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RESUMEN

Existen evidencias en la literatura que muestran la participacion de la
inervacion catecolaminérgica en regulacién de las funciones del ovarie, como son la
esteroidogénesis y el crecimiento folicular, la cual varia a lo largo de la vida del
individuo. En la rata, esta inervacion aparece desde la etapa felat y poco se sabe
acerca de su participacion en l0s mecanismos de regulacién de la génada fetal y
durante las etapas tempranas del desarrollo posnatal. Por lo cual, en este trabajo se
decidid analizar en |a rata el efeclo de |a eliminacion farmacologica de estas fibras
desde el dia 13 de vida fetal sobre el crecimiento y diferenciacion folicular,

Se utilizaron ratas prefiadas de la cepa ClI-ZV a las que se les inyecid
a los 13, 15 17 y 20 dias, 20 mg/kg i.p. de guanetidina (GTD) o 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) y en el caso de los animales testigo se les inyectd un
volumen equivalente de solucidn salina (NaCl al 0.9 %). Se evalué la duracion de la
prefiez y el numero de crias nacidas vivas o muertas, Las crias se sacrificaron por
decapitacion al nacimiento, a los 10, 20, 30 dias de edad o al primer estro vaginal.

La denervacion realizada con GTD o 6-OHDA no modifico
significativamente la duracion de la prefiez, ni €l niUmero de crias nacidas vivas o
muertas.

En los animales tratados con GTD y sacrificados al nacimiento
disminuyd la concentracion de noradrenalina del bazo por debajo de la sensibilidad
del método. En los tratados con 6-OHDA se depletd en el timo y en el hipotalamo la
dopamina. Se observd un efecto diferencial de los farmacos, mientras que la GTD
afectd al sistema noradrenérgico, la 6-OHDA dafid al dopaminérgico.

En comparacidon con el grupo inyectado con solucidn salina, no se
modificé el peso corporal de los grupos con denervacion periférica inducida con
GTD. En tanto que en los tratados con 6-OHDA se observd incremento significativo
en tos sacrificados al nacimiento (7.0 £ 0.2 vs, 5.0 £ 0.2, p<0.05), a los 10 dias (19.5
+ 0.4 vs. 15.5 £ 1.4, p<0.05), y al primer estroc vaginal {(115.0 £+ 2.3 vs. 1045+ 2.9,
p<0.05).

En los animales con simpatectomia provocada por la administracion de
GTD se relrasd la edad de apertura vaginal (48.1 £ 1.1 vs 44.0 £ 1.3, p<0.05)
acompanada de una disminucién en la concentracion sérica de P4 tanto a los 30 dias
(1.7 £ 0.1 vs 2.4 + 0.2, P<0.05) como al primer estro vaginal (1.5 + 0.2 vs 3.4 £ 0.4,
p<0.05); la concentracion sérica de estradiol no se modificd en ninguna de las
edades evaluadas y la de testosterona disminuyd a los 10 dias (0.019 + 0.002 vs
0.156 + 0.057, p<0.05) y a los 20 dias de edad (0.024 + 0.008 vs 0.25 t 0.07,
p<0.05). En los animales tratados con 6-OHDA no se retraso la edad de apertura
vaginal, la concentracién sérica de estradiol presentd un incremento a los 10 dias de
edad (43.2 + 4.9 vs 8.421.5, p<0.05), mientras que la concentracién de testosterona




disminuyd a los 20 dias (0.033 + 0.018 vs 0.25 + 0.07, p<0.05) y a los 10 dias la
concentracion estuvo por debajo de Ia sensibilidad del método.

La concentracion de noradrenalina ovérica en los animales denervados
sdlo se modifict en el ovario izquierdo. Al nacimiento se presentd un incremento en
los animales tratados con GTD {0.72 + 0.09 vs 0.34 + 0.07, p<0.05) o al primer estro
en el grupo con 6-OHDA (0.93 + 0.0.04 vs 0.77 % 0.02, p<0.05). En los animales
denervados con B-OHDA se presentd una deplecion de la concentracion de la
dopamina en amhos ovarios a los 30 dias. Y en los tratados con GTD se observo un
incremento en el ovario izquierdo al primer estro vaginal (0.09 + 0.01 vs 0.03 £ 0.01,
p<0.05).

El nimero de foliculos totales fue mayor a los 10 dias de edad en los
animales tratados con GTD {613.0 £ 50.8 vs 386.0 £ 72.9, p<0.05}). Este incremento
correspondio a los foliculos atrésicos menores de 70 um de diametro (174.3 + 40.6
vs 41.3 £ 15.7, p<0.05). En los animales tratados con 6-OHDA se presentd a los 10
dias una disminucién en el nimero de foliculos sanos {(137.0 + 34.8 vs 257.7 + 30.3,
p<0.05) como consecuencia de una disminucidn en el nimero de foliculos menores
de 70 um (28.0 £ 11.0 vs 150.7 £ 46.5, p<0.05) y un incremento al primer estro
vaginal en el nimerec de foliculos sanos (187.0 £ 3.1 vs 126.7 £ 5.5, p<0.05).

En los animales recién nacidos la concentracion de catecolaminas en
la médula suprarrenal se incremento tanto en (0s animales tratados con GTD como
con B-OHDA, el incremento de dopamina llegd a ser mas del doble del contenido
registrado en el grupo con vehiculo. En cuanto a la neradrenalina el incremento fue
del triple en ambos grupos con denervacion. Finalmente, en el caso de la adrenalina
el incremento en los animales con administracion de GTD o 6-OHDA fue de mas del
doble con respecto al grupo testigo.

Estos resultados nos permiten  plantear que la inervacion
noradrenérgica, presente desde la etapa fetal, estimula los mecanismos
neuroenddcrinos que conflévan al inicio de la pubertad. Es probable que esta
inervacién module de manera estimulatoria el crecimiento y diferenciacion de los
foliculos pequefos, al estimular la aparicion de receptores a gonadotropinas.




INTRODUCCION

Pubertad

En Ia actualidad no se cuenta con una definicion de 1a pubertad que
sea aceptada por todos los expertos del drea. Sin embargo, se sabe que este
proceso involucra el crecimiento y la maduracidon de los érganos genitales y el
desarrollo de los caracteres sexuales secundarios 10 cual le permite al individuo
adquirir la capacidad de reproducirse sexualmente. En el humano y en los primates
superiores la primera menstruacion es la sefal que determina que la hembra ha
alcanzado la pubertad (Plant, 1994).

QOjeda y col., (1980 a,b) plantean que en la rata hembra la sefal que
indica el inicio de su funcion reproductora es la canalizacion de la vagina y la
primera ovulacion, que suele producirse un dia después del incremento brusco y
caida de las gonadetropinas, referido como “pico preovulatorio” {Figura 1). Con base
a parametros morfo-fisioldgicos relacionados con el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada
se ha dividido el desarrollo de la rata hembra en cuatro etapas, desde el nacimiento
hasta el inicio de la pubertad (Ojeda y col. 1980 a,b). Sin embargo, existen una serie
de evidencias experimentales que hacen pensar que desde la etapa fetal, se

producen una serie de eventos que son determinantes en &l inicio de la pubertad.

Etapa Fetal: En esta etapa se presentan algunos evenlos anatomo-fisiologicos
encaminados a la maduracién del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada. En e! dia 12 de
gestacién se ha podido detectar en el cerebro por métodos inmunoreactivos |a
localizacidon de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH). Las
concentraciones hipotalamicas de éste péptido permanecen bajas hasta alrededor
de los dias 17 y 18, momento en el cual comienzan a incrementarse hasta el
nacimiento. En el hipotdlamo medio basal y en el area predptica empieza a

incrementarse la aclividad de la aromatasa P-450 {(enzima que aromatiza los




andrigenos a estrogenos) a partir del dia 16, alcanza un maximo a los 19 dias para
disminuir después del nacimiento a concentraciones muy bajas pero detectables,
{ Lephart y col., 1992). Por otra parte, por {écnicas de histofiuorescencia en el
hipotalamo se ha mostrado la aparicion de fibras catecolaminérgicas a partir del dia
15 de desarrollo fetal. Un dia después comienza a tener la capacidad de sintesis,
liberacion y recaptura de catecotaminas {Borisova y col., 1991). En la hipdfisis es
posible detectar a la hormona Iuteinizante {LH) desde el dia 17, mientras qua la
hormona estimulante del foliculo (FSH) a partir de los dias 19 al 21. En el ovario se
ha podido detectar, por método de inmunohistoguimica, la presencia de fibras
catecolaminérgicas a partir de los 19 dias del desarrollo fetal (Malamed y co!., 1892).

Etapa Neonatal: abarca desde el nacimiento hasta et dia 7 de vida. En esta etapa el
eje hipotalamo-hipdfisis-ovario aun es inmaduro. En los primeros cince dias de vida
el ovario de la rata no responde a la administracion con gonadotropinas. Existen
evidencias de que el crecimiento folicular se inicia de manera independiente de
estas hormonas, dado que en los primeros cuatro dias de vida no se han formado
los receptores a éstas, aunque existen los foliculos preantrales (Peter, 1970). Ain
no es funcional el mecanismo de retroalimentacién inhibitorio ejercido por los
estrogenos sobre el hipotalamo y |a hipdfisis, debido a que la mayor parte de estas
hormonas se encuentran unidas a la alfa-fetoproteina {proteina que tiene una alta
afinidad a los estrégenos) por lo que en los primeros dias dé vida, las
concentraciones plasmaticas de las gonadotropinas permanecen elevadas {(Qjeda y
col., 1986).

Etapa Infantil: inicia en el dia 8 y termina a los 21 dias de vida. Se caracteriza por
concentraciones plasmaticas muy altas de la FSH, mientras que la liberacion de |a
I.H es en forma de “picos esporadicos™ (Dohler y Wuttke, 1974; Mackinnon y col.,
1976; Wuttke y col., 1980). Las concentraciones altas de FSH son fundamentales
para el reclutamiento y crecimiento de los foliculos que llegaran a ovular en la
pubertad (Hage y col., 1978; Ojeda y col., 1980a). A partir del dia 15 de vida




disminuye ta concentracion de FSH plasmatica y desaparecen los “picos” de LH
(Rivier y Vale, 1987, Sander y col., 1987). La concentracion de estrogenos libres
aumenta a partir del dia 16 de vida, como respuesta a la disminucién en fa
concentracion plasmatica de la alfa-fetoproteina. En esta etapa el dtero es capaz de

responder a la estimulacion con estrégenos (Ojeda y col., 1986).

Etapa Juvenil: abarca del dia 21 al 30 de vida. En esta etapa continda
disminuyendo la concentracion plasmatica de FSH. Al inicic de esta etapa las
concentraciones de LH son bajas y constantes, posteriormente, comienza a
secretarse en forma puisdtil y a incrementar sus concentraciones y la amplitud de
sus pulsos. Se establece asi un ritmo de secrecion circadico {Andrews y Ojeda,
1981; Meijs- Roelofs y col., 1983; Urbanski y Ojeda, 1983). Se ha descrito que en el
ovario se presentan ondas de crecimiento y atresia folicutar, En esta etapa del
desarrollo en el ovario de la rata, no se observan foliculos preovulatorios. Es al final
de esta etapa e inicio de la peripuberal, en donde se puede observar en la luz del
Utero la acumulacién de liquido come una de las sefiales de la actividad estrogénica
(Ojeda y col., 1986).

Etapa Peripuberal: su duracion es variable y culmina con la primera ovulacion. En
el ovario se incrementa el nimero de receptores a la FSH y LH 1o que se traduce en
una maxima respuesta esteroidogénica (Urbanski y Ojeda 1987; Ojeda y Urbanski,
1994). En consecuencia se incrementan fas concentraciones plasmaticas de
testosterona, progesterona y estradiol; ésta Gltima estimula la canalizacion vaginal.
Las altas concentraciones de esteroides plasmaticos estimufan al hipotdlamo para la
secrecion sincronizada de la GnRH que culmina con la liberacion preovulaloria de

{as gonadotropinas y la primera ovulacion.
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Figura 1. Secuencia de eventos que se suceden en el Sisterna Nervicso Central (SNC), Ia hipofisis y el ovario
previos al pico preovulatorio de las gonadotropinas en la rata hembra. Los numeros indican la secuencia en la
cual se producen estos eventos. La linea discontinua representa las 12:00 h del primer proestro. GnRH:
hormona liberadora de las gonadotropinas, LH: hormona luteinizante, FSH: hormona estimulante del foliculo,
PRL: prolactina, GH: hormona de crecimiento (Tomado de Ojeda y Urbanski, 1994},
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Catecclaminas

Las catecolaminas son moléculas que actian como neurotransmisores
y hormonas, gue son sintetizadas por el sistema nervioso central y periférico y por
las células cromafines de las suprarrenales (Weiner y Molinoff, 1994). En el ovario
tas catecolaminas estimulan fa esteroidogénesis, por la activacién de receptores f3-
adrenérgicos. En el foliculo ovarico favorecen la contraccion de las células
musculares, por aclivacion de receptores a-adrenérgicos (Kannisto y caol., 1985}).
Estos resultados permiten sugerir que las catecolaminas estimulan la ovulacion. En
el aparato reproductor las catecolaminas modulan el flujo sanguineo. (Marshall,
1973).

Las catecclaminas son sintetizadas a partir de su aminoacido precursor, fa
tirosina, mediante una secuencia de reacciones enzimaticas. La tirosina se
encuentra normalmente en 1a circulacion sanguinea y la biosintesis se inicia con fa
adicién de un grupo hidroxilo en la posicion meta def amineacide, por la accién de la
tirosina hidroxilasa (TH) para formar asi la 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA, ver
Figura. 2). Esta es converlida a dopamina (DA) por la DOPA descarboxilasa. En las
neuronas dopaminérgicas es {a parte final de la via biosintética, mientras que en las
neuronas noradrenérgicas esta DA es usada como sustrato para que la dopamina-f3-
hidroxilasa (DBH) la convierta a noradrenalina (NA). En algunos grupos de neuronas
del sistema nervioso central y 1as células de la médula suprarrénal en las cuales la
adrenalina (A) es la neurchormona primaria, la feniletanolamina N-metiltransferasa
(PNMT) cataliza la conversion de noradrenalina a adrenalina (Weiner y Molinoff,
1994).
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Figura 2. Biosintesis de las catecolaminas. A un lado de las flechas se indica
el nombre de las enzimas que intervienen en la sintesis. Tomado de Weiner y
Molinoff, 1994. '




Inervacién del tracto reproductivo

En los mamiferos ta inervacién simpatica llega al ovario por dos rutas
independientes: el plexo ovarico a lo largo de la arteria ovarica y el nervio ovarico
superior por el ligamento suspensorio (Figura 3; Lawrence Jr. y Burden, 1980). Los
somas de las fibras simpaticas preganglionares se localizan en los segmentos T-10
y T11 de la médula espinal, mientras que los de fas fibras postganglionares se
originan del plexo celiaco o renal. Estas fibras se consideran como neuronas
simpaticas “largas” ya que sus somas no se encuentran cerca del drgano efector
(Burden, 1985). En el ovaric de la rata esta inervacién a;j:arece a los 16 dias de vida
fetal (Ojeda y col, 1986). Adicional a las fibras simpaticas, fibras sensoriales
acompanan a aquellas y penetran el corddn espinal al nivel T-10. La inervacion
parasimpatica del ovario es aportada por el nervio vago, cuyos somas se encuentran

anivel T-10 y T11 de la médula espinal (Burden, 1978).

Se ha encontrado inervacion de tipo peptidérgica que llega al ovario
via plexo ovérico, tal es el caso del neuropéptido Y (NPY), de |a substancia P (SP) y
el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), mientras que, las fibras
del péptido intestinal vasoactivo {VIP) son fransportadas por el nervio ovarico
superior {Ahmed y col., 1986; Calka y col., 1988; Dees y col., 1986; McDonald y col.,
1987).

