron
cuerpos ltteos recién formados.

El peso del dtero aumentd significativamente en todos los animales
tratados, Solamente en fos animales tratados a los dieclocho dias, aumentd
significativamente el pesa de ias ovarios,

El peso corporal se modifico en funcion de la edad en la que se realizé el
tratamiento.

TABLA 2: Tasa Ovulatoria (T.0), medla t e.e.m. del peso corporal (P.C.) y del
peso relatlvo (mg/100g) de los 6rganos de los animales tratados con 8 u.l,
de PMSG a los 15, 18 6 21 dias de edad y sacrificados en el dfa del primer
estro vaginal.

GRUPO T.0. P.C. Masa Ovirica Utero

. ()] (mg/1009) (mg(100p)
Testigo & 0/8 40, 241.0 47.744.7 71.447.3
PMSG-15 0/8 44,3128 374334 | 141.3419.4" |
Testigo ¢ 0/8 49.441.7 47.541.9 723430
PMSG-18 28 - 42642.2% 91.413.7% | 307.7¢25.6*
Testigo o 0/8 43.941.4 53.042.6 86.646.3
PMSG-21 2/8 53,123.2% 70.0:18.9 | 219.8421.9*

&Testigo sacrificado a los 20.840.3 dias de edad; (Testigo sacrificado a los
22.040.0 dias de edad; & Testigo sacrificado a los 24.520.3 dias de edad.

* P<0.001 respecto al grupo Testigo Correspondiente ("t" de Student).
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2.2- Animales desnervados tratados con PMSG:

La desnervacion noradrenérgica no modificé la edad de la pubertad, nila
del primer estro vaginal respecto a los animales que sélo recibieron el tratamiento
hormonal (Fig.8).
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Fig. 6: Media 1 e.e.m. de |a edad de |a apertura vaginal (AV) y la del primer estro
vaginal (PEV) de los animales con o sin desnervacion noradrenérgica ovérica a
partir dei nacimiento, tratados a os 15, 18 6 21 dias de edad con 8 u.i. de PMSG,
sacrificados en el dia del primer estro vaginal,
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En ninguno de los animales desnervados tratados con PMSG se observo la
presencia de ovocitos en los oviductos al momento de la autopsia. Sin embargo,
al realizar el estudio histolégico de los ovarios, se observo que cinco de los nueve
animales tratados a los 18 6 21 dias presentaron cuerpos liteos recién formados
(5/9 vs 2/8 de los tratados con PMSG, NS).

El peso corporal y el de los ovarios de los animales desnervados tratados a
los 15 6 18 dias de edad, no se modiflcé significativamente respecto a los que
solo recibleron PMSG (Figs. 9y 10).

Cuando se analizaron los resultados del peso relativo del ltero de los
animales desnervados tratados con PMSG a los 15, 18 6 21 dias no se
observaron diferencias significativas respecto a los que sélo recibieron el estimulo
hormonal (Fig 10). Sin embargo, cuando se analizaron los resultados ponderales
(absolutos) se observd que solo en los de 18 dias de edad disminuyd
significativamente el peso de los ovarios y del ttero (Fig. 11). Esto significa que la
falta de diferencias en los pesos relatlvos se explica por efecto del peso corporal.

En cambio, en los animales desnervados tratados con PMSG a los 21
dias, el peso corporal disminuy6 significativamente y aumentd significativamente
el de los ovarios (Figs. 9 y 10). Cuando los resultados se exprésaron €OMo pesos
absolutos, el peso del Utero disminuy6 significativamente (Fig.11). Las diferencias
observadas se explican por efecto del peso corporal,
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Fig. 9: Media + e.e.m. del peso corporal de los animales con o sin desnervacion
noradrenérgica ovérica a partir del nacimiento, tratados a los 15, 18 6 21 dias de
edad con B u.l. de PMSG, sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

* P<0.001 vs PMSG ("t" de Student).
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Fig. 10: Media + e.e.m. del peso de los ovarios y del Utero (mg/100 g) can o sin
desnervacion noradrenérgica ovdrica a partir del nacimiento, tratados a los 15, 18
6 21 dies de edad con 8 u.i. de PMSG, sacrificados en el dia del primer estro-
vaginal. * P<0.05 va PMSG ('t" de Student).
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Fig. 11: Media + e.e.m. del peso absoluto de los ovarios y dei utero de los

animales con o sin desnervacion noradrenérgica ovérica a partir del nacimiento,
tratados a los 15, 18 6 21 dias de edad con 8 u.i. de PMSG, sacrificados en el dia
del primer estro vaginal. *P<0.001vs PMSG (“T” de Student).
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Experimento 3.-

Estudio de los efectos del estimulo gonadotropico secuencial con PMSG-hCG en
la fase infantil sobre la edad de la apertura vaginal, el primer estro, la ovulacion y
el peso de los drganos, de animales testigos y con desnervacion noradrenérgica

ovirica.