Se ha mostrado por inmunchistofluorescencia que los nervios
catecolaminérgicos se encuentran en relacién estrecha con las células epiteliales de
los foliculos primordiales, en |la glandula intersticial v en la teca folicular, sin tener
contacto con las células de la granulosa ni las del cuerpo Iateo (Burden, 1985,
Papka y col., 1985). Las fibras VIP ergicas s& encuentran ocasionalmente asociadas
a pequefias arterias y a foliculos primordiales, son mas frecuentes en la teca de
foliculos antrales, en la glandula intersticial y en contacto con la tinica adventicia de

las venas (Ahmed y col., 1986). La mayoria de las fibras nerviosas que transportan a




la sustancia P, se localizan en asociacion con arlerias y arteriolas ovaricas y
algunas con la teca de los foliculos en crecimiento (Dees y col.,, 1986; Papka y col.,
1985). Las fibras del neuropéptido Y se localizan alrededor de los vasos
sanguineos, en la glandula intersticial y entre los foliculos (McDonald y col., 1987;
Papka y col,, 1985). También se ha reportado la presencia de fibras positivas a
acetil-colinesterasa (AChE) las cuales se encuentran principalmente en el estroma y

asociadas a vasos sanguineos (Papka y col., 1985).

Inervacién del oviducto

El oviduclo recibe inervacion simpatica y parasimpatica; la inervacion
simpética proviene de los nervios hipogastricos y ganglios mesentéricos (superiores
e inferiores) y la inervacién parasimpatica por los nervios pélvicos y sacrates (Paton
y col., 1978). Las fibras simpaticas que inervan a los aviductos, el Utero y la vagina
son consideradas como neuranas simpaticas “cortas” ya que sus somas se localizan

cerca del érgano efector (Burden, 1985).

En el oviducto las fibras positivas a AChE forman un plexo, dispuestas
de forma longitudinal y circular, se ramifican hacia los fasciculos musculares y las
arterias. En la muscularis se encuentran fibras noradrenérgicas y NPY'ergicas en
asociacion a arterias oviductales. Algunos nervios VIP'ergicos se encuentran en la
pared oviductal, mientras que las fibras inmunoreactivas a SP forman un plexo mas
prominente cuyas fibras estan dispuestas principalmente alrededor del oviducto
{Papka y cal., 1985).




#u’” .

‘ Ligamento
Q 1— suspensorio

H— Nervio ovarico
superior

Vena
ovanica

Figura 3. Trayecto del nervio ovérico superior y del plexo ovarico en la rata.
Modificado de Klein y col., 1983.
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Inervacion del utero

La inervacion extrinseca del Utero deriva de los nervios ovaricos, del
ganglio cervical uterino y de las ramas simpalicas lumbares {Baljet y Drukker, 1980).
Se han observado fibras positivas a AChE en el musculo liso del mesomstrio
asociadas con los vasos sanguineos o como ramas nerviosas individuales. En el
miomeatrio, los axones estan dispuestos de forma paralela a las fibras musculares,
tanto circulares como |ongitudinales. En el endometrio se localizan asociadas a los

vasos sanguineos (Papka y col,, 1985),

Las fibras noradrenérgicas entran al érgano y viajan libremente en el
mesometrio 0 acompanan a las arterias mesometriales. En el mesometrio las ramas
finas de estas fibras, provenientes de los troncos paravasculares, forman un angulo
recto y viajan paralelas a los fasciculos musculares lisos y a las arterias. En los
cuernos uterinos las fibras inmunoreactivas a NPY, VIP y SP forman plexos
moderadamente densos. La distribucion de estas fibras dentro de las tres capas del

atero son muy similares a las colinérgicas y noradrenérgicas (Papka y col., 1985),

Inervacion de la vagina

Los nervios de la vagina derivan del gangiio cervical uterine, del plexo
nervioso ganglionar del mesometrio y del nervio pudendo (Baljet y Drukker, 1980).
En la vagina las fibras se organizan formando troncos grandes que penetran en la
pared del organo y se ramifican formando troncos mas pequefios, algunas de las
fibras viajan de manera paralela y circunferencial a lo largo del eje del érgano, otras
se proyectan en la muscularis y en |la mucosa, mientras que ofras forman plexos

paravasculares o perivasculares (Papka y col., 1985).
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La inervacion noradrenérgica es moderadamente densa y se encuentra
orientada de forma paralela a [o largo del eje del drgano. Se localiza de manera
paravascular o perivascular, aunque también hay redes de fibras individuales que
se localizan en {a muscularis. Se han descrito nervias inmunoreactivos a NPY, VIP y
SP, cada uno de estos nervios forman plexos relativamente densos y presentan una
orientacién y localizacion muy semejante al de las fibras colinérgicas vy

noradrenérgicas (Papka y col., 1985).

Inervacion simpatica de otros érganos periféricos

Existen otros érganos que también reciben inervacion simpatica, entre
los cuales se encuentran el bazo y el timo, dos drganos pertenecientes al sistema
inmunologico. El bazo y el timo son inervados por fibras postganglionares de la
cadena simpéatica, como de! ganglio colateral. En el caso del bazo el aporte proviene
del ganglio celiaco-mesentérico superior, mientras que para el timo es del ganglio
cervical superior. Los cuerpos celulares preganglicnares se encuentran en la
columna de células intermediolaterales de la médula espinal, por ejemplo para el

bazo se ubican al nivel T6-T12 (Felten y col., 1988).

En el bazo las fibras penetran al érgano formando el nervio esplénico
el cual sigue el trayecto del sistema vascular {Felten y col., 1988}. En la rata recién
nacida estas fibras se localizan asociadas a la arteria y vena centrales. En los dias
subsecuentes esta inervacidn alcanza toda la zona vascular y perivascular,
extendiéndose también por el parénquima de la vaina linfatica periarteriolar y a lo
largo del seno marginal, mas tarde alcanzan a inervar la capsula (Ackerman y col,,

1987, Bellinger y col., 1987, Felten y col | 1987).




Las fibras que penetran al timo forman un plexo nervioso; algunas
fibras se continttan con la vasculatura dentro de la corteza del tejido, mientras que
otras forman un plexo capsular y subcapsular. La inervacién del timo esta confinada
casi exclusivamente a la corteza con muy pocas o ausencia de fibras en la médula
(Felten y col., 1988). En el timo mediante esludios de histofluorescencia desde e! dia
18 de gestacion, se han demostrado la presencia de fibras catecolaminérgicas
adyacentes a los timocitos (en la porcién mas superficial de la corteza), y a células
epiteliales (en la porcién mas profunda de la corteza y en la médula). La denstdad
de esta inervacion se incrementa durante el desarrolio posnatal (Leposavic y cof.,
1992).

Crecimiento folicular

En los mamiferos durante el desarrollo embrionario de fa gonada
femenina se forma un numero determinado de células germinales. En el ovario estas
células antes de iniciar la meiosis son conocidas como ovogonias, las cuales
aumentan en ndmero por actividad mitdtica para formar un nimero determinado de
ovocitos. Este incremento esta limitado durante la etapa fetal y poco después del
nacimiento. Después la avogonia se diferencia en ovocito e inicia {a meiosis, este
proceso se detiene en la profase de |la primera division meiética; en este estado los
ovocitos se denominan como ovocitos primarios. En la mayoria de los mamiferos la
meiosis se reinicia hasta la pubertad. Una vez que los ovocitos han entrado en la
meiosis, se inicia la formacion de los foliculos ovéricos, es decir 1a foliculogénesis.
Este proceso se inicia en la regidn medular del ovario, los ovocitos que se
encuentran agrupados en el interior de los cordones sexuales, empiezan a ser
separados por las células epiteliales formando asi los primeros foliculos. Los
ovocitos situados en la region cortical también son separados por células epitehiales

y forman foliculos que servirdn como reserva (Merchant, 1991; Van Voorhis, 1998).




En el humano la foliculogénesis se inicia durante la etapa fetal, entre
el 5°y 6° mes de gestacion (Merchant, 1991), mientras que en los roedores y
conejos se inicia en el periodo posnatal (Fortune, 1994).Por ejemplo, en la rata a las
24 hrs. de vida practicamente no hay foliculos, pero a las 36 hrs. se observan mas
de 500 foliculos y este numero casi se triplica a las 48 hrs. de vida posnatal
{Malamed y col., 1992).

El inicio del desarrollo folicular esta marcado por la transformacion de
las células de la granulesa planas a cuboidales. El foliculo con una sola capa de
células de la granulosa cuboidales es denominado como foliculo primario.
Posteriormente continda el crecimiento del ovocito y la mitosis de las células de la
granulosa para formar dos o tres capas, por otra parte el estroma ovarico se
organiza dentro de las capas de |a teca, en este estado de desarrollo se denomina
foliculo preantral. En los foliculos antrales el ovocite ha alcanzado su completo
crecimiento, presenta varias capas de células de la granulosa, un antro lleno de
fluido y capas tecales bien diferenciadas. Ei foliculo preovulatorio o de Graaf es el
que ha alcanzado su diametro maximo y responde al “pico” preovulatorio de
gonadotropinas (Hsueh y col., 1994). Estos foliculos crecen por grupos y de manera

gradual hasta culminar con la ovulacién o con su degeneracion (atresia).

La atresia es el proceso mediante el cual los foliculos son eliminados
antes de alcanzar la ovulacion, este fenémeno se puede presentar én cualquiera de
las etapas de desarrollo del foliculo. El mecanismo molecular que conduce a la
degeneracion del foliculo, es la apoptasis 0 “muerte celular programada”™. Se han
descrito una serie de caracteristicas fisicas y bioquimicas gque indican que un
foliculo ha entrado a la atresia. Con base en parametros morfolégicos los foliculos
antrales atrésicos se han dividido en tres estados (Hsueh y col., 1994, Tiliy, 1996):
Estado I.- Menos del 10 % de las células de la granulosa presentan nucleo pichotico,

algunas mas ya no enfran en mitosis, hecho que se ve apoyado experimentalmente




por una reduccién en la incorporacion de timidina tritiada (H') de las células de la
granulosa.

Estado /l.- Se incrementa el ndmero de células de ia granulosa que presentan
nucteo picndtico (10% al 30%), pocas de ellas entran en mitosis y algunas se
localizan en el antro folicular {descamacion celular). La membrana basal pierde su
integridad es posible ver la presencia de leucocitos en el estrato granuloso. Si el
estado de atresia es muy avanzado el foliculo no puede recuperar su viabilidad, ni
adn con la administracion de la gonadotropina del suero de yegua prefiada (PMSG).
Estado Ifl.- La reduccion de células de la granulosa es mayor, pierden |a capacidad
de entrar en mitosis y el foliculo se colapsa. La capa de [a teca se hipertrofia y las
células presentan en su citoplasma golitas de lipidos. El ovocito puede experimentar
rompimiento de la membrana germinal. En ia oveja y en la rata los ovocitos de
foliculos atrésicos no pierden la capacidad de ser fertilizados y continuar con el

desarrollo embrionario.

Ademéas de los cambios morfoldgicos que se presentan en los foliculos
atrésicos, se han determinado una serie de modificaciones biogquimicas:
~ Enlas células de la granulosa disminuye la sintesis de ADN y posteriormente se
fragmenta, como resultado de la activacion de las endonucleasas.
> Disminucion tanto en el numero de receptores a gonadctropinas como de la
respuesta def foliculo a su estimulo.
> Moadificacion de la respuesta esteroidogénica: disminuye la sintesis de estrogenos
y aumenta la produccion de progesterona como resultado de la disminucion de la
actividad de la aromatasa y de ia Cy7,20-liasa.
» Aumento de la concentracién de andrégenos en el antro folicular.
> Incremento en la sintesis de proteinas que se unen al factor de crecimiento

semejante a la insulina (IGFBPs).




A la fecha no han sido esclarecidos completamente los mecanismos
involucrados en la regulacion de la foliculogénesis, del crecimiento y la seleccion de
los foliculos que llegarén a avular. Hirshfield y Midgley Jr. {(1978) sugieren que el
“‘pico” de FSH es una de las senales hormonales que participan en la seleccion de
los foliculos gue estarian destinades a ovular en el ciclo subsecuente. Se ha
postufado que ademas de las gonadotropinas existe una serie de factores
neurotréficos que modulan estos procesos (Dissen y col., 1991 y 1992, Malamed v
col., 1992; Ojeda y col., 1992).

El factor de crecimiento neural (NGF), la neurotensina 3 (NT-3), la
neurotensina 4-5 (NT- 4 / 5), 1a neurotensina 6 (N6) y el factor neurotréfice derivado
del cerebro (BDNF) son factores neurotrdficos pertenecientes a una familia de
neurotrofinas. Los tres primeros factores, asi como sus receptores, se han localizado
en el ovario. Las acciones bioldgicas de las neurotrofinas son mediadas por
receptores que se encuentran acoplados a la lirosina cinasa y que son codificados

por miembros de la familia del protooncogene trk (Dissen y col., 1891, 1995 y 1996).

En el ovaric de |a rata el receptor de baja afinidad para el NGF, el p75
NGFr se ha localizado principalmente en la teca de los foliculos en diferentes
estados de desarrollo. Al nacimiento se observa un incremento en el RNAm que
codifica para la sintesis del receptor p75 NGFr y permanece elevado durante la
foliculogénesis (Dissen y col., 1995). Recientemente se reporté que en el ovario de
primates adultos se localiza una subpoblacion de celulas semejantes a neuronas, las
cuales presentan inmunoreactividad a ta TH {enzima limitante en la sintesis de
catecolaminas) y al receptor p 75 NGFr (Dees y col., 1995). Dissen y col, en
resultados no publicados (citado en Dissen y col., 1991) sefalan que el contenido de
receptores a NGF esta correlacionado con el grado de atresia folicular, donde el
foliculo mas atrésico presenta un menor contenide de receptor al factor de

crecimiento neurotréfico.



Aunado al control que ejercen fas neurotrofinas sobre el crecimiento
folicular, también participan en este proceso péptidos y factores de crecimiento. Uno
de los péptidos involucrados en las funciones del ovario es el VIP. El cultivo de
células ovéricas provenientes de ratas de 30 dias, tratadas un dia antes con 2 ui de
PMSG incrementa la secrecion de esitrogenos en la fase del proestro, en presencia
del VIP (Ahmed y col., 1986). En ovarios felales de rata este péptido incrementa la
formacion de AMPc v Ia actividad de la aromatasa (George y Ojeda, 1987). Johnson
y col., (1994), mostraron que las células de la granulosa de gallina en cuitivo con
VIP sdlo o en presencia de la FSH incrementa la actividad de las enzimas P450 scc
y la P 450 17a-hidroxilasa, que se traduce en un aumento de la achividad
esteroidogénica. La adicidn al medio de cultivo de! factor de crecimiento

transformador alfa (TGF-at) bloquea la expresién de estas enzimas.

Estudios in vitro utilizando foliculos antrales de gallina o de rata,
mostraron que la adicion de VIP al medio disminuye la atresia folicular. Cuando el
cultivo se realizé s6io en presencia del factor de crecimiento semejante al insulinico
(IGF-) se inhibid parcialmente la apoptosis. Estos datos llevaron a plantear a {os
autores que el VIP es un factor de supervivencia celular para los foliculos en
desarrollo y que sus efectos, en menor proporcion se producen a través del
incremento intrafolicular del IGF-1 o una mayor bioactividad de este (Flaws y col.,
1995), Previamente se habia mostrado que el tGF-] es sintetizado por las células de
la granulosa y que tiene un efecto antiatrésico en foliculos preovulatorios, in vitro
{Chun y col., 1994; Skinner y Parrott, 1994 },

Tambien se ha reportado la participacion del IGF-l factor en la
regulacién de la esteroidogenesis ovérica, ya que estimula la actividad de Ja P 450
sce v la induccion del receptor a LH en las celulas de la granulosa (Skinner y Parrott,
1894). Mientras que en las células de la teca estimula la expresion RNAm de ia 3 }-
HSD (hidroxiesteroide deshidrogenasa) y la P 450 scc, en presencia de LH (Magoffin
y Weitsman, 1993).