Con el fin de analizar si |a falta de ovulacion observada en el experimento
anterior es consecuencia de una alteracion en la respuesta del ovario a las
gonadotropinas, los animales testigos y desnervados con GTD desde el
nacimiento, fueron inyectados a los 15, 18 6 21 dias de edad con 8 u.l. de PMSG
y 56 horas mas tarde con 10 u.l. de hCG.
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3.1 - Animales testigos tratados con PMSG-hCG:

El tratamiento hormonal con PMSG-hCG adelanto la edad de la apertura
vaginal en los animales tratados a los 15 dias (20.940.3), 18 dias (22.0+0.0) y
21 dias de edad (24.810.3) respecto a los animales sin tratamiento: 41.441.1,
(P<0.001), y también adelanto la edad del primer estro vaginal (Fig.12).
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Fig. 12: Media  e.e.m. de la edad del primer estro vaginal (PEV) de (os animales
tratados a los 15, 18 6 21 dias de edad con 8 u.i. de PMSG y 66 horas més tarde
con 10 u.l. de hCG, sacrificados en el dia del PEV.* P<0.01 vs animales sin
tratamiento sacrificado en el dia del PEV. (Kruskai-Wallis, seguida de la prueba
"U" de Mann-Withney).
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En los oviductos de las ratas inyectadas a los 15 o 18 dias de edad, no se
observo la presencia de ovocitos. El estudio histologico de los ovarios de los
animales tratados a los 18 dias revelo la presencia de cuerpos liteos recién
formados en tres de los ocho animales tratados.

En camblo, dos de los ocho animales tratados a los 21 dias de edad
ovularon, los que liberaron 10 y 16 ovocitos respectivamente. Al efectuar el
analisis histologico de los ovarios de estos animales, se observd la presencia de
cuerpos luteos recién formados en otros dos animales en los que no se
encontraron ovocitos en las trompas,

El peso corporal de los animales tratados a cualquiera de las edades fue
similar al de sus respectivos testigos. El peso de los ovarios aumentd
significativamente en los animales tratados a los 18 y 21 dias de edad, mientras
que el peso del Utero se incrementd significativamente en todos los animales
tratados (Tabla 3).

TABLA 3: Tasa Ovulatoria (T.0), media t e.e.m. del peso corporal (P.C,) y del
peso relativo (mg/100g) de los érganos de los animales tratados a los 15,
18 6 21 dias de edad con 8 u.i, de PMSG y 56 horas més tarde con 10 u.|. de
hCG, sacrificados en el dia del primer estro vaginal.

GRUPO T.0. P.C. Masa Ovérica|  Utero
@ (mg/100g) | (mgl100g)
Testigo & 0/8 40.041.0 51.843.2' 77.747.1
PMSG-hCG15 0/8 416417 60.7466 | 197.7%17.0*
Testigog | 08 49.4$1.7 475419 | 723430
PMSG-hCG18 3/8 51.3¢1.6 | 71.9466" 125324 .5*
Testigo o 0/8 451315 50.642.8 63.045.6
PMSG-hCG21 4/8 51.642.7 186.4£42.2% | 156.3:13.0*

&,letioo sacrificado a los 20.840.3 dias de edad; ¢Testigo sacrificado a los
22.040.0 dias de edad; & Testigo sacrificado a los 24.840.3 dias de edad.

* P<0.001 respecto al grupo Testigo Correspondiente ("t" de Student).
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3.2- Animales desnervados tratados con PMSG-hCG:

En los animales desnervados, ta administracion PMSG-hCG en cualquiera
de las edades no modifico la edad de la apertura ni la del primer estro vaginal,
comparado con los animales integros tratados con PMSG-hCG (Fig. 13).

Dias
50 e e e e
AV
¥ S
20
10 -
0 Lmemmrseem M VA .. N N | R——
18 21 Dias
Edad de Tralamiealo
V2 pMsa-hoa L7} GrOPMSG-hCG
iag
30 e
PEV
£0 1
10 4
a- :
16 Dias

Edad d» Tratamisnto
Y24 pusace 1) oTDWPMSG-HCG

Fig. 13: Media 4 e.e.m. de la edad de |a apertura vaginal (AV) y la del primer estro
vaginal (PEV) de los animales con o sin desnervacion noradrendrgica ovérica a
partir del nacimisnto, tratados a fos 15, 18 6 21 dias de edad con 8 u.l. de PMSG
y 56 horas mas tarde con 10 u.i. de hCG, sacrificados en el dia del primer estro
vaginal.
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En los animales desnervados tratados con PMSG-hCG a los 15 dias, no se
encontraron ovocitos en las trompas, ni cuerpas liteos en los ovarios. Salo dos de
los ocho animales tratados a los 18 dias liberaron ocho y 13 ovacitos y en los
ovarios de cuatro animales mas se observaron cuerpos liteos recién formados.
En cambio, en el grupo tratado a los 21 dias, el 100% de las ratas ovuld (8/8 vs
4/8 de los tratados con PMSG-hCG, P<0.05), con un nimero de ovocitos de
22.042.3.

El peso corporal de los animales desnervados al nacimiento, tratados con
PMSG-hCG a los 18 dias de edad, fue significativamente menar que los testigos
tratados con PMSG-hCG (Fig 14).
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Fig. 14: Madia & e.e.m. del peso corporal de los animales con o sin desnervacion
noradrenérgica ovérica @ partir del nacimiento, tratados a los 15, 18 6 21 dias de
edad con 8 u.i. de PMSG y 58 horas més tarde con 10 u.i. de hCG, sacrificados
on el dia del primer estro vaginal. * P<0.001 ve PMSG-hCG ('t" de Student).
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El peso de los ovarios de los animales desnervados tratados a los 15 dias
de edad fue menor que en sus testigos, mayor en los inyectados a los 18 dias y
no se modifico en los animales testigos tratados a los 21 dias. El peso del ltero
fue similar al de los animales testigos tratados con PMSG-hCG (Fig 15).
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~ Fig. 15; Media £ o.0.m. del peso de los ovarios y del utero (mgﬂ_oo g) de los
animales con o sin desnervacion noradrenérgica ovdrica a partir del nacimiento,

tratados & los 15, 18 6 21 dias de edad con 8 u.i. de PMSG y 56 horas mis terde -

con 10 u.i. de hCG, sacrificados en el dia del primer estro vaginal, *P<0.05 vs
PMSG-hCG ("t" de Student),
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio apartan nuevas evidencias
sobre el papel inhibitorio que la inervacion noradrenérgica periférica parece tener
sobre la regulacion de la respuesta ovulatoria a las gonadotropinas en la rata
preplber y nos lleva a sugerir que durante la etapa infantil dicha participacian se
manifiesta a partir de los 18 dias de edad y es claramente evidente a los 21 dias
de edad.

Estudios de diversos autores han mostrado que en |a rata hembra, los
mecanismos neuroendécrinos que reguian la liberacion de la LH ya estan
desarrollados en el animal al final de la fase infantil (alrededor de los 21 dias),
pero su manifestacion en forma esponténea se produce a edad mas avanzada
(35-45 dias), lo cual depende de la cepa del animal, factores genéticos y
condiciones ambientales (Ramirez, 1973; McCormack y Meyer, 1964; y Ojeda y
col. ,1986)

En general, se ha mostrado que en la rata preplber se induce el adelanto
de la edad de la apertura vaginal y la primera ovulacion cuando el estimulo
hormonal (BE, PMSG 6 PMSG-hCG) es al inicio de ia fase juvenil 22 dias (Qjeda
y col. ,1883; Villavicencio y col., 1883; Zarrow y Quinn 1963),

Diversos autores han tratado de inducir respuesta ovulatoria durante la
fase infantl con diferentes tratamientos hormonales (estrogenos o
gonadotropinas), en todos los casos se ha observado apertura y estro vaginal, sin
signos de ovulacién. Estos hechos indican que el ovario es capaz de secretar
estrogencs en respuesta al estimulo hormonal, pero que e circulto de regulacion
de Ia ovulacion no ha aicanzado la madurez suficiente.

Los resultados de este estudio muestran que en los animales de 15 dias de
edad, el estimulo gonadotrépico provoca la secrecion de cantidades suficlentes
de estrogenos capaces de inducir el adelanto de Ia apertura vaginal, pero no la
ovulacion, lo que corroboraria la hipétesis de que a esta edad el sistema no ha
aicanzado |a maduracion suficiente como para cerrar el circuito e indica que los
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mecanismos neuroenddcrinos que regulan la canalizacion vaginal y la ovulacion
son diferentes. El hecho que la desnervacion noradrenérgica no modificd dicho
resultado, nos lleva a sugerir que su papel en esta edad no es fundamental en la
modulacion de la respuesta del ovario a las gonadotropinas.

Estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado que cuando los
animales son desnervados con guanetidina a partir del nacimiento y tratados con
PMSG a los 18 dias de edad, se presento la ovulacion en el 44% de los animales
con un promedio de 3.5£0.6 ovocitos liberados, lo que no se observd cuando los
animales solo fueron tratados con la gonadotropina (Flores y Dominguez, 1992).

En  este estudio, en los animales desnervados y tratados con
gonadotropinas a los 18 dias, el adelanto de la edad de la apertura vaginal y del
primer estro vaglnal acompafiado de la ovulacién en algunos de los animales,
indica un adelanto en la maduracion del sistema neuroenddcrino responsable de
la liberacion preovulatoria de las gonadotropinas, principalmente de la LH, que no
se presentd en los animales tratados a los 15 dias de edad. Estos resultados
apoyan que el papel de la inervacion noradrenérgica. periférica en los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion, depende de la edad dei
animal en estudio (Ayala y Dominguez, 1988; Flores y col., 1980).

En esta edad el efecto estimulante de los estrogenos ha alcanzado un
grado de maduraclén que pudiera decirse que es parecido al dei animal adulto, ya
que la administracion de ntroginos astimuld la secrecion de gbnadolropinas en-
cantidades similares a las del proestro dei animal adulto ciclico (Ojeda y col.
1983; 1086). ' |