Esteroidogénesis

En la hembra la sintesis de hormonas esteroides se produce en los
ovarios, la corteza suprarrenal y la placenta. En el presente trabajo se hard
referencia principalmente a la esteroidogénesis del ovario. En este drgano los tipos
celulares que intervienen son las células de la teca y las intersticiales del estroma
las cuales presentan receptores a ia LH y las células de la granuiosa gue responden
primero a la FSH y mas tarde a la LH. La biosintesis de hormonas esteroides no solo
es regulada por las genadotropinas sino también por los neurotransmisores que son

aportados por la inervacion extrinseca del ovario, como son la NA y el VIP,

La produccion de las hormonas eslercides ovaricas es a partir del
colesterol. Este proviene de tres fuentes:
1) De la via sanguinea, a partir de las lipoproteinas circulantes.
2) El almacenado en las células ovaricas, como colesterol libre 0 como constituyente
de las membranas celulares o bien como ésteres de colesterol los cuales se
encuentran en el citoplasma como gotitas de lipidos.
3) De la sintesis de novo a parlir de acetato, productc del metabolismo de

carbohidratos, grasas y proteinas.

El aporte sanguineo constituye la principal fuente de acetato de las
células esteroidogénicas ovaricas. Las celulas de la teca lo obtienen a partir de
lipoproteinas de baja y alta densidad. Se saba que en los roedores, las lipoproteinas
de alta densidad son cuantitativamente mas importantes, mientras que en los
humanos son las de baja densidad. En la figura 4 puede observarse que la
biosintesis de esteroides se inicia en la célula de la teca con la formacion de la
pregnenoclona, por la participacion de un complejo multienziméatico conformado por la
citocromo P-450 scc {corte de la cadena lateral), una flavoproteina como

transportadora de electrones |a “flavina adenina dinucledtida” (FAD), y una proteina




de tipo hemo, que actla como intermediaria de las dos anteriores, la luteodoxina y

adrencdoxina en ovario y adrenal, respectivamente.

Posteriormente, ia conversion de la pregnenolona puede seguir dos
rutas alternativas: la A* donde el complejo enzimatico involucrado es la citocromo P-
450 17q-hidroxilasa/17-20 liasa (P-450 ¢17) y la A® con el complejo microsomal A°
3p-hidroxiesteroide deshidrogenasala® - A* isomerasa (3p-HSD) (Pedernera, 1993;
Gore-Langton y Armstrong, 1994). Estas enzimas compiten por el sustrato y en
algunas especies como el cerdo, la rata y el ratdn la biosintesis sigue ambas rutas
{(Conley y Bird, 1997). Si la biosintesis continita por Ia ruta A’ , como sucede en el
humano, la pregnenolona es convertida a 17a-hidroxipregnenolona por accién de la
P-450 c17, luego a dehidroepiandrosterona y finalmente por accion de ia 3-HSD es
transformada a androstendiona (A4). Si la esteroidogénesis sigue la ruta A* la 3p-
HSD cataliza la conversion de pregnenolona a progesterona, para luego por accion
de la P450 c17 es transformada a 17a-hidroxiprogesterona y posteriormente en A,.
Ambas rutas convergen en la formacion de este andrégeno. Ei paso limitante en la
biosintesis de los androgencs es la expresidn de la P-450 ¢17, la cual es estimulada
por la LH. La A4 'puede ser aromatizada a estrona o bien ser transformada antes a
testosterona por la accién de la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa y luego ser
aromatizada a 17f-estradiol. La aromatizacién de los andrdgenos es realizada por
otro complejo enzimdtico el citocromo P-450 aromatasa cuya sintesis depende del
estimulo de la FSH. Generalmente este proceso se realiza en el reticulo
endoplasmico de la célula de la granulosa, una vez que los androgencs
provenientes de la teca atraviesan la membrana basal y son capturados por las

células de la granulosa (Pederngra, 1993; Gore-Langton y Armstrong, 1994).
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Modelos de estudio

Para estudiar la participacion de la inervacién en los procesos
reproductivos se ha utilizado el modelo de desnervacion farmacoldgica. Uno de los
farmacos que se emplea es la guanetidina (GTD, Figura 5), un derivado de la
guanidina, blogueador de |la neurcna simpatica (Johnson Jr. y Maﬁning, 1984). En
décadas pasadas fue muy utilizada clinicamente como un agente antihipertensivo,
sin embargo numerosos grupos de investigacién la utilizaron como un medio para

bloquear a la neurona simpética a nivel del sistema nervioso periférico,

;NH
-CHz-CHz-NH -C
N\ NH:

Figura 5. Estructura quimica de la guanetidina. Tomada de Johnson Jr. y
Manning, 1984.

Guanetidina (efectos y mecanismo de accion)

A la fecha ain no esta completamente esclarecido el mecanismo
molecular por el cual actta la GTD. Es incorporada por los axones noradrenérgicos
a través de la bomba de recaptura de catecolaminas (Maxwell, 1982) y almacenada
dentro de vesiculas, las cuales pueden ser liberadas posteriormente por la ilegada
de un estimulo nervioso, de esta forma actiua como un falso neurotransmisor

{Boullin, 1966). Una vez dentrc de la neurona noradrehérgica. la GTD induce
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deplecion de la noradrenalina almacenada (Maxwell, 1982). Se sabe que esle
farmaco afecta a los organelos de la neurona; produce dafio mitocondrial (hinchazén
de las mitocondrias, disminucion de cristales e inhibicion de la fosforilacién
oxidativa) como uno de los eventos relativamente tempranos en respuesta a la
administracion de GTD. Ademas se observan otros cambios ultraestructurales en las
neuronas come dilatacién del reticulo endoplasmico, disminucion o ausencia de
ribosomas libres, focalizacion excéntrica dei nlcleo y desarrollo irregular en la forma
de la membrana nuclear. En la rata se observa un infiltrado tipico de célutas
identificadas cemo linfocitos T, macrofagos, algunos leucocitos polimorfonucleares y
algunas células plasmaticas (Manning y col., 1983). Mas tarde, la GTD induce la
degeneracion axonal, desapariciéon de la neurona y proliferacién de células gliales y
satélites. En las neuronas del ganglio cervical superior, la GTD también provoca el

rompimiento de las vainas de mielina (Kidd y col., 1992},

Manning y col., (1983} mostraron que en la rata, destruccién de la
neurona simpatica con GTD esta involucrado un mecanismo inmune. Ellos
observaron en el ganglio cervical superior, de ratas machos prepuberes denervadas
con GTO, el tipico infitrade celular, disminucidn de Ia actividad de la TH y
destruccion neuronal. Para probar si el sistema inmunoldgico estd mediando la
destruccion neuronal, a otro grupo de animales les deprimieron este sistema por
aplicaciébn de radiacién, posteriormente se les inyectd GTD seguida de la
administracidn de células inmunocompelentes {del bazo y del timo) obtenidas de
ratas singénicas. Estos animales presentaron las mismas caracteristicas que los
tratados sélo con GTD. Este grupo de investigadores han planteado ia hipdtesis de
que la GTD induce la expresion de una proteina o glicoproteina, la cual no se
encuentra normalmente en la membrana plasmatica de la neurona, de tal manera
que esta molécula resulta ser reconocida por el sistema inmunolégico como extrafa
fantigénica), lo que desencadena una respuesta inmunolégica y por ende la
destruccion de la neurona. Sin embargo, aun se desconoce exactamente todo el

mecanismo celufar y molecular invelucrado en la accion de la GTD.
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Diversos estudios han mostrado que {a administracion de GTD en la
rata neonata o adulta , provoca disminucion en las concentraciones de NA de casi
todos los ganglios simpaticos periféricos y estructuras inervadas por estos: como el
irs, corazoén (atrios y ventriculos), vena mesentérica, arteria femoral, vejiga, nervio
cidtico, nervic vago y ganglio cervical superior (Aberdeen y col., 1990; Benarroch y
coi., 1990; Bennetl y col., 1982; Erankd y Erdnkd, 1971, Krukoff y col., 1990; Schmidt
y col, 1990; Zochodne y col, 1990). También s& observaron alteraciones en la
respuesta cardiovascular como disminucién en la presion arterial sistémica,
incremento del flujo sanguinec del nervio ciatico y disminucion de la resistencia

microvascular (Benarroch y col., 1990; Zochodne y col., 1990).

6-hidroxidopamina {efectos y mecanismo de accién)

Otro de los farmacos empleados para ta destruccion de las neuronas
noradrenérgicas es la 6-hidroxidopamina (6-OHDA, Figura 6) que actia como un
neurotoxico destruyendo ias terminales axonicas y provocan danfos similares a los
de la GTD (Angeletti y col., 1972). Este neurotdxico es capturado por la terminal
catecolaminérgica, mediante el mecanismo de recaplura y es almacenado en
grupos de vesiculas, cuando se administra a bajas concentraciones es liberado por
estimulacidn nerviosa, de manera semejante a la GTD, mientras que a altas
concentraciones genera productos muy reactivos como peroxidos, superdxidos,
hidroxindoles y guinonas. Estas sustancias serian las responsables del dafo
producido en el reticule endoplasmico, en el nucleo y en las mitocondrias

(Kostrzewa y Jacobowitz, 1974).
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Figura 6. Estructura quimica de Ja 6-hidroxidopamina. Tomada de Kostrzewa y
Jacobowitz, 1974.

En la rata neonata la administracién subcutanea o intraperitoneal de 6-
OHDA provoca una drastica disminucion de las concentraciones de NA en el
hipotalamo y en corteza cerebral, el iris, las glandulas salivales, el ganglio cervical
superior, el corazén, el bazo, la vena mesentérica y la vejiga (Aberdeen y col., 1990,
Jaim-Etcheverry y Zieher, 1971; Krukoff y col., 1990; Saari y col., 1990). Por ofra
parte, la inyeccion intraventricular de 6-OHDA destruye las terminales axénicas
dopaminérgicas del sislema nigrostriatal y disminuye las concentracionés de
noradrenalina y dopamina (Buonamici y col., 1990; Fernandes Xavier y col., 1984;
Snyder y col., 1990). La administracion intraventricular de 8-OHDA a ratas de 3 dias
de edad provoca una hiperinervacion de fibras dopaminérgicas en la substancia

nigra a los 15 dias de edad (Fernandes Xavier y col., 1994).

A mediados de la década de los 70's diversos autores sugirieron que la
administracién cronica de GTD o 6-OHDA provoca una degeneracion irreversible de
las neuronas simpaticas (Angeletti y col., 1972; Jaim-Etcheverry y Zieher, 1971,
Johnson Jr. y col., 1976). Burnstock (1971) sugirié que la GTD causa una
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degeneracion selectiva de las neuronas adrenérgicas, observacion que ha sido
apoyada por otros trabajos subsecuentes (Evans y col, 1973, 1979 Evans vy
Burnsiock, 1979; Heath y Burnstock, 1977). Posteriormente, estudios realizados en
la rata denervada al nacimiento o en la etapa adulta, mostraron evidencias de una
reinervacién simpatica en diversos érganos después de suspender el tratamiento.
Por lo cual se ha sugerido que la denervacién quimica no es completa ni
permanente, lo que depende del érgano y de la etapa en la cual se realiza la

denervacion. (Bennett y col., 1982; Evans y col., 1979; Lorton y col., 1990).

El compuesto N-{2-cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamina hidroclorada
(DSP-4} es otro de los farmacos ulilizados para estudiar a las neuronas
noradrenérgicas. Su mecanismo de accién consiste en el bloquec del proceso de
recaptura de la noradrenalina y disminucion de la actividad de la dopamina-f-
hidroxilasa {enzima que convierte la dopamina en noradrenalina). La administracion
de este farmaco a ratas perinatales o neonata induce cambios permanentes en las
concentraciones de NA en diferentes regiones cerebrales semejante a lo observado
con la administracion de la 6-OHDA, pero a diferencia de esta no altera el desarrollo
de las neuronas noradrenérgicas periféricas (Donnerer y col., 1992; Jaim-Etcheverry
y Zieher, 1980).

Participacion de la inervacion simpatica en eventos reproductivos.

La hipertrofia compensadora {(Burden, 1977; Gerendai y col., 1978), el
desarrollo folicular {Brink y Grob, 1873; Curry Jr. y col., 1983), el proceso de la
ovulacion, la ciclicidad vaginal {Bahr y col., 1974; Dominguez y Riboni, 1971) y el
flujo sanguineo {Aguado y col., 1984a} son algunas de las funciones reguladas por

la informacidon hormonal y neural que reciben las goénadas.
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En la rata recién nacida la desnervacion noradrenérgica con GTD
provoca retrasc en la edad de la apertura vaginal y aumento en ia respuesta
ovulatoria. En la rata adulta provoca disminucién en el nimero de ovocitos liberados.
Estas evidencias llevan a sugerir a los autores que la participacion de la inervacion
noradrenérgica en la regulacion de la ovulacidon es diferente en la rata prepuber y
adulta. Mientras que para el animal prepuber s de tipo inhibiloria para el adulto es

estimutatoria (Flores y col., 1990).

Resultados similares han sido mostrados por el grupo de Lara y col.
(1990a) quienes al administrar GTD a ratas de 7 dias de edad, durante ftres
semanas, encuentran un retraso en la edad de la apertura vaginal, de la aparicion
del primer diestro, del crecimiento folicular asociado a una disminucién en el nimero
total de foliculos. La administracién de anticuerpos al NGF (inmunocsimpatectomia)
realizada al nacimiento también retrasa el desarrollo folicular, pero el nimero de
folicufos totales es mayor que en los animales testigo. Esta discrepancia puede
explicarse por el hecho de que la inmunosimpatectomia no sélo elimina las fibras

simpaticas, sino también las sensoriales (Lara y col., 1990b).

En la cobaya, la simpatectomia ovarica realizada en el dia del estro,
por la inyeccién de 8-OHDA provoca disminucién de los foliculos sanos, evaluados
en el dia 10 del ciclo estral (Curry Jr. y col, 1983). En esta misma especie, la
administracién de GTD desde el nacimiento o desde el dia 10 de vida provoca un
incremento en el nimero de foliculos totales, asi como un aumento en el diametro
promedio de los foliculos medidos en la fase folicular de ia primera ovulacion (Riboni
y col.,, 1998). Estos datos permiten sugerir que en la cobaya la inervacion
catecolaminérgica participa en la regulacién del crecimiento folicular, como ya ha
sido mostrade en la rata {(Ayala y Dominguez, 1988) y que los efectos de su

eliminacion dependeran de la etapa en |a cual se realice la denervacion.
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Se han realizado algunos estudios acerca del papel de la inervacion
simpatica durante !a etapa fetal. La inyeccion intraperitoneal de 6-OHDA en ratas
prefiadas disminuye el nUmero de crias vivas e incrementa las reabsorciones fetales
y provoca en los fetos una disminucidn en ias concentraciones de noradrenalina
ovarica (McDonald y Airaksinen, 1974). Estos hechos permiten sugerir que la 6-
OHDA atraviesa la barrera placentaria y que el sistema catecolaminérgico es
importante en el mantenimiento de la prefez. Por el contrario Evans y Bumnstock
(1979) reportan que la desnervacion inducida con GTD antes y durante la prefiez, no
modifica su duracidon, ni el tamafio de la camada ni la fertiidad de las crias y
sugieren que la inervacion catecolaminérgica no es fundamental para el desarrollo

normal de la prefiez.

Con base en estos antecedentes, utilizando como modelo de estudio la
rata denervada in dtero con GTD o 6-OHDA, se decidié estudiar la participacion de
la inervacion catecolaminérgica presente ya desde fa etapa fetal, sobre el
crecimiento y desarrollo del foliculo ovarico, el contenido de catecolaminas ovéricas

e hipotalamicas y la concentracion sérica de hormonas esleroides ovaricas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios experimentales que utilizaron el modelo del animal con
denervacion simpatica realizada en diferentes elapas de la vida, demostraron que la
participacion de fa inervacion catecolaminérgica en los procesos reproductivos
depende de la edad y especie del animal en estudio y de la existencia de
mecanismos compensadores que se desarrollan en respuesta a la simpatectomia. A
pesar de que en la rata se ha planteado que el ovario presenta fibras
catecolaminérgicas en fos ullimos dias del desarrollo fetal, pocos han sido los
estudios que han tratado de dilucidar si esta inervacion participa ya desde esta
etapa en la regulacién del funcionamiento de las gdnadas, En este estudio se
analizaron los efectos de la denervacion farmacoldgica realizada desde el dia 13 de
prefiez, sobre la diferenciacion y et crecimiento del foliculo ovérico, el contenido de
catecolaminas ovaricas e hipotalamicas y |la concentracidon sérica de hormonas

esteroides ovaricas, evaluados a diferentes tiempos posteriores a la denervacién.

HIPOTESIS

La inervacion catecolaminérgica presente en las gdnadas desde ia
etapa fetal, paricipa de manera estimulatoria en los eventos neuroendocrinos
implicados en la diferenciacidn y el crecimiento del folicuto ovarico y en el inicio de
la pubertad, por lo que la eliminacion de la informacién catecolaminérgica provocara

modificaciones las cuales dependeran del tiempo transcurrido desde la denervacion.
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OBJETIVOS

General
Estudiar la participacién de la inervacién noradrenérgica sobre los

mecanismos neuroendécrinos que regulan el crecimiento del foliculo ovarico y el

inicio de la pubertad en la rata hembra.

Particulares
Estudiar los efectos de la denervacidn catecolaminérgica in (fero,

inducida con guanetidina o 6-OHDA, sobre la proporcion de crias nacidas vivas o

muertas.

Analizar la participacion de la inervacién catecolaminérgica sobre la

edad de la apertura vaginal, el primer estro y la ovulacion.

Analizar los efectos de |a denervacion catecolaminérgica in utero sobre

las concentraciones de catecolaminas hipotalamicas.

Analizar los efectos de la denervacion catecotaminérgica in tifero sobre

las concentraciones séricas de estradiol, progesterona y testosterona.

Analizar los efectos de la denervacion catecolaminérgica in dfero sobre

el desairollo folicular y las concentraciones de catecolaminas ovaricas,

Analizar los efectos de la denervacién catecolaminérgica in Gtero sobre

las concentraciones de catecolaminas de la médula adrenal.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras virgenes de la cepa ClI-ZV de tres meses
de edad, mantenidas en condiciones convencionales de bioterio, 14 hrs de luz (5:00
a 18:00) y 10 hrs de obscuridad, agua y alimento ad fibitum. En el dia del proestro
fueron colocadas con un macho de fertiidad comprobada y la presencia de
espermatozoides en la vagina se considerd como dia 1 de prefez. A partir del dia
13 de prefiez las madres fueron distribuidas en alguno de los siguientes grupos

experimentales: grupo testigo y animales denervados con GTD o 6-OHDA.

En todas las ralas se reqistrd la fecha de paricién y se conté el nimero
de crias nacidas vivas o muertas, En cada caja se dejaron 4 crias hembras y 3 crias
machos con la madre hasta {a edad del destete {21 dias). En algunas camadas se
revisaron diariamente desde el dia 30 de vida hasta que presentaron canalizacién

vaginal y se les realizd el frotis vaginal para determinar el primer estro vaginal.

GRUPO TESTIGO

Este grupo esta formado por las crias cuyas madres fueron inyectadas
por via intraperitoneal con solucion salina al 0.9% entre las 10:00 y 12:00 hrs a los
13, 15, 17 y 20 dias de prefiez.

ANIMALES DENERVADOS

Al igual que en el grupo.testigo se utilizaron ratas cuyas madres fueron
tratadas con el farmaco en fos mismos dias. En un primer grupo de animales se
realizo la denervacion con 20 mgfkg de peso corporal de guanstidina (GTD, Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO. USA) , disuelta en una solucion salina al 0.9%

29




administrada por via intraperitoneal. Otro grupo fue denervado con 20 mgfkg de p.c.
de 6-hidroxidopamina (6-OHDA, ) disuella en solucion salina al 0.9% que contiene
como antioxidante acido ascorbico (Sigma Chemical Co., St. Louis MO., USA} en

una concentracion de 1 mg/ml.

PROCEDRIMIENTO DE AUTOPSIA

Grupos de 10 animales fueron sacrificados por decapitacion a los 10,
20, 30 dias de edad o al presentar el primer estro vaginal. Los ovarios, el utero, las
adrenales, el bazo y el timo se disecaron y pesaron en una balanza de precision.
En los animales sacrificados en el dia del primer estro vaginal, se conté el niimero
de ovocitos presentes en los oviductos con ayuda de un microscopio estereoscopico.
Para el anlisis morfométrico tres ovarios izquierdos de cada grupo experimental de
las edades de 10 y 30 dias y primer estro vaginal, se fijaron en solucién de Bouin, se
incluyeron en parafina, se realizaron cortes seriados a 10 pm y se tiferon con
hematoxilina-eosina. Con ayuda de un ocular micromeétrico, se midid el diametro
mayor y el perpendicular a éste en todos los foliculos que presentaron el ovocito con
nuciee y nucleolo bien definidos; posteriormente, se calculd el didmetro promedio de
los foliculos medidos. Se considerd a un foliculo atrésico si presentaba alguna de
las siguientes caracleristicas: picnosis nuclear de las células de la granulosa,
descamacion de las células de la granulosa, engrosamiento de las capas de ia teca

folicular o alteracidn en el ovocito.

CUANTIFICACION DE CATECOLAMINAS

En algunos animales se disecaron rapidamente en frio y se pesaron los
siguientes érganos: el hipotalamo, los ovarios, las glandulas suprarrenales, el bazo y

el timo. Posteriormente se congelaron a -70 °C hasta el momento de Ia

30




determinacion de catecolaminas por cromatografia de fiquidos de alta resolucion
{HPLC). El equipo utilizado consistio en una bomba isocratica (LC 250, Perkin
Elmer} con una columna C18 de fase reversa. Se utilizé un detector electroguimico
{LC 4C, BAS) y un integrador computarizado (1022 Perkin Elmer). Los datos del
contenido de catecolaminas y sus melabolitos se expresaron en nanogrames y la

concentracion en nanogramos/miligramo de tejido.

Medicién de catecolaminas ovaricas

El ovario se pesd en una balanza de precisién (£0.1 mg), al cual se le
agregé una cantidad conocida de dihidroxibenzilamina {DHBA) como estandar
interno y se homogenizd con acido perclérico (HCLG,) frio al 0.1 M con ayuda de un
sonicador a 50 ciclos /min. Posteriormente se centrifugé a -4°C durante 30 min. a
12,000 rpm. El sobrenadante se adicionod a un tubo que contenia TRIS al 0.05M con
un pH de B.6 y alumina para extraer a las catecolaminas. Esta mezcla se agitd
vigorosamente en un vortex durante 10 minutos. Se desecho el sobrenadante y se
hicieron dos lavados sucesivos con agua (grado HPLC). Al precipitado se le adicioné
acido perclérico con el fin de “solubilizar” las catecolaminas y se centrifugd por un
minuto a 12000 rpm. Finalmente se filtrd con una membrana de poro de 0.2 um y se
inyectd la muestra al sistema. Sélo se determinaron NA y DA cuyo contenido se

expresd en nanogramos y la concentracidn en nanogramos/mg de tejido.

Medicién de catecolaminas hipotalamicas
Para la diseccion del hipotilamo se tomd como limite rostral al quiasma

optico, la Banda diagonal de Broca, comisura anterior y nucleo acumbens. Como

limites caudales se tomo a los cuerpos mamilares (Bleier y col., 1979).
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El hipotalamo se pesé en una balanza de precision, se homagenizo
con HCLO, frio y se centrifugé a 12 000 rpm durante 30 minutos a -4°C.
Posteriormente, el sobrenadante se filtré y se inyecld. Se cuantificaron
noradrenalina, dopamina y sus respectivos metabolitos, el acido 4, hidroxi-3-
metoxifeniletilenglicol (MHPG) y el acido 3,4 - dihidroxifenilacético (DOPAC).
También se determind el contenido de serotonina (5-HT) y su metabolito, el acido 5-
hidroxi-indolacético (5-HIAA), La actividad de las neuronas monoaminérgicas se

determind mediante la siguiente formula propuesta por Shannon y col. (1986):

[Metabolito del neurotransmisor}
Actividad neuronal =

[Neurotransmisor]

Medicion de catecolaminas del bazo y del timo

Se realizd la determinacion de NA y DA en el bazo y en el timo, como
dos drganos ricamente inervados por fibras catecolaminérgicas. Estos drganos se
procesaron de manera idéntica al hipotalamo cuya técnica se menciond en el

parrafo anterior.

Medicion de catecolaminas suprarrenales

Las glandulas suprarrenales se pesaron en la batanza de precision y
se colocaron en un tubo eppendorf al cual se le agregd una cantidad conocida de
DHBA. Posteriormente se homogenizé con HCLO, frio y se centrifugd a 12 000 rpm
durante 30 minutos a 4°C. Finalmente, el sobrenadante se filtrd y se inyectd. Se

cuantificé adrenalina, noradrenalina y dapamina.
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CUANTIFICACION DE HORMONAS ESTEROIDES

La cuantificacién de 17B-estradiol, progesterona y testosterona se
realizd por radioinmunoanalisis (RIA) utilizando estuches comerciales (Coat-A-

By anti-

Count} con anticuerpo de conejo, anti-estradiol-I'®, anti-progesterona-|
testosterona-1'*. E! Coat-A-Count es un RIA de fase sélida, donde el anticuerpo
especifico a la hormona marcada es inmobilizado en la pared de los tubos de
polipropileno. A estos tubos se les adiciond 100 pl del suero problema y 1 ml de la
hormona-1'*. Se agité durante un minuto para incubarse a temperatura ambiente
durante tres horas. Se decantaron los tubos y finalmente con la ayuda de un
contador de centelleo gamma se determind la cantidad de la hormona problema. Los
resultados del ensayo de estradiol se expresaron en pg/ml y los de progesterona y

testostercna en ng/mil.

ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados cobtenidos sobre et peso corporal y de los érganos, la
concentracién de catecolaminas ¥y  de hormonas ovaricas se analizaron por a
prueba de analisis de varianza multiple (ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey,
E! ndmero de ovocitos liberados, el nimero de foliculos ovaricos, la edad de
apertura vaginal y la edad del primer estro vaginal se analizaron mediante la prueba
de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de Mann-Whitney. LLa proporcion de
animales que abrieron vagina en cada uno de los dias del ciclo estral y la tasa de
animales ovulantes® se analizaron por la prueba de Fisher o de Chi-cuadrada. Se
considerd a una diferencia estadisticamente significativa cuando la probabilidad fue

menor o igual a 0.05.

animales ovulantes
*Tasa Qvulatoria % = x 100
total de animales
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RESULTADOS

Obijetivo |
Estudiar los efectos de la denervacion catecolaminérgica in Gtero, inducida
con guanetidina o 6-QHDA, sobre la proporcion de crias nacidas vivas o

muertas.

Existe en la literatura controversia en cuanto a la importancia de ia
inervacién catecolaminérgica en el desarrollo y supervivencia de los fetos, por lo
cual se decidid analizar {a participacién de esta inervacion sobre la proporcién de

crias nacidas vivas o muertas.

En la tabta 1 se muestra que la denervacidn catecolaminérgica,
realizada al final de |la prefiez, inducida con 6-OHDA ¢ GTD no modifica la duracién
de la prefiez, ni el nimero de crias nacidas vivas 0 muertas ni ia proporcion entre

hembras y machos.

TABLA 1. Media + eem de la duracion de la gestacién (dias), del nimero de crias nacidas
vivas o0 muertas, del nimero de hembras o machos de ratas tratadas a los 13, 15, 17 y 20
dias de prefiez con vehiculo o 20 mg/kg i.p de guanetidina (GTD) o &-hidroxidopamina (6-
OHDA).

Grupo Crias™ : ~ Crias
) Vivas  Muertas | ?fflbmb'r'as Machos
VEHICULO®| 222402 11.241.1 0 47108 | 6.5£10

MR

N

22.9101 11.110.6 0.310.2 5.0+0.9 8.1£1.1

23.010 9.441.3 1.221.0 5.010.9 46413
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Objetivo !l
Analizar la participacion de la inervacién catecolaminérgica sobre la edad de la

apertura vaginal, el primer estro y la ovulacion.

Con el proposito de estudiar si la inervacion simpatica presente ya
desde la etapa fetal, participa en el inicio de la pubertad espontanea, se decidio
analizar los efectos de la denervacion farmacoldgica, realizada con GTD o 8-OHDA
durante la etapa fetal, sobre los procesos de apertura vaginal, primer estro y

ovulacion.

En los animales denervados con 6-OHDA el peso corporal aumentd
significativamente al nacimiento, a los 10 dias de edad y al primer estro, con
respecto al grupo con vehiculo. Los animales tratados con GTD no presentaron
diferencias significativas en ef peso corporal en ninguna de las edades evaluadas
{Tabla 2).

TABLA 2. Media + eem del peso corporal (gramos) de ratas tratadas durante la etapa fetal
con vehiculo, guanetidina {GTD) o 6-hidroxidopamina {6-OHDA) y sacrificadas a diferentes
edades.

50102 57 +0.2 70+02%
155+ 1.4 13.5+1.2 195+04 %
385+22 34311 337+10
649+16 67616 66.3+1.7

104529 1088128 115.0+23 %

* e

p<0.05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey).
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El peso de los ovarios de los animales testigo incrementa conforme
aumenta la edad. No se encontraron diferencias entre el peso del ovario izquierdo y
del derecho, exceplo al primer estro vaginal donde el peso del ovario izquierdo fue

significativamente mayor que del derecho (Tabla 3).
~7

En los animales tratados con GTD in dtero, el ovario derecho de los
animales sacrificados a los 20 dias disminuy6 significativamente con respecto al
inyectado con vehiculo. En las hembras recién nacidas el peso del ovario derecho
fue mayor respecto a su ovario contralateral, Al primer estro vaginal el peso del
ovario izquierdo fue significativamente menor que el del grupo testigo, tanto en
valores absolutos (Tabla 3) como expresados en funcidn del peso corporal (GTD:
13,5811.24 vs Vehiculo: 20.75£1.92 ; p<0.05 ANDEVA seguida por Tukey).

En los animales denervados con 6-OHDA sblo se observd disminucion
en el pesc absoluto del ovario izquierde en el grupo sacrificado al primer estro
{Tabla 3). Al expresarse como peso relativo, la disminucién no alcanza a ser

estadisticamente significativa (6-OHDA: 16,10£1.39 vs Vehiculo; 20.75+1.92; N.5.).
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TABLA 3. Media + eem del peso absoluto (mg) de los ovarios izquierdo y derecho de ratas
tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina (6-
QOHDA) y sacrificadas a diferentes edades.

izquierdo 0.6840.03 0.58+0.08 0.60+0.11
derecho 0.64+0.10 0.85+0.03 « 0.70+0.09
izquierdo 1.4810.32 0.9910.10 1.2240.15
derecho 1.3240.13 1.1810.05 1.30+0.17
izquierdo 5.80+0.57 4,3610.57 4.99+0 27
derecho 570072 3564038 * 4.9240.49
izquierdo 9.87+1.53 8.17+0.60 8.2340.38
derecho 9.83+0.79 8.48+0.62 7.56+0.96
izquierdo 25.0523.14 + | 14.88+1.52 * 15.73+1.63 *
derecho | 1530168 54 444302 15.31£1.12

* p<0.05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey).