El hecho de que en los animalas tratados con las hormonas & fos 18 6 21
dias de edad, presentraron apertura vaginal y el primer estro @ un tiampo mas
corto postadministracion que los inyectados a los 15 dias de edad, indica que los
ovarios tuvieron mayor capacidad de secretar estrogenos y que es més sensible a
los efectos hormonaies que en los animales tratados a los 15 dias de edad. Al
parecer, la capacidad esteroidogénica de los ovarios depende del umbral de
respuesta y esti en funcion de la edad de los animales.
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Diversos autores (Parker y col., 1976; Quinn y Zarrow, 1964; Sasamoto y
col., 1977; Sasamoto y Johke, 1964; Welshen y Dullart, 1976; Zarrow y Wilson,
1961) han mostrado que en e} animal prepuber tratado con PMSG, la liberacin
de fa LH se produce entre las 48-60 horas después de! tratamiento y la ovulacion
ocurre después de 10-12 horas del pico preovulatorio de LH. Otros autores han
demostrado que en la rata inmadura, el evento de la ovulacion se explica porque
la administracién de PMSG provaca la aparicion de foliculos mayores de 350 pm
de diametro (foliculos preovulatorios) y disminucidn del indice de atresia en los
foliculos con didmetro de 200-400 pm. Esto a sy vez estimuld que la secrecion de
estrogenos aumentara, trayendo como consecuencia el incremento en el peso de
los ovarios y del Ulero y que finaliza con el cierre del circuito neuroendocrino, la
liberacion de GnRH y de LH para inducir la ovulacion (Braw y Tsafriri, 1980;
Hirsfield y Midgley, 1978ab; Hirsfield y DePaolo, 1981; Schwartz, 1974,
Welschen y Dullart, 1974, 1976).

Nuestros resultados confirman que la ovulacion inducida por PMSG estd
en funcion de la edad del animal (Ramirez, 1973; Villavicencio y col., 1993; Taya
y col., 1874; Zarrow y Quinn, 1963; Zarrow y Wilson 1961), ya que la tasa
ovulatorla se incrementd conforme |a edad de los animales. Asimismo, podemos
argumentar que la reactividad de los foliculos a las gonadotropinas exdgenas se
ve incrementada entre el final de la etapa infantii y el inicio de la etapa juvenil.

Ai final de a fase infantil, entre los 21 dias de edad, la capacidad del eje
hipotélamo-hipdfisis para que responda a (as concentraciones plasmaticas de
estrogenos que estimulan la secrecidn de LH parecida a ia del proestro ya se
encuentra establacida. Por otra parte, ain cuando en esta fase se presentan
ondas de crecimiento y atresia folicular, los foliculos preavulatorios no tienen la
capacidad de ovular, lo que sugiere que [a primera liberacion preovulatoria de
gonadotropinas y |a primera ovulacion no se presenta ya que la adquisicion de
esta capacidad esté regulada por miltiples factores hormonales y neurogénicos
que regula el SNC (Ojeda y col., 1983; Andrews y Ojeda, 1881),

Como e menciond anteriormente, el aumento de |a tasa de animales
ovulantes y del nimero de ovocitos liberados por los animales que fueron
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desnervados a partir del nacimiento y tratados con PMSG-hCG a los 21 dias de
edad, aportan nuevas evidencias de que la inervacion noradrenérgica periférica
regula de manera inhibitoria la accion de las gonadotropinas sobre el proceso de
la ovulacion, Estos resultados sugieren que se presenté la aceleracion del
crecimiento folicular en respuesta al aumento en las concentraciones plasimaticas
de gonadotropinas o aumenté la sensibilidad de los foliculos a las mismas o a la
combinaclén de ambos factores. Es posible suponer que este aumento en el
numero de ovacitos liberados sea el resultado de la modificacion de mas de un
mecanismo de regulacion del proceso ovulatorio (Ojeda y col,, 1983; 1990).

Parker y col. (1976) han mostrado que en el animal prepuber tratado con
PMSG, la secrecion de estrégenos y androgenos se inicia a las ocho horas
después del tratamiento y las concentraciones plasmaticas se Incrementan a las
48 horas, lo que se correlaclona con el aumento en el peso del Utero. Estos
hechos explicarian por que el tratamlento con las gonadotropinas en las
diferentes edades Incrementd el peso del Utero, lo que no fue modificado por la
desnervacion noradrenérgica periférica.

La desnervacién noradrenérgica periférica Inducida por la inyeccion de
guanetidina desde el nacimlento o en la etapa aduita, provoca disminucién del
peso de los ovarios (Flores y col. 1980). En el presente estudio, el estimulo
hormonel con gonadotropinas o estrégenos en animales desnervados, indujo
modificaciones en el peso de las gonadas que dependisron de la edad y la
hormone administrada. En los animales desnervados e administracion hormonal
a los 15 dias de edad provoct disminucién del peso da las gonadas, mientras que
cuando se inyectd PMSG+hCG a los 18 dias, o benzoato de estradiol o PMSG a
los 21 dies de edad, el peso de los ovarios aumentd significativamente. Los
resuitados que se observaron en esas dos Ultimes edades, concuerden con lo
sncontrado por Morales y col. (1883) quienes obsserveron un incremento en el
peso de los ovarios cuando los animaies fusron sometidos a una desnervacion
bilateral del NOS, en ia fase peripuberal, y posteriormente fusron estimulados
con una o ambas gonadotropinas. Sin embergo, es necesario tener en
consideracion que la desnervacion producide por el férmaco no es similar a lo que
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sucede al seccionar un nervio ya que en éste ultimo se encuentran mas de un
neurotransmisor (Burden, 1978).

Estos resultados en conjunto nos llevan a sugerir que la inervacién
noradrenérgica modula las acciones de las gonadotropinas y de los estrégenos
sobre los ovarios.

Que el ambiente neuroenddcrino de los animales es diferente en las tres
edades, a pesar de que ellas pertenecen a la etapa infantil. Esto podria explicar,
en parte, las diversas respuestas que se observan cuando los animales son
desnervados y sometidos a los tratamientos hormonales.