+ p< 0.05 vs su ovario contralateral (ANDEVA seguida por Tukey).
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La denervacion catecolaminérgica realizada con GTD no modificd el
peso del Utero en ninguna de ias edades evaluadas. La denervacion con 6-OHDA
provocd incremento en el peso absoluto de este drgano a los 10 dias de edad, con
respecto a los otros dos grupos experimentales (Grafica 1). Este incremento no se
observd cuando ef peso del Ulero se expresd en funcion de! peso corporal (6-OHDA:
10.4+1.1 vs Vehiculo: 8.810.5).

mg

200 A

150 4

100 A

50 4

0 T R T 1

10 dias 20 dias 30 dias Primer Estro
—a—VEHICULO - == GTD —o- 6-OHDA

* P < 0.05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey) .
& P<0.05vs GTD (ANDEVA seguida por Tukey).

GRAFICA 1. Media t eem del peso absoluto (mg) del Gtero de ratas tratadas durante Iz
etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina (68-OHDA) y sacrificadas a
diferentes edades.
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La masa adrenal no presentd diferencias significativas con respecto al

grupo testigo en ninguno de los tratamientos (Grafica 2).

mg
40 -

30 o

20 1

10 -

0 T T T L

10 dias 20 dias 30 dias Primer Estro
—e—VEHICULO « - GTD =—o- 'G-OHDAJ

GRAFICA 2. Media + eem del peso absoluto (mg) de la masa adrenal de ratas tratadas
durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD} o 6-hidroxidopamina {6-OHDA) y
sacrificadas a diferentes edades.

En la gréfica 3 se observa que {a denervacion catecolaminérgica ya
sea con GTD o 6-OHDA no modificé el desarrollo ponderal del bazo. La
administracién de GTD o 6-OHDA provocd en los animales recién nacidos aumento
del peso absoluto del timo respecto al grupo testigo (Gréfica 4). Este incremento se
mantiene cuando el peso se expresa como peaso relativo (GTD: 34.842.0 , 6-OHDA;
37.611.8 vs Vehiculo: 23.9+1.8; p< 0.05, ANDEVA seguida por Tukey).
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GRAFICA 3. Media + eem del peso absoluto (mg) de! bazo de ratas tratadas durante la
etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y sacrificadas a
diferentes edades.
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¢ p < 0.05 vs Vehiculo {ANDEVA seguida por Tukey).

GRAFICA 4. Media + eem del peso absoluto {mg) del timo de ratas tratadas durante la
etapa fetal con vehiculo, guanetidina {GTD) o 6-hidroxidopamina (8-OHDA) y sacrificadas a
diferentes edades.
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La denervacién con GTO en la etapa fetal provoco retraso en la edad
de la apertura vaginal y no se modificod cuando la simpatectomia fue realizada con
6-OHDA. La edad del primer estro vaginal no se modificd por la denervacion
catecolaminérgica realizada con GTD o 6-OHDA (Grafica 5). Al momento de ia
canalizacion vaginal el 75% de los animales que fueron inyectados con vehiculo
durante la etapa fetal, presentaron un frotis vaginal en estro, Este mismo palrén se
presentd en 10s animales denervados (GTD: 87.5%; 6-OHDA: 50%).

dias
50 -
45 1
40
35 1
VEHICULO GTD 6-OHDA
CJApertura Vaginal HEPrimer Estro

* P <0.05 vs Vehiculo (Kruskal Wallis seguida por la U de Mann-Whitney).
& P <0.05 vs 8-OHDA {Kruskal Wallis seguida por la U de Mann-Whitney).

GRAFICA 5. Media + eem de la edad {dias) de la edad de la apertura vaginal y de! primer
estro de ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina {(GTD) o 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) y sacrificadas al primer estro vaginal.

41




La denervacion catecolaminérgica in dtero, inducida con GTD o
6-OHDA, no modificd el porcentaje de animales ovulantes ni la cuota ovulatoria.
Cuando se analizaron el niamero de ovocitos liberados por cada uno de los ovarios
se observo que en el grupo con 6-OHDA el ovario izquierdo liberd significativamente

mas ovocitos que el del grupo testigo (Tabla 4).

TABLA 4. Porcentaje de animales ovulantes y media + eem del nimero de ovocitos
liberados por el ovario izquierdo, derecho o por ambos ovarios de ratas tratadas durante la
etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 8-hidroxidopamina (6-OHDA} y sacrificadas al
primer estro vaginal.

" Tofales:

6.3£1.2

7.120.6

7.510.7

* P<0.05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey).
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Para asegurar de gque los farmacos utilizados atraviesan la barrera
placentaria y ejercen su efectg, se cuantificd la concentracion de NA y DA en dos
drganos que presentan una rica inervacion catecolaminérgica, como en el caso del

bazo y del timo.

La administracion de GTD, durante la vida fetal, provocé al nacimiento
una deplecion en la concentracidon de NA del bazo pero no en el timo, sin cambio en
las concentraciones de dopamina. La administracion de 6-OHDA no modificd las
concentraciones de catecolaminas del bazo pero si en el timo donde la

concentracién de DA estuve por debajo de la sensibilidad de! método (Tabla 5).

TABLA 5. Media t eem de {a concentracion (ng/mg de tejidc) de noradrenalina (NA) y
dopamina (DA) del bazo y del timo de ratas tratadas durante la etapa fetal, con vehiculo,
guanetidina {GTD) o 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y sacrificadas al nacimiento.

DA

DA

0.382+0.028 | 0.08320.004 ( 0.22110.137 0.163+06.070

N.D. 0.094+0.007 | 0.04710.012 0.12110.018

6-‘0HDA¥ | 034240127 | 0.071£0.022 | 0.170:0.084 N.D.

N.D. 'No de.tectable, por debajo de Ia sensibilidad del método.
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Objetivo 1l
Analizar los efectos de la denervacion catecolaminérgica in dtero, sobre las

concentraciones de catecolaminas hipotalamicas.

Existen evidencias de que la barrera hematoencefdlica ain no es
completamente funcional o "madura” al nacimiento. Por fo anterior, se decidié
analizar los efectos de la denervacion catecolaminergica, realizada durante la etapa
fetal, sobre las concentraciones de catecolaminas del hipotdlamo en diferentes

etapas del desarrolio.

Sistema noradrenérgico

En el hipotdlamo de los animales recién nacidos se 6bservc’1 la
presencia de noradrenalina y su metabolito, pero no fue posible separarlos y
cuantificarlos. En los animales tratados con GTD y sacrificados a los 10, 20 dias y al
primer estro no se encontraron diferencias en el contenido de noradrenalina
hipotalamica mientras que a los 30 dias de edad, el contenido de la monoamina es
significativamente mayor con respectc al grupe. testige. En el grupo con
administracion de 6-OHDA no se encontraron cambios en el contenido de NA

hipotalamica en ninguna de las edades evaluadas (Tabla 6),
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Tabla 6. Media £ eem del contenido {ng} de noradrenalina {NA} del hipotalamo de ratas
tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.

5740.8 | 23.921.8 40.1£3.0 72.1£11.3

N.C. 10.1£3.5 | 25.5:3.0 64.3:+4.6 * 56.242.2

N.C. 6.9+0.5 | 242417 48.31+2.8 55.244.7

N.C. No cuantificable.
* p<0.05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey).

En la grafica 6 se muestran los resultados de las concentraciones de
noradrenalina hipotalamica. En los animales denervados con GTD o 6-OHDA y
sacrificados a los 30 dias de edad presentaron incremento significativo en la
concentracion de NA. En las otras edades evaluadas no se encontraron modificacion
en la concentracién del neurotransmisor. Cabe mencionar gue debido a un problema
en la separacion de la noradrenalina y de su metabolito (MHPG) no fue posible

determinar la actividad de este sistema.




ng/mg de tejido
4 1

0 T T T 1
10 dias 20 dias 30 dias Primer Estro

e VEHICULO - 4--GTD =0 6-0HDA

*+ p < 0.05 vs Vehiculo (ANDEVA) seguida por Tukey.

Grafica 6. Media + eem de la concentracién (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA) del
hipatdlamo de ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.
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Sistema dopaminérgico
-

El contenido y la concentracion de dopamina en el hipotalame de animales
tratados con 6-0OHDA sdlo se modifico en los animales recién nacidos, en los cuales
estuvieron por debajo de la sensibilidad del método. En el grupo tratado con GTD
durante la etapa fetal, no se modificé este sistema de neurotransmisién en las
diferentes edades evaluadas. Sin embargo, at primer estro vaginal la concentracion
de DA del grupo con GTD fue significativamente mayor en comparacion sélo con el
grupo tratado con 6-OHDA (Tabla 7 y Grafica 7a).

Tabla 7. Media + eem del contenido (ng) de dopamina (DA) del hipotalamo de ratas
tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o &-hidroxidopamina (6-
OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.

[Grapo 30 dias -
VEHICULO | 4.9:0.9 3.5:03 | 7.9:07 9.941.1 13.72.3
46107 31102 | 8.2:08 | 114106 | 14.1£124
N.D. 36103 | 80108 | 10.3x0.9 10.3+1.5
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N.D. no detectable, por debajo de fa sensibilidad del método.




En los animales denervados in ttero no se modifico la actividad del

sistema dopaminérgico en ninguna de las edades evaluadas {Grafica 7 b).

DA {ng / mg de tejido)
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Nacida dias Estro
DOPAC I/ DA
b)
0.6
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0.15 1 .
/s
0 Ll L T T
Recién 10 20 dias 30 dias Primer
Nacida dias Estro

—a—VEHICULD - «- GTD —o- 6-0HDA

4 Pp< 0.05 vs 6-OHDA (ANDEVA seguida por Tukey).

Grafica 7 (a, b). Media £ eam de la concentracion {ng/mg de tejido) de dopamina (DA) y
de la actividad de la neurona dopaminérgica (DOPAC/DA) en el hipotalamo de ratas
tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina (6-
QOHDA) y sacrificadas a diferentes edades.
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Sistema Serotoninérgico

La denervacion catecolaminérgica inducida con GTD provocd un
incremento en el contenido de 5-HT a los 30 dias de edad. En los animales tratados
con 6-OHDA no se enconlraron cambios significativos en el contenido de este

neurotransmisor (Tabla 8).

Tabla 8. Media + eem del contenido (ng) de serotonina (5-HT} del hipotalamo de ratas
tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.

30 dias Primer
21.3+2.4 26.642.1 45.446.3
20.3+£34 37.5£35* | 409117
19.942.5 28.7£2.9 37.9157

* p<0.05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey).

En la grafica 8 (a, b) se observa que ni 1a concentracion de serotoning,
ni la actividad de la neurona se modificaron por la administracion de 6-OHDA. En los
animales tratados con GTD vy sacrificados al primer estro vaginal, se incremento |a

actividad del sistema con respecto al grupo testigo y al tratado con 6-OHDA
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* p< 0.05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey).
& p< 0.05 vs 6-OHDA (ANDEVA sequida por Tukey).

Grafica 8 {a, b). Media * eem de {a concentracion (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT) y
de fa actividad de la neurona serotoninérgica (5-HIAA/S-HT) del hipotalamo de ratas
tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 8&-hidroxidopamina (6-
OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.




Objetivo IV
Analizar los efectos de ta denervacién catecolaminérgica in dtero, sobre las

concentraciones séricas de estradiol, progesterona y testosterona.

Con el proposito de analizar si la falta de informacion
catecolaminérgica desde la etapa fetal modifica la estercidogénesis, se decidio
evaluar los efectos de ia denervacidn quimica sobre las concentraciones séricas de

estradiol, progesterona y testosterona a diferentes edades.

La administracion de GTD no modificd las concentraciones séricas de
E; en ninguna de las edades evaluadas, mientras que la administracién de 6-OHDA
indujo incremento significativo de esta hormona sdlo a los 10 dias de edad en

comparacién a los grupos con vehiculo y tratado con GTD (Gréfica 9).
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* p <0.05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey].
& p<0.05vs GTD (ANDEVA seguida por Tukey).

Grafica 9. Media + eem de la concentracion sérica (pg/ml) de estradiol de ratas

tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-
hidroxidopamina (8-OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.
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En los animales denervados con GTD la concentracion sérica de Py
permanecié baja y es estadisticamente significativa desde los 30 dias de edad. Por
otra parte, en los animales tratados con 6-OHDA no se modificaron las
concentraciones séricas de esta hormona, con respecto al grupo testigo (Grafica
10).
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* p <0.05 vs Vehiculo (ANDEVA) seguida por Tukey.
& P <0.05vs 6-OHDA (ANDEVA) seguida por Tukey.

Grafica 10. Media de la concentracién sérica {(ng/ml) de Progesterona de ratas
tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina
{6-OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.
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En los animales denervados con GTD ¢ 6-OHDA la concentracion
sérica de testosterona disminuyd significativamente a los 10 y 20 dias de edad. En
las hembras tratadas con GTD vy sacrificadas al primer estro vaginal, la
concentracion de la hormona estuvo por debajo de la sensibilidad del mélodo
(Grafica 11).
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* p < 0.05 vs Vehiculo {ANDEVA seguida por Tukey) .

Grafica 11. Media + eem de la concentracion sérica (ng/ml) de testosterona de
ratas tratadas durante ia etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o &-
hidroxidopamina {6-OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.
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Objetivo V
Analizar los efectos de la denervacion catecolaminérgica in dtero, sobre el

desarrollo folicular y las concentraciones de catecolaminas ovaricas.,

Para analizar si la informacion catecolaminérgica, presente en las
gbnadas desde las Oltimas etapas del desarrollo fetal, modula el crecimiento y la
diferenciacion del folicuto ovérico, se decidio estudiar los efectos de la denervacion
farmacologica realizada con GTD o 6-OHDA durante la etapa fetal, sobre la
distribucién de ia poblacion folicular y las concentraciones de catecolaminas

ovaricas.

Crecimiento Folicular

En ia gréfica 12 se muestra el efeclo de la simpatectomia guimica
realizada con GTD o 8-OHDA scobre el nimero total de foliculos del ovario izquierdo
en las diferentes edades evaluadas. En los animales tratados con GTD se observo
incremento en el namero total de foliculos sblo a los 10 dias de edad, con respecto
al grupo con vehiculo o tratado con 6-OHDA. La administracién in utero de 6-OHDA

no indujo cambios significativos en ninguna de las edades evaluadas.




foliculos totales
1000 7

800

600 -

4001

2001

10 dias 30 dias Primer Estro

OVEHICULO BGTD F6-CHDA

% P < 0.05 vs Vehiculo (Kruskal Wallis seguida por ta U de Mann-Whitney).
& P < 0.05 vs 6-OHDA (Kruskal Wallis seguida por la U de Mann-Whitney).

Grafica 12. Media + eem del ndmero total de foliculos del ovario izquierdo de ratas tratadas
durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD} o 8-hidroxidopamina (6-OHDA) y
sacrificadas a diferentes edades.




En los animales tratados con GTD no se modificd el numero de
foliculos sanos en ninguna de las edades evaluadas. Sin embargo en los tratados
con 6-OHDA se observo disminucion a los 10 dias de edad e incremento cuando los

animales fueron sacrificados al primer estro vaginal {Gréfica 13).
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% p < 0.05 vs Vehiculo (Kruskal Wallis seguida por la U de Mann-Whitney).
& P<0.05vs 6-OHDA {Kruskal Wallis seguida por la U de Mann-Whitney).

Grafica 13. Media + eem del numero total de foliculos sanos dei ovario izquierdo de ratas
tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) y sacrificadas a diferentes edades,
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En cuanto al numero de foliculos atrésicos, Unicamente el tratamiento
con GTD provoco incremento en el ndmero de estos foliculos a los 10 dias de edad,
en comparacion a los grupos con vehiculo o 6-OHDA, En los animales tratados con
GTD y sacrificados al primer estro vaginal, también se presentd incremento, que

llegé a ser diferente sélo con respecto al grupo con 6-OHDA (Gréfica 14).
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% p< 0.05vs Vehiculo (Kruskal Wallis seguida por 1a U de Mann-Whitney).
& P <0.05vs 6-OHDA Kruskal Wallis seguida por fa U de Mann-Whitney).