Ademas, de los factores hormonales y la participacién de la inervacion
noradrenérgica en los mecanismos neurcenddcrinos que regulan la pubertad y la
ovulacion inducida, |a madurez de! animal es un factor clave para la expresion de
los eventos.
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CONCLUSIONES

Durante Ia fase infantil, la capacidad esteroidogénica de los ovarios es
directamente proporcional a la edad.

En los animales tratados con hormonas la respuesta ovulatoria esta en
funcién de la edad. A los 18 y 21 dias de edad, pero no a los 15 dias, se producen
cambios en los mecanismos neuroendocrinos que regulan ei crecimiento folicular
y la primera ovulacion inducida.

A los 15 dias de edad, el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario aun no alcanza la
maduréz, central y periférica, en los mecanismos neuroendocrinos que culminan
con la ovulacién. La inervacion noradrenérgica periférica no estaria modulando
dicho proceso a esta edad.

La inervacion noradrenérgica periférica modula inhibitorlamente la accién
de las gonadotropinas sobre el proceso de la ovulacién, pero dicha inhlbicién
durante |a fase infantil se manifiesta a los 18 dias de edad y es claramente
evidente a los 21 dias de edad. '

47



BIBLIOGRAFIA

ADVIS, J.P,, ANDREWSW.W Y OJEDA, S.R. (1879). Changes in ovarian
steroidal and prostaglandin E responsiveness to gonadotropins during the onset of
puberty in the female rat. Endocrinology 104:653-658.

ADVIS, J.P., SMITH-WHITE, S. y OJEDA, S.R. (1981). Activation of growth
hormone short loop negative feedback delays puberty in the female rat.
Endocrinology 108; 1343-1352,

AGUADO, L.I. y OJEDA, S.R. (1984). Effect of selective removal of the adrenal
medulla on female sexual development. Biology of Reproduction 31:605-618.

AGUADO, L.I. y OJEDA, S.R. (1984a). Prepubertal ovarian fuction is finely
regulated by direct adrenergic influences. Role of noradrenergic inervation.
Endocrinology 114:1845-1853,

AGUADO, L.l y OJEDA, S.R. (1984b). Ovarian adrenergic nerves play a role
in maintaining preovulatory steroid secretion. Endocrinology 114:1944-1946.

AGUADO, L.I, PETROVIC, S.L. y OJEDA, S.R. (1982). Ovarian p-adrenergic
recerptors during the onset of puberty: characterizacion, distribution and coupling
to steroidogenic responses. Endocrinology 110: 1124-1132.

AHMED, C.C,, DEES, W.L. y OJEDA, S.R. (1986). The immature rat ovary |s
innervated by vasoactive intestinal peptide (VIP) containing fibers and responds to
VIP with steroid secretion. Endocrinoiogy 118: 1682-1689.

ANDREWS, WW. y OJEDA, S.R. (1877). On the feedback actions of estrogen

on gonadotropin and prolactin relase in infantile female rats. Endocrinolgy 101:
1617-1523

48



ESTATESIS O besk

SRR OE 1a g ey
ANDREWS, W.W., MIZEJEWSKI, G.J. y OJEDA, s.]ﬁus@g). D&Gelprg‘e;\éi*"cﬁ
estradiol-positive feedback on luteinizing hormone release in the female rat: A
quantitative study. Endocrinotogy 109: 1404-1413.

ANGELETTI, P.U., LEVI-MONTALCINI, R. y CARAMIA, F. (1972). Structural
and ultraestructural changes in developing sympathetic ganglia induced by
guanethidine. Brain Research 43: 515-525.

AYALA, Ma, E, y DOMINGUEZ, R, (1988). Ovulatory response to the
sequential administration of follicles stimulating hormone and human chorionic
gonadotropin by autografted ovary in unilaterally ovariectomized adult rat with
peripheral denervation induced by guanethidine treatment. La Revista de
Investigacién Clinica 40: 149-155.

BECU-VILLALOBOS, D. y LACAU-MENGIDO, |.M. (1990). Control hormonal
del desarrollo puberal en la rata hembra. Acta physiology pharmacology
Latinoamericana 40: 1-17

BLANDAU, R.J. y MONEY, W.L, (1943). The" attainment of sexual maturity in
the female albino rats as determinated by the copulatory response. Anatomical
Record 86: 215,

BOUSFIELD G. R., PERRY MW, y WARD, D.W, (1894). Gonadotropins
Chernistry and Blosynthesis. The physiology of reproduction. 2a ed. Ed. Knobil E.;
Neill, J.D. Raven Press, Ltd., New York. p.p. 1748-1782. :

BRAW, RH, y TSAFRIRI, A, (1980). Effect of PMSG on follicular atresia in the
immature rat ovary. Journal of Reproduction and Fertility 69: 267-272. '

BURDEN, H, W. (1978). Ovarian innervation. En; The Vertebrate Ovary.
Comparative Biology and Evolution. Ed. Jones, R.J.; Plenum Press, New York.;
London; p.p. 615-638. '

49



BURDEN, H.W. (1985). The adrenergic innervation of mammalian ovaries. En:
Catecholamines as hormone regulators. Eds. Ben Jonathan, N., Bahr, JM. y
Weiner, R.l; Raven Press, New Yark, p.p. 261-278.