Gréafica 14. Media £ eem del namero total de foliculos atrésicos del ovario izquierdo de
ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina
(6-OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.
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En la labla 9 se analiza ta poblacion folicular en funcion de su diametro;
en el grupo tratado con GTD in dtero y sacrificado a los 10 dias de edad se presento
incrementa en el numerc de foliculos menores a 70 pm que no llegd a ser
estadisticamente significativo con respecto al grupo con vehiculo. Estos foliculos en
su mayoria son atrésicos (GTD: 174.3:40.6 vs Vehiculo: 41.3+15.7; p< 0.05 Kruskal
Wallis}. En los animales denervados con 6-OHDA disminuyé de manera dréastica el
numero de foliculos mencres a 70 um, de los cuales la tercera parte son atrésicos.
La denervacion con GTD o 6-OHDA no modificd el nimerc de foliculos en

crecimiento (70-350 pm).

TABLA 9. Media + eem del numero de foliculos totales distribuidos por rangos del diametro
folicular del ovario izquierdo de ratas tratadas durante fa etapa fetal con vehiculo,
guanetidina (GTD) o B-hidroxidopamina {8-OHDA) y sacrificadas a los 10 dias de edad.

EHICULO ~{- - 6-OHDA
4 ‘93% ) ~asf;..¢- IR N N
150.7446.5 341.7489.2 & 28.0£11.0*
235.3+29.4 268.7437.7 220.7+47.0
0 g® 0

* p<0.05 vs Vehiculo (Kruskal Wallis seguida por la U de Mann Whitney).
& p<0.05 vs 6-OHDA (Kruskal Wallis seguida por la U de Mann Whitney).
a: presentes en un s0lo0 ovario.
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En los animales tratados con GTD y sacrificados a los 30 dias de edad
se encontro disminucién significativa solo en los foliculos de 70 a 200 um, con
respecto al grupo con vehiculo. En el grupo denervado con 6-OHDA esta

disminucién se cbservd en los foliculos en crecimiento de 70 a 350 pm {Tabla 10).

TABLA 10. Media + eem del numero de foliculos totales distribuidos por ranges del
diametro folicular del ovario izquierdo de ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo,
guanetidina {(GTD) o 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y sacrificadas a los 30 dias de edad.

S
“664.3:138.5 507051983 = 566 31231
14471201 69.0£130 * 777491 "
503193 28.016.5 20.0:32
13.0¢3.1 9.0:2.9 6.310.3
0.720.7 0.3:03 7.0£1.0

* p<0.05 vs Vehiculo (Kruskal Wallis sequida por la U de Mann Whitney).

En los ovarios de los animales tratados con GTD y sacrificados al
primer estro vaginal no se modifico el numero de foliculos analizados en funcién de
su didmetro {Tabla 11). Sin embargo, al analizarlos por su estado de diferenciacion
se encontré que en los foliculos menores de 70 um disminuyd significativamente el
numero de foliculos sanos (GTD: 103.740.9 vs Vehiculo; 126.7+5.5; p< 0.05 Kruskal

Wallis seguida por la U de Mann-Whitney} e incrementd la cantidad de foliculos




atrésicos {GTD: 122.0£13.3 vs Vehiculo: 54.0+13.0; p< 0.05 Kruskal Wailis seguida
por la U de Mann-Whitney).

En las ratas tratadas con 8-OHDA se observd incrementc en los
foliculos menores de 70 um dado por los foliculos sanos (6-OHDA: 187.043.1 vs
Vehiculo: 126.715.5; p> 0.05. Kruskal Wallis seguida por la U de Mann-Whitney),
mientras gue en los foliculos de 201-350 ym de didmetro se presentd disminucion

significativa (Tabla 11)

TABLA 11. Media t eem del nimero total de foliculos por rangos del diametro folicular def
ovario izquierdo de ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD)
o 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y sacrificadas al primer estro vaginal.

b

180.7413.0

2257141

g97.049.2 94.317.8 73.3£3.0

31.3+26 36.7+0.3 187428 a
7.340.3 8.010 47+2.0
8.0+1.7 4.310.3 1.0:0

5 (399 Ll
* p<0.05 vs Vehiculo (Kruskal Wallis seguida por la U de Mann Whitney).
& p<0.05 vs 6-OHDA (Kruskal Wallis seguida peor la U de Mann Whitney).
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Catecolaminas ovaricas

En el grupo inyectado con vehiculo, el contenido de NA ovarica se
incrementd conforme con la edad del animal. ¥ no se observaron diferencias en el
contenido de este neurotransmisor entre el ovario izquierdo y derecho en ninguna de
las edades evaluadas, excepto al primer estro donde el ovario izquierdo presento un
mayor contenido con respecto al ovario derecho. En los animales tratados con GTD
y sacrificados al nacimiento se observo incremento en el contenido de NA del ovario
izquierdo que no alcanzo a ser estadisticamente significativo. Cuando los animales
fueron sacrificados al primer estro, el contenidc de NA del ovario izquierdo
disminuyd significativamente respecto al grupo tesligo. En las ratas denervadas con
6-OHDA y sacrificadas al primer estro también se observd una caida en el contenido

de la amina por parte del ovario izquierdo {Tabla 12}.

TABLA 12. Media + eemn del contenido (ng) de noradrenalina del ovaric izquierdo (Ol} y del
derecho (OD) de ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o
6-hidroxidopamina (6-OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.

‘:”‘-EDAD’D%%%E?  VEHICULO |~ GTD
SACRIF| i . 7 |
0231005 | 0405005 0.38%0.14
10D 0.220.01 0.59+0.27 02540 11
Ol 09120.15 0.82£0.15 0792012
OD 0.81£0.07 0.6540.12 0.69:0.12
[or 0641019 0.74£0.12 06020 22
oD 0.5710.15 0.45:0.16 0.5940 22
O 6731075 773510.45 5661065
loD  7.6510.95 7.39£0.45 6.0140.71
1Ol 226511174 |  16.08:2.204 14364122
10D 16.29:0.81 17.4140.70 *17.600.81

* p<0.05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey).

& p<0.05 vs su ovario derecho (ANDEVA sequida por Tukey).




En el ovario izquierdo de los animales tratados con GTD y sacrificados
al nacimiento, a los 10 dias de edad o al primer estro, la concentracidén de NA fue
mayor siendo estadisticamente significativa sélo al nacimiente. Este mismo
comportamiento presentd el ovario izquierdo de los animales tratados con 6-CHDA,
excepto que &l incremento fue significativo solo al primer estro vaginal (Grafica15a).
En el ovaric derecho, no se modificd la concentracion de NA por efecto de la
denervacion con GTD o 6-OHDA (Gréfica 15b).

1.5 1

Ovario lzquierdo a)

NA (ng/ mg de tejido)

Recién 10 dias 20 dias 30 dias Primer
Nacida Estro

1.5 Ovario Derecho b}

NA {(ng /mg de tejido)
(-]
wn

0.6
0.3
[+ T T T 1
Reclén 10 dias 20 dias 30 dias Primar
Nacida Estro
l ———y EHIiCULO --=-GT0 —vo- .0 HD A ]

* p < 0.05vs Vehiculo {ANDEVA seguida por Tuk.ev).
Grifica 15 (a, b). Media + eem de |a concentracidon (ng/mg de tejido) de noradrenalina

(NA) del ovario izquierdo y derecho de ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo.
guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina {6-OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.
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En el grupo con vehiculo a los 30 dias el contenido de DA del ovario
derecho fue significativamente menor con respecto al izquierdo. La administracion
de GTD no modificéd el contenido de DA en el ovario izquierdo ni del derecho en
ninguna de las edades evaluadas. La 6-OHDA, al igual que la GTD, no provocd
diferencias en el contenido del neurotransmisor excepto a los 30 dias de edad donde
se depletdé en ambos ovarios. En los grupos con denervacion no se observaron

diferencias en el contenido de DA entre el ovario izquierdo y derecho {Tabla 13).

TABLA 13. Media t eem del contenido (ng) de dopamina del ovario izquierdo (Of) y
derecho (OD) de ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina
(GTD) o 6-hidroxidopamina {6-OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.

a
LE S & e T .

Ol 025:0.05 0.2240.02 0.200.04
OD 0.20:0.03 0.3140.05 0.19:0.02
1ol 0.50+0.07 0.4440.08 0.4240.03
- |oD 0.5410.03 0.33:0.13 0.44+0.06
|01 0.1020.04 0.08+0.02 0.0810.03
OD 0.07:0.02 0.04£0.01 0.08+0.03
Ol 1.1310.05 1722065 ND.

{OD 0521022+ | 069:0.11 N.D.

IO 0632005 1.2210.31 0.8310.24
Hred 0D 0.6120.08 0.6420.09 1.170.32

4 P<0.05 vs su ovario izquierdo (ANDEVA seguida por Tukey).
N.D. No detectable, por debajo de 1a sensibilidad del método.

En el ovario izguierdo de los amimales tratados con GTD Ia
concentracion de DA presentd tendencia a incrementarse con respecto al grupo

testigo, que sclamente alcanzd a ser estadisticamente significativa al primer estro
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vaginal. En el grupo con 6-OHDA y sacrificado a los 30 dias de edad se depletd el

neurotransmisor {Grafica 16a).

En el ovario derecho de los animales denervados con GTD o 6-OHDA
no se observaron modificaciones en ta concentracion de DA. Sélo en los tratados
con B-OHDA y sacrificados a los 30 dias de edad la concentracion del

neurctransmisor se encontré por debajo de la sensibilidad del método (Grafica 16b).

6.6 ~ Ovario lzquierdo a)

0.45 4 .

DA (ng/mg de tejido)

0
Recién 10 dlas 20 dias 30 dias Primer
Nacida Estro

0.6 A
Ovario Detecho b

¢.45

0.3

DA (ngi{mg de tejido)

0

Recién 10 dias 20 dlas 30 dias Primer

Nacida Estro
————yEHICULO -%-GTD —o- &.0HDA

*p< 005 ve vehleulo (ANDEVA soguida par Tukey).

Gréfica 16 (a, b}). Media £ eem de la concentracion (ng/mg de tejido) de dopamina (DA}
del los ovario izquierdo y derecho de ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo.
guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina {6-OHDA) y sacrificadas a diferentes edades.
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Objetivo VI
Analizar los efectos de la denervacion catecolaminérgica in dtero, sobre las

concentraciones de catecolaminas de la médula adrenal.

Dado que !a administracion de GTD o 6-OHDA no depleté las
concentraciones de catecolaminas ovéricas al nacimiento y que existen evidencias
que muestran que la simpatectomia quimica periférica induce un incremento en la
aclividad de la enzima tirosina hidroxilasa de la médula adrenal, se decidid analizar
los efectos de la denervacién catecolaminérgica, realizada durante la etapa fetal,
sobre las concentraciones de catecolaminas de la médula adrenal al nacimiento y a
los 10 dias de edad.

En la tabla 14 se chserva que tanto la administracion in atero de GTD
como de 6-OHDA provocaron al nacimiento incremente en el contenido de todas las
catecolaminas de la médula adrenal. En las hembras tratadas con GTD el contenido
de DA se incrementd en un 166%, mientras que con 6-OHDA el incremento fue de
102%. El contenido de noradrenalina en los animales tratados con GTD o 6-OHDA
el incremento fue alrededor del 200%. En los animales con administracién de GTD el
contenido de adrenalina fue de 190%, en tanto que en e! grupo con 6-OHDA fue de
149%.
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Tabia 14. Media t eem del contenido total (ng} de catecolaminas de la meédula adrenal _de
ratas tratadas durante fa etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o B-hidroxidopamina

(6-OHDA) y sacrificadas al nacimiento.

19914 3295+ 295 267.8+21.3

531+89* 11048+69.5* 776.8+43.2*

402+69* 989.5+£121.2+ 665.8 +90.5*

* P<0.05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey).

Cuando los resultados son presentados como concentracién se
observé que la denervacion quimica realizada con GTD indujo en ia médula adrenal,
un incremento significativo en la concentracion de todas las catecolaminas al
nacimiento. La administracion de 6-OHDA sdlo provocé aumento en las

concentraciones de noradrenalina y adrenalina (Grafica 17).
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ng / mg de tejido
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300 -
200 4
100 1
*
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Dopamina Noradrenalina Adrenalina

OVEHICULO EGTD [E6-OHDA

* p < 0.05 vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey).
& P <0.05vs 6-OHDA (ANDEVA seguida por Tukey).

Gréfica 17. Media £ eem de la concentracién {ng/mg de tejido) de catecolaminas de la
médula adrenal de ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o
6-hidroxidopamina (6-OHDA) y sacrificadas al nacimiento.

A los 10 dias de edad en la médula adrenal no se observaron cambios
significativos en el contenido de las catecolaminas por efecto de la administracion de
GTD o 6-0OHDA, durante la etapa fetal. Sdlo el contenido de adrenalina del grupo
con GTD es mayor con respecto al grupo con 6-OHDA. (Tabla 15). Sin embargo, al
expresar los datos en funcidén de la masa adrenal se abservé que sdlo en los
animales tratados con GTD aun {a concentracion de noradrenalina permanece
significativamente alta a los 10 dias de edad, con respecto a la de los animales del
grupo testigo. Las concentraciones de dopamina y adrenalina de ambos grupos con

denervacion, fueron semejantes a tas del grupo con vehiculo {Gréfica 18),
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Tabla 15. Media + eem del contenido total {ng) de catecolaminas de la medula adrenal de
ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o 6-hidroxidopamina

{6-OHDA) y sacrificadas a los 10 dias de edad.

w ?

N P ‘.3“ ﬁ',..
. Noradrendli;

420+37 10206 £69.6 1891.3 + 150.9

46.8 £ 3.0 1320.1 £ 1166 21888+ 556 &
6-0OHBA' i 3.4+ 3.1 10257 £106.2 18771 +£106.9
& P< 0.05 vs 6-OHDA {ANDEVA seguida por Tukey).

ng /mg de tejido
750 1
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450 A

300 4

150

0 +——————etw——r |

Dopamina

Noradrenalina

Adrenalina

CIVEHIiCULO @GTD ms-ouoq

% p <0.05vs Vehiculo (ANDEVA seguida por Tukey).

Grafica 18. Media + eem de la concentracion {ng/mg de tejido) de catecolaminas de Ia
médula adrenal de ratas tratadas durante la etapa fetal con vehiculo, guanetidina (GTD) o

B-hidroxidopamina (6-OHDA) y sacrificadas a ios 10 dias de edad.
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DISCUSION

Los resultados derivados de esle estudio nos permiten sugerir  que
desde la etapa fetal, la inervacidn catecolaminérgica modula de manera
estimulatoria los mecanismos neuroenddcrinos que conilevan a la pubertad y en el

foliculo ovarico estimula su crecimiento y diferenciacion.

Diversas investigaciones se han realizado para dilucidar el papel que
tiene la inervacion catecolaminérgica durante la prefiez. Lawrence y Burden (1976)
reportaron que en la rala la inervacion catecolaminérgica de la glandula interstictal
se incrementa conforme avanza la prefiez. En la oveja se presenta un incremento en
la concentracion plasmética de catecolaminas unas horas antes del parto (Eliot y
col., 1881). En esta misma especie, la administracion de 6-hidroxidopamina provoca
disminucién en el contenido de noradrenalina, en las capas musculares del Utero, lo
cual se traduce en una reduccion en la frecuencia de la actividad electromiografica
estimulada con estrégenos (Massmann y col., 1992). Experimentos realizados
durante la prefiez en diversas especies de mamiferos, incluyendo la rata, muestran
una disminucion en {a constriccion de las arterias y venas uterinas en respuesta a la
noradrenalina (Hohmann y col., 1980; Matsumoto y Ducsay, 1992; Mcnutt y Ducsay,
1991, Weiner y col, 1991). Estas evidencias indican que es probable que las
catecolaminas sean uno de ios sistemas, pero no el Unico que participa en la

modulacion de fas contracciones uterinas previas al parto.