CRUZ, M.E. (1990). Asimetria Hipotalamica en los mecanismos que regulan fa
funcion del ovario. Estudio experimental en la rata adulta. Tesis de Doctorado,
Doctor en Cienclas Fisioldgicas, UNAM., México.

CHAVES, R, CRUZ M. E., y DOMINGUEZ. R. (1987). Modifications of the
ovaian response to gonadotropins induced by catecholamine depletion in
vagotomized adult rat. Revista de Investigacion Clinica. 39:148-153.

DALKIN, A.C., BOWNE, G.A,, PIEPER, D.R.,, REGIANI, S.y MARSHALL, J.C.
(1981). Pituitary and gonadal gonadotropin-releasing hormone receptors during
sexual maturation in the rat. Endocrinology 108: 1658-1664.

DARNEY Jr, K., GOLDMAN, JM. y VANDENBERGH, J.G. (1992).
Neuroendocrine responses to soclal regulation of puberty in the female house
mouse, Neuroendocrinology 55: 434-443, '

DEES, W.L., AHMED, C.E. y OJEDA, S.R. (19886). Substance P-and vasoactive
intestinal peptide-containing fibers reach the ovary by independent routes.
Endoctinology 118: 638-641. '

DLUZEN, D., GUAN, X. y VANDENBERGH, J.G. (1892). Puberty accelsration
In female mice induced with a partially purified male urine: extract: effects on

catecholamine release from the aifactory bulbs and hypothalamus. Brain Research
585: 3687-371.

DOLHER, K.D. y WUTTKE, W. (1975). Changes with age in levels of serum
gonadotropins, prolactin, and gonadal steroids in prepubertal male and female
rats. Endocrinology 97. 898-907

50



DOMINGUEZ, R. y RIBONI, L. (1971). Failure of ovulation in autografted
ovary of hemispayed rat. Neuroendocrinology 7: 164-170,

DOMINGUEZ, R., y ZIPITRIA, D. (1980). Longterm effects of guanethidine
administration on the ovulatory response of the rat, IRCS. Medical Science, 8;352.

DOMINGUEZ, R, GAITAN, C.M., QUINTANAR, J.L., MENDEZ, S.A.
(1983) Diferente respuesta de la ovulacion inducida en rata prepuber, al bloqueo
beta-adrenérgico antes de ia administracidn de FSH o de la LH XXill Reunion de
la Sociedad Mexicana de Nutricidn y Endacrinologia. Libro de Restimenes 71,

DOMINGUEZ, R,, ZIPITRIA, D,, RIBONI, L., REVILLA, R. (1985).
Differences in the ability of reserpine and chlorpromazine to bock ovulation
throughout the estrous cycle of the rat. J. Interdisc. Cycle Res. 16,63-72.

DOMINGUEZ, R, CHAVEZ, R. Y CRUZ, M.E. (1991) "La regulacion del
crecimiento y del desarrollo del foliculo ovarico” En: Tdpicos Selectos en Biologia
de la Reproduccion. Ed: R. Dominguez , UNAM-M.A. Porrda, México, Cap 6, p.p.
137-190,

EVANS, B. y BURNSTOCK, G. (1979). Chronic guanethidine treatment of
temale rats including effects on the fetus. Journal of Reproduction and Fertility 56:
715-724. '

EVANS, B.K. (1979). influence of Neuranai Activity L_evels on the Cytotoxic
Effects Guanethidine. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics
208: 205-214

FINK, G. (1988). The endocrine control of ovulation. Sci. Prog. OX. 70:
403-423.

FLORES, A. y DOMINGUEZ, R. (1992). Noradrenergic peripheral

denervation of the female rat accelerates the positive fesdback mechanisms
resulting in pubertal ovulation, and blocks the moditications induced by

51



pubertal ovulation, and blocks the modifications induced by administration of
testosterone propionate at birth. Journal of Endocrinology 135: 415-420.

FLORES, A, AYALA, ME. y DOMINGUEZ, R. (1980). Does noradrenergic
peripheral innervation have a different role in the regulation ovulation in the
puberal and the adult rat?, Medical Science Research 18: 817-818,

FRANCE, E.S. (1979). Reversal by pargyline of reserpine block of induced
ovulation-direc ovarian effects. Neuroendocrinol, 6; 77-89.

FUNKESTEIN, B., NIMROD, A. y LINDNER, H.R. (1880). The developmen of
steroidogenic capabllity and responsivenes to gonadotropins in cultured neonatal
rat ovarles. Endocrinology 106: 88-106.

GOLDMAN, B.D. (1981). Puberty. En: Neuroendocrinology of Reproduction.
Ed. Adler, N.T. Plenum press, New York; London; p.p, 229-239.

GONZALEZ, M.E. (1994). Efectos agudos y cronicos de la seccion del Nervio
Ovirico Superior sobre.la concentracion de catecolaminas en el ovario de la rata
preplber. Tesis de Licenciatura, QFB, UNAM., México.

GOODMAN, G., y GILMAN, G. (1991). Bases Farmacolégicas de la
Terapéutica, 8a. de; Ed. interamericana, México. 1751.

HEATH, J.W. y BURNSTOCK, G. (1977). Selectivity of neuronal degeneration
produced by chronic guanethidine treament. Journal of Neurocytology 6: 387-405.

HIRSHFIELD, A.N. y DePAOLO, L.V. (1981). Effect of supression of the surge
of follicles-stimulating hormone with porcine follicular fiuid on foilicular

development in the rat. Journai of Endocrinology 88: 67-71.

HIRSHFIELD, A.N. y MIDGLEY, A.R. (1878). The role of FSH in the selection
of large ovarian follicles in the rat, Biology of Reproduction 19: 592-605.

52



JAIM-ETCHEVERRY, G. y ZIEHER, L.M. (1971). Permanent depletion of
peripheral noreplnephrine in rats treated at birth with 6-hydroxydopamine.
European Journal of Pharmacology 13: 272-276.

JOHNSON Jr., E.M,, O'BRIEN, F. y WERBITT, R. (1876). Modification and
characterization of permanent sypathectomy produced by the administration of
guanethldine to newborn rats, European Journal of pharmacology 37: 45-54.

LARA, H.E., McDONALD, J.K. AHMED, C.E. y OJEDA, S.R. (1980a).
Guanethidine-mediated destruction of ovarian sympathetic nerves disrupts ovarian
development and fuction in rats. Endocrinology 127: 2189-2208.

LARA, H.E., McDONALD, J.K. y OJEDA, S.R. (1890). Involvement of nerve
growth factor in female sexual development. Endocrinology 126: 364-375.

LAWRENCE, |E,, y BURDEN, HW. (1080). The origin of the extrinsic
adrenergic innervation to the rat ovary. The Anatomical Record 196:51-59.

LEFKOWITZ, R. J., HOFFMAN, B.B., y TAYLOR, P. (1991). Transmision
Neurohumoral deé los Sistema Nervioso Auténomo y Motor Somitico En: Bases
Farmacolégicas de la Terapéutica. Eds. Goodman, |.S. y Gilman, A. 8a ed,
Panamericana; México; p. 751. ‘ ' '

McCOMARCK, C. E. y MEYER, RK. (1964). Minimal age for induction of
ovulation with progesterone in rats: Evidence for neural control. Endocrinology 74:
793-799, ' ' :

McDONAL, J.K,, DEESW.L., AHMED,C.E., NOE, B.D. y OJEDA, 8.R. (1087).
Biochemical and immunocytochemical characterization of neuropeptide Y in the
immature rat ovary. Endocrinology 120: 1703-1710.

MORALES, L., CHAVES, R. y DOMINGUEZ, R. (1993). Participation of the
suparior ovarian nerve in the regulation of ovulation In the prepubsertal rat:

53



diferential effects of unilateral and bilateral section of the nerve. Medical Science
Research 21: 15-17,

MORALES, L., CHAVES, R. y DOMINGUEZ, R. (1993). La respuesta
ovulatoria al estimulo gonadotropico en hembras prepuberes depende de la
integridad del Nervio Ovarico Superior. XVill Reunion anual de la Academia de
Investigacion en Biologia de la Reproduccion. Libro de Resimenes. 309-313,

NEILSON, D., SEEGAR-JONES, G. WOODRUF, J.D. y GOLDBERG, B.
(1970). The innervation of the ovary. Obstetrical and Gynecological Survery 25:
889-904.

NICKERSON, M. y COLLIER, B. (1978). Farmacos que inhiben los nervios
adrenérgicos y los drganos que estos inervan, En: Bases Farmacoldgicas de la
Terapéutica. Eds. Goodman, L.S. y Gilman, A. 5a. ed; Interamericana; México;
p.p. 447-473,

OJEDA, §.R, y JAMESON, H.E. (1977). Developmental pattemns of plasma
and pituitary growth hormone (GH) in the female rat. Endocrinology 100: 881-889.

OJEDA, S.R. y URBANSKI, H.F. (1894). Puberty in the Rat. En: The
Physiology of Reproduction. 2a. Ed. Eds Knobil, E. y Neill, J.D. Raven Press,
Lid., New York, USA pp.363-409 ' }

OJEDA, 8.R., AGUADO, L.}, y SMITH-WHITE, S. (1983). Neuroendocrine
mechanisms controlling the onset of female puberty: The rat as a model.
Neuroendocrinology 37: 306-313.

OJEDA, S.R,, URBANSKI, H.F, y AHMED, C.E. (1986). The onset of
female puberty: Studies in the rat. Recent Progress in Hormone Research 42:
385-440.

OJEDA, S.R, URBANSKI, H.F, ROGERS, L.C., GONZALEZ, D, y
FAHRENBACH, W.H. (1989). Neuroendocrine control of female puberty:



Function. De Neurology and Neurobiology. Eds. Lakoski, J.M. Pérez-Polo, J.R.
Rassin, D.K. Liss., A.R. Inc., New York, USA. pp.61-67.

PARKER, C.R. Jr, COSTOFF, A. MULDOON, T.G. y MAHESH, V.B. (1976).
Actions of pregnant mare serum gonadotropin in the immature female rat:
Correlative changes in hlood steroids, gonadotropins, and cytoplasmatic estradiol
receptors of the anterior pituitary and hypothalamus. Endocrinology 98; 129-138.