En nuestro estudio la denervacién simpatica iniciada desde los 13 dias
de gestacién con guanetidina o B-hidroxidopamina no modificd la duracién de la
prefiez. Sin embargo, es importante resaltar que las ratas denervadas
invariablemente parieron un dia despues con respectc a las del grupo testigo,
Cuando las ratas fueron tratadas con B-hidroxidopamina dos hembras del grupo
murieron sin Hegar a parir {datos no presentados). Es posible que la administracion

de los farmacos, hayan afectado la inervacién uterina de la madre y por
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consecuencia la regulacion de fas contracciones uterinas. Ya Legrand y Maltier en
1986, habian reportado algo similar, donde en la rata prefiada la administracion de
6-hidroxidopamina induce que se prolongue el tiempo de gestacion. La
administracion de guanetidina o 6-hidroxidopamina no modifico la proporcion de
crias nacidas vivas o muertas, lo cual apoya lo reportado por otros autores, guienes
sugieren que la inervacion catecolaminérgica no es fundamental para el desarrollo
normal de fa prefiez (Evans y Burnstock, 1979; Roche y col, 1985, Lara y col,
1990a). En contraste a esto, se ha reportado que la administracion de 6-OHDA
durante la prefiez en la rata (McDonald y Airaksinen, 1974) o en el raton (Castrén y
col., 1973) provoca incrementa en el numero de reabsorciones fetales y disminucion
en el numero de crias nacidas vivas. En nuestro estudio no observamos este hecho,
es probable que esta discrepancia se deba a que utilizamos una dosis menor a las
reportadas en la literatura y al momento de la gestacién en el que se inici¢ et
tratamiento. Estos datos nos permiten sugerir que la inervacién catecolaminérgica no
es esencial para la supervivencia de los felos, sin embargo es posible que participe

en la modulacién de las contracciones ulerinas previas al parto.

Existen datos en la literatura que muestran que en la rata prefiada la 6-
hidroxidocpamina atraviesa la barrera placentaria, pero no encontramos referencias
respecto a la guanetidina. Por esta razén se midié ta concentracion de
catecolaminas en organos que presentan una gran cantidad de fibras
catecolaminérgicas, como son el bazo y el timo (6rganos pertenecientes al sistema
inmunolégico). Ademds, se ha establecido una interaccion bidireccional entre el
sistema nervioso simpatico y el sistema inmune. Las fibras nerviosas simpaticas
inervan organos linfoides, entre ellos el bazo y el timo, en asociacion con linfocitos y
macrofagos. Estas células inmunoldgicas poseen receptores a catecolaminas y
neuropéptidos (Felten y Olschowka, 1987, Leposavic, 1992, Stevens-Felten y
Bellinger, 1997).
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En la rata neonala la simpatectomia quimica con 6-hidroxidopamina 0
ta seccion del nervio esplénico realizada en ta etapa puberal, provocan disminucion
en la concentracion de catecolaminas en el bazo acompafiada de incremento en 12
respuesta inmune (Besedovsky y col., 1979,1981 y 1985). La simpatectomia quimica
seguida de la adrenalectomia aumenta ain méas esta respuesta (Besedovsky y col.,
1979). Este mismo efecto se presenta en el ratén donde la administracion de 6-
hidroxidopamina durante los primeros dias de vida provoca disminucién éen el
contenido de catecolaminas del bazo y timo acompanado de un incremento en la
respuesta inmune, efectos que se amplifican cuando, ademas del neurotdxico, se
administra la alfa-metil-para- tirosina {«-MPT) un inhibidor de ia tirosina hidroxilasa
(Besedovsky y col, 1983, Cross y col, 1987, Williams y col, 1981). Estas
evidencias han permitido sugerir que el sistema nervioso simpatico modula de

manera inhibitoria al sistema inmune, principalmente por via de las catecolaminas.

Nuestros resultados muestran que tanto la guanetidina como la 6-
hidroxidopamina atraviesan la barrera placentaria. El tratamiento con estos farmacos
producen efectos diferentes; en tanto que la guanetidina o 6-hidroxidopamina tiene
un efecto diferencial, la guanetidina afectd principalmente a las neurcnas
noradrenérgicas (en el bazo no se detectd noradrenalina), la 6-hidroxidopamina
modifico a las dopaminérgicas, ya que la concentracion de dopamina en el timo
estuvo por debajo de la sensibilidad del método y mas aun, la concentracion de esta
catecolamina se depletd en el hipotalamo. En apoyo a esto, se ha mostrado que la
simpateclomia farmacclégica, realizada con guanetidina, provoca en el bazo
disminucion de la concentracion de catecolaminas (Favre-Maurice y col., 1992; Jaim-
Etcheverry y Zieher 1971), siendo mas sensibles las neuronas noradrenérgicas que

las dopaminérgicas (Favre-Maurice y col., 1992).
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En el animal adulto la guanetidina o la 6-hidroxidopamina no atraviesa
la barrera hematoencefalica (Angeletti y col., 1972; Kostrzewa y Jacobowitz, 1974,
Maxwell, 1982). Pero en el feto de rata y en el animal antes del dia 6 de vida dicha
barrera aun es inmadura (Johnson Jr y col., 1976; Saunders, 1977; Xu y Ling, 1994}.
En apoyo a la aseveracion anterior, se sabe que durante la preiiez |a administracion
de 6-hidroxidopamina en la rata o raton, provoca en los fetos disminucion en la
concentracion de noradrenalina hipotalamica y a nivel periférico (Castrén y col.,
1973; McDonald y Airaksinen, 1974). En la rata los sistemas noradrenérgico y
dopaminérgico hipotalamicas, son funcionales desde el dia 15 de desarrollo fetal y
es posible medir sus neurotransmisores ya desde esta edad (Borisova y col., 1891;
Coyle y Henry, 1973). Por lo tanto, si la guanetidina o la &-hidroxidopamina
atravesaron la barrera hematoencefdlica, estos sistemas de neurotransmision

catecolaminérgicos pudieron ser susceptibles a los efectos de estos farmacos.

Nuestros resultados muestran que la administracidn de 6-
hidroxidopamina, pero no de guanetidina, indujo en los animales recién nacidos
disminucion en las concentraciones de dopamina hipotalamica. Por lo anterior,
podemos sefialar que el tratamiento con 6-hidroxidopamina indujo una denervacion
dopaminergica a nivel del sistema nervioso central. El hecho de que estos animales
a los 10 dias de edad presentaran una recuperacidn en la concentracidon de
dopamina hipotalamica, podria deberse a que algunas neuronas dopaminergicas
remanentes, hayan tenido una hiperactividad para compensar la falta de las
neuronas dafadas, como lo mostraron Fernandes Xavier y col. {(1994). Estos autores
encontraron en la rata de 15 dias de vida un incremento de la inervacion
dopaminérgica de la sustancia nigra, a {a cual previamente se le administrd 6-

hidroxidopamina de manera intraventricular a los 3 dias de vida.
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El incremento en la actividad de las neuronas monoaminérgicas
hipotalamicas que presentaron los animales simpatectomizados con guanetidina o 6-
hidroxidopamina durante la etapa peripuberal, podria deberse a un reajuste de estos
sistemas en respuesta a la denervacién. Dado que no fue posible separar y
cuantificar la noradrenalina hipotalamica en los animales recién nacidos no podemos
descartar gue la guanetidina o la 6-hidroxidopamina hayan afectado a las neuronas

noradrenérgicas.

El peso corporal no se modificd en los animales denervados con
guanetidina en ninguna de las edades evaluadas. Numerosos estudios reportan que
en la rata denervada con guanetidina en diferentes etapas de la vida, disminucion en
el peso corporal (Benarroch y col., 1990; Flores y col., 1990; Lara y col., 1990z,
Zochodne y col, 1990). A diferencia de lo cbservado por la denervacion con
guanetidina, la administracion de 6-hidroxidopamina incremento el pesoc corporal
desde el nacimiento hasta los 10 dias de edad y nuevamente al primer estro vaginal.
Probablemente el incremento en la masa corporal este relacionado con la hormona
del crecimiento, ya que se ha reportado que la administracion de 8-hidroxidopamina
modifica la secrecion de esta hormona (Willoughby y Day, 1981). Al momenta no
contamos con una explicacion para el incremento en el peso corporal que se registro

en los animales al primer estro vaginal.

En la rata, la administraciéon de guanetidina desde los primeros dias de
vida induce retraso en la edad de apertura vaginal (Alburquerque-Araujo y col.,
1990; Flores y col., 1930; Lara y col., 1990a). Nuestros resultados apoyan los
estudios anteriores. Es probable que en nuestros animales la sensibilidad de la
vagina a los estrogenos haya disminuido ya que la concentracion sérica de estradiol
no se modificd en ninguna de las edades evaluadas. La disminucidén en la
sensibilidad de la vagina podria estar relacionada con una disminucion en la
expresion de los receptores [-adrenérgicos, ya que en el tracto reproductivo [a

expresién de estos receptores es estimulada por los estrégenos y la progesterona




(Brauer y Burnstock, 1998, Paton y cof, 1978). Por lo tanto, la caida en la
concentracién de progesterona, la posible eliminacion de la inervacion
noradrenérgica de la vagina, o ambas padrian haber causado disminucion en el

nimero de receptores fi-adrenérgicos.

En el grupo tratado con guanetidina, la disminucion en las
concentraciones séricas de progesterona a los 30 dias y al primer estro vaginal, nos
permite plantear la posibilidad de que, la senal ovarica por medic de {a secrecién de
progesterona, fue insuficiente para estimular la secrecidon de GnRH hipotalamica.
Tanto en la rata prepuber como en la adulta, la progesterona tiene un papel
estimulatorio sobre la secrecién de la GnRH (Brann y Mahesh, 1991; Kim y Ramirez,
1982) efecto mediado por las neuronas noradrenérgicas (Brann y Mahesh, 1991).
Esto nos permite sugerir que la disminucion en la concentracién de progesterona
provocaria una atenuacion en el pico preouvulatorio de la LH, por lo que se
necesitaria un mayor tiempo de exposicion a la progesterona para desencadenar ios
mecanismos neuroenddcrinos implicados en el inicio de ia pubertad. El hecho de
gue en los animales denervados con 8-hidroxidopamina no presentaron retraso en la
edad de apertura vaginal y que las concentraciones séricas de progesterona no se
hayan modificado apoyarian esta sugerencia. En la cobaya la denervacién realizada
con guanetidina, desde el nacimiento o a partir del dia 10 de vida, adelanté el inicio
de la pubertad e incrementd las concentraciones séricas de progesterona medidas

durante 1a fase folicular (Riboni y col., 1998).

A diferencia de lo anterior, también fue reportado que la eliminacion de
la inervacion catecolaminérgica, inducida por la administracién de guanetidina, a
ratas hembras de 21 dias de edad no maodifica la edad de apertura vaginal, mientras
que el bloqueo del sistema colinérgico, a través de receptores muscarinicos, si lo

hace {Trkulja y Lackovic, 1996).
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Con base a todo lo anterior, parece ser que el inicio de la pubertad se
requiere no solo de las hormonas hipotaldmicas-hipofisiarias, si no también de la
integridad de la inervacioén catecolaminérgica desde la etapa fetal y hasta la etapa

infantil.

La administracién de 6-hidroxidopamina durante la etapa fetal proveco
en los animales de 10 dias de edad incremento en las concentraciones séricas de
estradiol, el cual pudo ser de origen ovarico, ya que se sabe que a nivel central la
neurona dopaminérgica ejerce una regulacion inhibitoria sobre la neurona
GnRHérgica, por fo que la eliminacidn de este tipo de regutacidn, provocaria
incremento en la liberacion de la GnRH y por tanto en la secrecion de
gonadotropinas (Gallo, 1981) las que a su vez, estimularian en el ovario la sintesis

de estrogenos.

En la literatura existen reportes contradictorios acerca del efecto de la
denervacion inducida con guanetidina sobre las concentraciones de estradiol en la
rata prepuber. Alburquerque-Araujo y col. {1995) reportan una disminucion en la
concentracion plasmatica de estradiol a los 30 dias de edad, la cual desaparece
cuando los animales alcanzan el primer estro vaginal. Sin embargo, cuando estos
ovarios se cultivan en presencia o ausencia de gonadotropinas, la concentracion de
estradiol siempre es menor, respecto al grupo control. Otros estudios in vifro
mostraron gue la concentracién basal de estradiol no se modificé en los animales
denervades (Lara y col., 1990a; Rosa-E-Silva y col., 1997) pero la respuesta es
menor ante el estimulo con hCG {Lara y col., 1990a). Como en nuésiro estudio la
concentracion sérica de estradiol no se modificd en los animales tratados con
guanetidina. Podemos sugerir de gque fa eliminacién de la inervacion
catecolaminérgica, inducida con guanetidina desde la etapa felal, no modifica la

secrecion de estradiol.




A principios de la década pasada, se mostré que en ia rata prepuber la
estimulacién de los receptores P-adrenérgicos de las células de la granulosa
incrementa la produccion de progesterona tanto in vivo como in vitro (Adashi y
Hsueh, 1981; Aguado y col, 1982, Ratner y col, 1980). Lara y col., (1990a)
utilizando el modelo de la rata prepuber denervada con guanetidina mostraron que
ia administracidn de este farmaco provoca disminucién en el nimero de receptores
B-adrenérgicos en las células de la granulosa, acompafado de una menor respuesta
esteroidogénica. Estudios inmunocitoquimicos revelaron que en el ovario de ios
animales denervados con guanetidina, no se modifico la intensidad de Ia reaccion a
la enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD, enzima que convierte a la
pregnenolona en progesterona). Dado que también se ha mostrade una disminucion
en la concentracion ovarica de pregnenoclona, es posible que la inervacion
catecolaminérgica module de manera estimulatoria la produccion de progesterona
desde la produccion de su precursor (Rosa-E-Silva y col., 1987}). En nuestro trabajo,
los animales tratados con guanetidina presentaron disminucion en la secrecidn
sérica de progesterona. Esto concuerda con fo reportado por otros investigadores
donde en la rata prepuber la administracion de guanetidina provoca disminucion en
la concentracion basal de progesterona ovérica (Rosa-E-Silva y col.,, 1997) y en la
estimulada con gonadotropinas (Lara y col., 1990a). La disminucion en la
concentracion sérica de progesterona podria ser explicada por una disminucién
en la concentracidon de los receptores f-adrenérgicos de las células de la
granulosa, tal y como ha sido sugerido (Lara y col., 1990a) Estos resultados nos
permiten sugerir que la inervacion noradrenérgica modula de manera estimulatoria |a
respuesta esteroidogénica del ovario, principalmente estimulando la produccién de

progesterona.

Los receptores B-adrenérgicos lienen un papel estimulatorio en Ia
sintesis de androgenos ovaricos. Estudios in vitro, utilizando celulas teco-
intersticiales del ovario de ratas preplberes, han mostrado gque la estimulacién de

receptores p-adrenérgicos induce incremento en la produccidn de andrégenos (Dyer
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y Erickson, 1985; Hernandez y col., 1988). En ia rata neonata la eliminacion de la
inervacion catecolaminérgica par la administracién de guanetidina no modifica el
numero de receptores fB-adrenérgicos en las células de la teca y gléndula intersticial
“ovario residual’ (Lara y col., 1990a). En nuestro trabajo la disminucién en ia
concentracidén de testosterona sérica a los 10 y 20 dias de edad en los animales
denervados podria deberse a un cambio en la poblacién de receptores B-
adrenérgicos a nivel de las células de la teca. Estos datos nos permite apoyar el
hecho de que la inervacidn catecolaminergica participa de manera estimulatoria,

durante la etapa infantil, en la produccién de androgenos.

Los resultados de nuestra investigacion apoyan el trabajo realizado por
Ben-Jonathan y col,, (1984) donde muestran que en la rata prepuber el contenido de
noradrenalina ovarica se incrementa conforme avanza la edad de los animales,
presentando una deplecion a los 20 dias. Esta caida en el contenido de
catecolaminas también fue observada en nuestro estudio, independientemente del
grupo experimental. La simpatectomia realizada con guanetidina o 6-
hidroxidopamina no depletd las concentraciones de catecolaminas ovaricas. Esto

podria deberse a:

1) Un aporte de catecolaminas provenientes de la médula suprarrenal.
En el ovario, las catecolaminas no solo son provistas por la via neural, sino que
también recibe el aporte proveniente de las adrenales que le llega por via
sanguinea. Esta interpretacién se ve apoyada por el hecho de que al nacimiento,
tanto en los animales denervados con guanetidina como con 6-hidroxidopamina se
presentd un incremento en el contenido de todas las catecolaminas de la médula
suprarrenal de al menos 250 %. Este dato es similar al reportado en la literatura
{Johnson Jr y col., 1976; Kostrzewa y Jacobowitz, 1974). Estos autores mostraron
que la simpatectomia provoca un incremento transitorio en {a actividad de la tirosina
hidroxilasa de las adrenales (240 %, con respecto al grupo control) que se traduce

en un incremento en el contenido de catecolaminas. En la rata macho adulto se
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presenia este aumento 16 horas después de la administracion del neurotoxico
(Mueller y col., 1969). El incremento en la sintesis de catecolaminas adrenales es
una respuesta compensatoria de la glandula a la disminucidon de la funcién del
sistema nervioso simpatico periférico. Esta mediada por una mayor actividad de
nervios colinérgicos preganglionares, ya que en animales previamenle
simpatectomizados, la seccién de los nervios que flegan a la glandula suprarrenal
suprime el incremento en la sintesis de catecolaminas (Muelter y col, 1969;
Thoenen y col., 1969). Otros grupos de investigadores utilizando estos mismos
farmacos no encontraron diferencias significativas en el contenido de catecofaminas
de origen adrenal {Lara y col.,, 1990a; Lo y col., 1991). Al parecer la capacidad de
respuesta de la médula suprarrenal a la simpatectomia quimica depende de la dosis
utilizada, de la edad det animal en que se inicia el tratamiento y del tiempo en que se
evalla esta respuesta. Existen evidencias que resaltan la participacion de las
suprarrenales en los eventos reproductivos, conjuntamente con el eje hipotalamo-
hipéfisis-gonada. Por ejemplo, se sabe que en la rata hembra infantil la remocién
conjunta de los ovarios y de las adrenales incrementa la respuesta de la hipdfisis a
la GnRH {QOjeda y col., 1977). A principios de la década de los 80's el grupo de
Aguado, mostro que en la rata prepuber la medulectomia provoca retraso en el inicio

de la pubertad {Aguado y Ojeda, 1984b).

2) Sintesis de catecolaminas de novo por el propio ovario. Este érgana
liene la capacidad de producir catecolaminas per se (Ben-Jonathan y col., 1984,
Wrutniak-Zolnowska, 1980). Para poder probar este posibilidad, es necesario
realizar un estudio de la actividad de las células cromafines ovaricas de animales

simpatectomizados.

3} Reinervacion de fibras catecolaminérgicas en el ovario. No podemos
descartar ila posibilidad de que se haya producido una reinervacion de fibras
catecolaminérgicas en el ovario de animales con simpatectomia quimica, ya que hay

evidencias de reinervacion tanto a nivel de sistema nervioso central come periférico.
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Ei tiempo de inicio de este proceso depende del organo y de la edad en la cual se
realiza la denervacion . (Bennett y col., 1982; Evans y col., 1979; Fernandes Xavier y
col., 1994; Lorton y col., 1990). Para poder confirmar o descartar esta posibifidad
seria necesario realizar un estudio de histofluorescencia donde se demuestre la
presencia o ausencia de fibras catecolaminérgicas ovaricas, en los animales

denervados.

Existe cierta controversia en cuanto a la participacion de la inervacion
catecolaminérgica en la regulacion del procesc de ovulacidn. En la rata prepuber o
adulta la seccion unilateral del nervio ovérico superior, provoca disminucion en el
numero de ovocitos liberados en el ovario denervado. Los autores han planteado
que la inervacion simpética a nivel folicular modula de manera estimulatoria la
accion de las genadotropinas (Chavez y col,, 1991; Morales y col., 1993 y 1998). Sin
embargo, se ha sugerido que en la rata prepuber, la inervacion catecolaminérgica
modula de manera inhibitoria la reactividad de! foliculo a las gonadotropinas,
migntras que en rata adulta esta modulacion es estimulatoria {Ayala y Dominguez,
1988; Flores y col.,, 1990). Recientemente se reportd que en |a rata vieja (mayor de
12 meses) esla inervacion tiene nuevamente un papel inhibitorio (Vazquez, 1997).
La discrepancia en los resultados entre una denervacién quirlirgica y una quimica
sobre |a respuesta del foliculo a las gonadotropinas, radica posiblemente en que en
el modelo del animal denervado quirurgicamente se seccionan todas las fibras que
viajan por el nervio ovarico superior tanto catecolaminérgicas como peptidérgicas,
mientras que en el animal denervado quimicamente la destruccidn se extiende a
otros drganos periféricos que también reciben inervacion simpatica. En este trabgjo,
no se madifico el numero total de ovocitos liberados en los animales denervados
con guanetidina o 6-hidroxidopamina. Por tanto, {a respuesta a {a denervacion
depende de la edad, del farmaco utilizado asi como del tiempo transcurrido después
de la denervacion. En nuestro estudio este plazo es de al menos 6 semanas, tiempo

en el cual no podemos descartar que se haya presentado una reinervacion o algin
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otro mecanismo compensador, mientras que en los trabajos ya mencionados se

evalua en un lapso postratamiento de mucho menos duracion.

Se ha planteado que la accidn inhibitoria de la inervacion simpalica en
la respuesta del foliculo a las gonadotropinas se presente sobre todo en los foliculos
preovulatorios (Ayala y Dominguez, 1988; Flores y col., 1990). Los resultados de
Bodis y col. (1993 a,b) y Papenfuss y col. (1993} ha mostrado con estudios in vitro
que de foliculos preovulatorios de la mujer que la estimulacion con LH o FSH
incrementan significativamente la secrecion de estradiol y progesterona. Este mismo
estimulo en presencia de ncradrenaling atenua el efecto amplificador de las
gonadotropinas. Es bien sabido que existe una relacién inversa entre el contenido
de catecolaminas ovaricas y las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas.
Asi, en la rata prepuber se produce una caida en la concentracioén de noradrenalina
ovarica en respuesta al pico preovulatorio de FSH que antecede a la canalizacion de
la vagina. De igual manera, ia estimulacion con PMSG induce una disminucion en la
concentracién de noradrenaling 12 hrs, después de su administracion (Bahr y Ben-
Jonathan, 1981; Ben-donathan y col., 1982).

En el ovario de la rata se ha observado, por estudios de
inmunohistoquimica, la presencia de fibras catecolaminérgicas desde la etapa
prenatal y en las primeras horas de vida. Estas fibras se encuentran asociadas a
vasos sanguineos y a células ovéricas primordiales al momento de la foliculogénesis
(Malamed y col., 1992). En el ovaric de la rata aduita esta inervacion se encuenira
en relacién estrecha con células epiteliales de foliculos primordiales y en relacién
con la teca de foliculos en diferentes estados de desarrollo (Burden, 1972, 1985;
Stefenson y col., 1981). Recientemente Mayerhofer y col., {1997) utifizando cultivos
de ovarios de rata de 2 dias de edad, mostraron que Ja estimulacion de los
receptores B-adrenérgicos o la adicion al medio de VIP, incrementa el RNAm dei
receplor a FSH y del complejo enzimatico P-450 aromatasa mediante la formacion

de AMP ciclico. Estas evidencias sugieren que la infarmacion neural modula el
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crecimiento folicular desde etapas tempranas, ya que en los primeros tres dias de

vida el ovario carece de receptores a gonadotropinas.

En nuestro trabajo, 1a administracion de GTD sdlo indujo incremento en
el numero de foliculos totales a los 10 dias de edad, mientras que, en las siguientes
edades no se modifico. Esto contrasta con lo reportado por Lara y col. (1990a)
quienes al efectuar la simpatectomia en la etapa neonata!l encontraron a los 30 dias
de edad disminucidn en el numero total de foliculos. Esta discrepancia tal vez
radique en las diferentes dosis del farmaco utilizadas y en el momento de su
administracion. La denervacion catecolaminérgica realizada con guanetiding, tanto
en la rata adulta como en la prepuber induce retraso en el crecimiento folicular
{Ayala y Dominguez, 1988; Lara y col., 1990a). Estudios histolégicos del ovario
denervado en la rata prepuber muestran una disminucién del volumen folicular, del
area de las células de la granulosa y del volumen de las células teco-intersticiales
{Rosa e Silva y col, 1997). En nuestro estudio, los animales denervados con
guanetidina o 6-hidroxidopamina se encuentra a los 30 dias de edad un retraso en el
crecimiento folicular en tos foliculos que se encuentran entre 70 y 350 pm de
didmetro. Estos datos nos permiten sugerir que la inervacion catecolaminérgica
participa de manera estimulatoria en el crecimiento y desarrollo de los foliculos que
entran al crecimiento y que pueden llegar a ser ovulados en el momento en que se

presente el pico preovulatorio de [as gonadotraopinas.

La respuesta del foliculo a la denervacidn con guanetidina o 6-
hidroxidopamina fue diferente. La administracién de guanetidina indujo incremento
de la atresia, mientras que la 6-hidroxidopamina, dependiendo de la edad evaluada,
provoca disminucidén o incremento en el nimero de foliculos sanos. Es muy probable
que esta diferencia se deba a que |a guanetidina afecté principalmente a las
neuronas noradrenérgicas, en tanto que Ja 6-hidroxidopamina a neuronas
dopaminérgicas. En apoyo a lo anterior, en ios animales de 30 dias de edad

tratados con 6-hidroxidopamina no se detecté dopamina ovarica y ¢oincidio con un
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retraso en el crecimiento folicular y una disminucion en el numero de foliculos sanos.
En cambio, la denervacion con guanetidina durante la etapa fetal provocé en los
animales de 10 dias de edad, incremento en el nimero de foliculos totales gue
corresponde a los foliculos atrésicos menores de 70 um de diametro. El alto indice
de atresia en estos foliculos no esta relacionado con la falta de catecolaminas, dado
que estas no se modificaron. Este hecho podria explicarse por una disminucion en el
nimero de receptores B-adrenérgicos, que traeria como consecuencia disminucion
en el nimero de receptores a la FSH y con ello un menor crecimiento del foliculo
primordial (Mayerhofer y col., 1997). Ademas se sabe que la FSH es una de las
principales sefales hormonales, que estimula el desarrollo y crecimiento folicular y
ejerce un papel diferenciador sobre las células de la granulosa y tiene |a propiedad
de ser un agente antiatrésico (Hirshfield, 1986; McGee y col., 1997). Por tanto el
mecanismo de transduccion intracelufar, estimulado por las catecolaminas, seria
insuficiente para mantener la respuesta a la FSH y garantizar el crecimiento y Ia
viabilidad de los foliculos primordiales. For lo tanto, en el modelo del animal

denervado se disminuye la sensibilidad del foliculo a las gonadotropinas.

Los resultados de este estudio, en conjunto con las evidencias
bibliograficas nos permiten postular que la inervacion simpética, via NA y VIP,
estimula en los foliculos mas pequerios la aparicion de receplores a gonadotropinas,
mientras que en los fdliculos en crecimiento estaria estimulando la sintesis de

hormonas esteroides (Figura 7).

Finalmente en este trabajo observamos que los efectos causados por la
administracién de guanetidina ¢ 6-hidroxidopamina son diferentes. Estas diferencias
se deben entre otros factores se debe a la dosis de 6-hidroxidopamina utilizada.
Krukoff y col. (1890), mostraron en la rata que cuando se administra guanetidina o 6-
hidroxidopamina desde los primeros dias de vida, el grado de denervacion periférica
es mayor con guanetidina que con B-hidroxidopamina. También se ha mostrado en

algunos érganos que en respuesta a la simpatectomia periférica inducida con
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guanetidina se presenta un nimero mayor de fibras sensoriales, reactivas a CGRP y
Sustancia P (Aberdeen y col, 1990; Mione y col, 1992). A parlir de nuestros
resultados podemos sugerir que la simpatectomia realizada con 6-hidroxidopamina
no es semejante a la inducida con guanetidina, ya que la primera afecta
principalmente a las neuronas dopaminérgicas, mientras que ia segunda afecta a las

noradrenérgicas.

Con los resultados de este trabajo mostramos que ya desde la etapa
fetal la inervacion catecolaminérgica periférica modula conjuntamente con el eje
hipotalamo-hipdfisis-génadas, procesos reproductivos como son el crecimiento y
diferenciacion folicular, la pubertad y la ovulacion. Aunado a este control se

encuentra fa participacion de las suprarrenales.
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Figura 7. Modelo propuesto para explicar la participacién de la inervacion
noradrenérgica sobre las funciones del ovario de la rata prepaber. La
inervacion catecolaminérgica proveniente del nervio ovdrico superior y del
plexo ovérico se asocia con los foliculos en diferentes etapas del desarrolio y
con la glandula intersticial. En los foliculos mas pequefios la noradrenalina
junto con el VIP, estimulan la aparicién de los receptores a la FSH y asi iniciar
su crecimiento. En fa teca la noradrenalina participa en la produccién de
andrégenos, mientras que en las células de la granulosa en la produccion de
progesterona. Esta progesterona estimularia en el hipotalamo la secrecién de
GnRH. Es posible que |a participacion de la inervacién catecolaminérgica sea
modulada por la inervacion sensorial del ovario, la cual llegaria principalmente
a los vasos sanguineos.
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CONCLUSIONES

La inervacién catecolaminérgica en la rata prefiada no parece ser

esencial en el mantenimiento de la prefiez y en el desarrolio de los fetos.

La inervacion noradrenérgica es mas susceptible a la accion de la

guanetidina mientras gue la dopaminérgica lo es para la 6-hidroxidopamina.

Desde ia etapa fetal la inervacidn noradrenérgica tiene un papel

estimulatorio en los procesos neuroendécerinos gue culminan con la pubertad.

En la rata prepuber {a informacion noradrenérgica que llega al avario
por via neural estimula la esteroidogénesis, principalmente la produccidn de

progesterona.

La fibras catecolaminérgicas ovaricas modulan de manera estimulatoria
el crecimiento folicular, sobre todo el de los foliculos menores de 350 um de
diametro. Ademas estimulan la diferenciacién de los foliculos primordiales,

probablemente estimulando la expresion de receptores a fa FSH.

Las adrenales tienen la capacidad de incrementar la produccion de

catecolaminas en respuesta a la simpatectomia quimica desde |a etapa fetal.
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PERSPECTIVAS

Con base a los resultados obtenidos del presente estudic surgen una
serie de interrogantes a contestar:

¢Cuando se realiza |la denervacién simpatica en la dllima etapa del
desarrollo fetal, se produce en el ovario reinervacion. De ser asi, en que etapa del
desarrollo se presenta ?

¢La disminucion en la produccion de progesterona y testosterona esta
relacionada con una disminucién en el nimero de receptores f-adrenérgicos del
ovario denervado?

¢{En el animal simpatectomizado el retraso en el inicio de la pubertad
esta relacionado con fa disminucién en la secrecion de progesterona?

¢ Como participa la inervacion catecolaminérgica de la vagina en la
respuesta de ésta a los estrégenos?

¢ En los foliculos mas pequenos la inervacién simpatica estimula la
aparicion de receptores a gonadotropinas, principalmente a la FSH?

¢La inervacion catecolaminérgica modula la accidon de los factores
neurotroficos?

&Al eliminarse ia inervacion catecolaminérgica, algun otro sistema de
neurotransmision que recibe el ovario toma el contrcl en la regulacién del
crecimiento y diferenciacion folicular? ¢ Existe un relevo en el papel de la inervacion
simpética y la sensarial a la falta de una?
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