PITZEL, L., JARRY, H. y WUTTKE, W, (1991). Effects of Substance-P and
Neuropeptide-Y on in Vitro Steroid Release by Porcine Granulosa and Luteal

Cells. Endocrinology 129: 1059-1065.

QUINN, D.L. y ZARROW, M.X. (1964). Inhibition of pregnant mare's serum
induce ovulation in the immature rat. Endocrinology 74: 309-313.

QUIROZ, U. (1894). Efectos de la desnervacion catecolaminérgica realizada
durante |a etapa fetal sobre la pubertad espontanea de la rata hembra o macho.
Tesis de Licenciatura. Bidlogo, UNAM., México,

RAMALEY, J. A. (1878). Development of gonadotropin regulation in the
prepubertal mammal. Biology of Reproduction 20:1-31.

RAMALEY, J.A. y PHARES, C.K. (1980). Delay of puberty onset in females
due to suppression of growth hormone. Endocrinology 106:1888-1993,

RAMIREZ, V.D. (1873). Endocrinology of puberty. En Handbook of Physiology.
American Physiological Society Vol Il. Cap 1 Washington: p.p. 1-28.

RAUM, W.J.,, GLASS, AR. y SWERDLOFF, R.S. (1980). Changes in
hypothalamic catecholamine neurotransmitters and pituitary gonadotropins in the
immature female rat: reiationships to the gonadostat theory of puberty onset.
Endocrinology 103: 1253-1258.

55



RICHARDS, J.S. y BOGOVICH, K. (1982). Effects of human chorionic
gonadotropin and progesterone on follicular development in the inmature rat.
Endocrinology 111: 1429-1438.

RODRIGUEZ, C. R. (1984). Vadémecum Académico de Medicamentos.
Tomo I; UNAM; México; p. 418.

ROSAS, P, ARGUELLO, M.S. y DOMINGUEZ, R. (1989). Effects of
noradrenerglc peripheral denervation spontaneous or induced puberty in normal
and hypothymic hairiess female mice. Medical Science Research 17: 285-286.

SAHU, A., PHELPS, C.P., WHITE, J.D., CROWLEY, W.R,, KALRA, S.P. y
HALRA, P.§. (1092). Sleroidal Regulation of Hypothalamic Neuropeptide Y-
Release and Gene Expression. Endocrinology 130: 3331-3336.

SABAMOTO, 8. y JOHKE, T. (1878). FSH and LH release during the first
ovulation period of immature rat pretreated with PMS. Blology of Reproduction 13
195-202,

SASAMOTO, 8., HARADA, 8. y TAYA, K. (1877). Selective release of
follicles-stimulating hormone during the period of ovulation induced by human
chorionic gonadotrophin in dioestrus rat. Journal of Endocrinology 75:178-180.

SAWAMOTO, J. y SABAMOTO, 8. (1073), Follicular development after the
first ovulation in inmeture rets pretreated with PMSG. Endocrinologia Japdnica.
20: 581-585.

SCHWARTZ, N.B. (1874). The role of FSH and of their antibodies on
follicles growth and ovulation. Blology of Reproduction 10: 238-272.

SHAND, D.G., MORGAN, D.H. y OATES, J.A. (1973). The release of
guanethidine and bethanidine by splenic nerve stimuiation: a quentitative
evaluation showing dissociation from adrenergic blockade. Journal of
Pharmacoiogy and Expsrimental Therapeutics 184: 73-80

56



TAYA, K., SAWAMOTO, J. y SASAMOTO, S. (1974). The effects of the
initial age and body weight on PMS-induced ovulation In inmature rats. Japan
Journal of Animal Sclence 20:1-6.

URBANISKI, H. F. y OJEDA, S.R. (1986). The development of afternoon
minisurges of luteinizing hormone secretion in prepubertal female rats. is ovary
dependent. Endocrinology 118:1187-1193

VILLAVICENCIO, J., FLORES, A. y DOMINGUEZ, R. (1993). Age
dependence of the ovulatory response o gonadotropins in pubertal.rats, Medical
Science Research,, 21,89-71

WELSCHEN, R. y DULLAART, J. (1974). Serum concentrations of foliicles-
stimulating hormone and luteinizing hormone after unilateral ovariectomy in the
aduit rat. Journal of Endocrinology 63: 421-422.

WELSCHEN, R. y DULLAART, J. (1976). Administration of antiserum
against ovine foliicle-stimulating hormons or ovine luteinizing hormone at pro-
osstrus In the rat.: EMects on follicular development during the oncoming cycle.
Journal of Endocrinology 70: 301-306.

ZARROW, M. X. y WALSON, E.D. (1981). The influence of age on
euperovulation in the inmature rat and mouse. Endocrinology 69: 851-855

ZARROW, M. X., BRODY, PN. y CLARK, JH. (1971). Plasma
progesterone (evels in the pregnant mare's serum (PMS)-treated inmature rats.
Fertility and Sterility. 22: 790-703.

ZARROW, M. X., y QUINN, D.L. (1963). Superovulation in the inmature rat

following treatment with PMS alone and inhibitlon of PMS-induced ovulation,
Journal of Endocrinology 26: 181-188.

57



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Planteamiento del Problema   Hipótesis
	Objetivo General   Objetivos Particulares
	Materiales y Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía

