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RESUMEN

En teledsteos, el control de la secrecion de GtHs es multifactorial, siendo el principal
estimulador la GnRH, mientras que ¢l inhibidor més importante es la dopamina, Farmacos
antidopaminérgicos han mostrado ser efectivos para estimular la ovulacién y espermiacion
en diversas especies. La reserpina al ser una sustancia que depleta la dopamina, aymenta los
niveles de GtH en suero con una sola dosis de 1 mg/Kg de peso. Con ocho aplicaciones de
esta misma dosis s¢ demostré un efecto importante sobre la cantidad de células
gonadotropas en hipéfisis de carpa comin. Por lo cual se cuantificé la variacion en el
numero de células gonadotropas del pez dorado (Carassius auratus) con diferente nimero
de aplicaciones de reserpina, encontrandose para ¢l grupo control 415 células, 434 células
para el testipo, y al compararlos con los grupos experimentales se vio una diferencia
significativamente mayor (p<0.05) en todos los casos, obteniéndose un aumento
considerable de mas de 2 veces (289%) hasta casi 4 veces més (388%) en el nimero de
células gonadotropas. Sin embargo, podria bastar con una segunda aplicacion para que el
numero de células gonadotropas se vea aumentado en un 289% sin necesidad de aplicar
hasta la octava inyeccién. Por lo que, la reserpina inyectada intraperitonealmente ocasiona
una mayot liberacién de ponadotropinas, y de esta manera, pudiese inducir la

espermatogénesis en Ciprinidos para poder tener utilidad en la acuacultura.



INTRODUCCION

La utilizacion de alimentos para la poblacién humana mundial depende en buena medida de
los recursos acudticos. Es por ello que el hombre ha desarrollado la piscicultura para
obtener una mayor produccidn de crias de los cultivos que se han constituido como una
importante fuente de alimento, cubriéndose asi la necesidades economicas, culturales y

sociales de las cuales depende.

Las técnicas de mantenimiento, crecimiento y reproduccion de los peces ha ido cobrando
importancia y se ha pasado de técnicas con las cuales se mantenia a las especies y tan solo
se extraia una parte de su poblacitn, a otras en las que se aplica el control de los factores
ambientales, el mangjo del ciclo reproductivo, y mas recientemente a la aplicacién de
sustancias que promueven el crecimiento o la reproduccién de la especie. Para ello se han
desarrollado métedos de induccidon a la maduracion y puesta utilizandose antagonistas
dopaminérgicos, los cuales tienen una influencia sobre el sisterna neuroenddcrino

hipotalamico e hipofisiario.

A. REGULACION DE LA SECRECION HORMONAL.

El eje endocrino reproductive involucra la actividad regulatoria de hormonas
hipotaldmicas, hipofisiarias y gonadicas. Entre las primeras se encuentra la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual estimula la sintesis y liberacién de
gonadotropinas, que son las que a su vez inducen tanto la gametogénesis como la
espermatogénesis por parte de las gonadas. Algunos factores ambientales (por ejemplo:
temperatura, fotoperiodo, variaciones en la osmolaridad) son percibidos por el organismo a
través de receptores, los cuales comunican dichas variaciones al sistemna nervioso central.
Esta informacién es procesada y enviada a diferentes parles del sistema nervioso,
especialmente al hipotdlamo, donde se modifica la produccion y la liberacion de sus
hormonas, que en peces son transportadas a través de los axones para la entrega de GnRH a
las células gonadotropas de la hipofisis, es decir, en este grupo de vertebrados, se presenta
una inervacion directa pot parte del hipotalamo a la hipéfisis (Bello, 1993; Peter ef al,

1990, 1991; Van Oordt y Peute, 1983). Existen multiples formas moleculares de GnRH en



el cerebro de los teledsteos, las cuales han sido confirmadas por el conocimiento de la

secuencia peptidica de GnRH deducida a partir de cDNA en varias especies (Cuadro 1),
Dos de cllas, la GnRH de salmén (sGnRH) y la GnRH-II de pollo(cGnRH-II) s¢ han

confirmado en el cerebro del pez dorado bajo el uso de técnicas bioquimicas (Yu et al.,
1988, 1997a,b) y analisis de cDNA (Lin y Peter, 1996, 1997), las cuales en estudios previos

se ha reportado que estimulan la iiberacién de las gonadotropinas (GtH) y de la hormona de
crecimiento (GH) (Marchant ef al., 1989; Peter et al., 1991; Schulz et al., 1995).

GnRH Especie Referencia
sGnRH
Haplochromic burtoni Bond er al. 1991
Salmo salar Klungland et al. 1992
S. trutta Klungland ef af. 1992
Salvelinus fontinalis Klungland et al. 1992
Oncorhynchus tshawyischa Klungland ef al. 1992
Q. masou* Amano et al. 1991
O. nerka Coe et al. 1995
O. mykiss* Okuzawa ef al. 1990
Sparus surals Gothilf ef al. 1995
Carassius auratus Yu et al. 1988%;Lin y Peter 1996
Porichthys notatus Grober et al. 1995
Pagrus major Okuzawa ef al. 1991
Morone saxatilis Gothilf et al. 1995
Brachydanio rerio Powell et al. 1996
¢GnRH-I1
Clarius gariepinus Bogerd et al. 1992
Haplochromic burtoni Bond et al. 1991
Carassius auratus Yu et al. 1988*;Lin y Peter 1996
Sparus surats Gothilf er al. 1995
Morone saxatilis Gothilf ef al. 1995
O. masou* Amano ef al. 1991
O. mykiss* Okuzawa ef al. 1990
sbGnRH
Haplochromic burtoni Bond et af. 1991
Sparus surats Gothilf ef al. 1995
Morone saxatilis Gothilf et al. 1995
cfGnRH

Clarius gariepinus

Bogerd ¢f al. 1992

Cuadro 1. Teledsteos donde se ha reportado la presencia de GnRH deducida a partir de cDNA y/o por técnicas
bioquimicas*. GoRH (Hormona liberadora de gonadotropinas), sGnRH (GnRH de salmén), cGnRH (GnRH
de pollo), sbGnRH (GnRH de besugo) y ¢fGnRH (GnRH de pez gato) (Yu ef al., 1997b)




B. HIPOFISIS.

La hipofisis es una de las glandulas que participa en el control hormonal de la
reproduccién. Se localiza en la base del diencéfalo, por detrds del quiasma dptico y delante
del saco vasculoso. Con un doble origen, una parte deriva directamente del sistema
nervioso, llamandosele neurohipdfisis, la otra, esta formada por la evaginacion ectodérmica
del techo de la cavidad bucal embrionaria y es conocida como adenchipdfisisis. Esta
Gltima, secreta 6 diferentes hormonas (GH, ACTH, TSH, FSH, LH), v en peces, se le
reconocen 3 partes: una rostral o pars distalis rostralis (PDR), otra méds caudal o pars
distalis proximalis (PDP) que contiene a las células gonadotropas y somatotropas, y un
pars intermedia (PI). La actividad de las células productoras de gonadotropinas estd
regulada por neurchormonas de origen hipotalamico y esteroides sexuales, teniendo as{ una
importante posicion en el eje que sirve para asegurar la reproduccion (Eckert ef al., 1990,

Espinosa y Labarata, 1986; Peter ef al., 1990; Van Qordt y Peute, 1983).

Por otro lado, en la mayoria de las especies de teledsteos, la ovulacién se asocia con un
aumento en la secrecion de las GtH-II, lo cual sugiere que la GnRH puede jugar un
importante pape! en la regulacién de la ovulacién en peces. En donde el mecanismo de
activacion para la liberacién de GtH inducido por la GnRH parece involucrar una proteina
G, la cual activa a la fosfolipasa C (PLC), con la consecuente produccion de diacilglicerol
{DG) y posiblemente de inositol trifosfato (IP3). El primero activa a la cinasa C (PKC),
mientras que el IP3 ocasiona la liberacién del calcio intracelular de sus depésitos (Chang et

al., 1993).

Tanto la GnRH del salmén (sGnRH) como la GnRH de pollo (¢GnRH-II) pueden aumentar
los niveles de calcio intracelular {(Ca*'i) y el calcio extracelular (Ca**e) también puede
activar la liberacion de gonadotropinas. Para ello, parecen activarse canales de calcio
sensibles al voltaje (VSCC) de tipo "L" cuando el sistema es inducido con GnRH. Otra
posible via por la cual parece favorecerse la liberacién de gonadotropinas, es por un
aumento en los niveles de dcido araquidénico (AA) mediado por la fosfolipasa A2 (PLA2)

(Chang er al., 1993).




1. Gonadotropinas en Teledsteos.

Se ha encontrado que las gonadotropinas en los peces teledsteos son de dos tipos: la
gonadotropina vitelogénica (GtH-I} y la gonadotropina maduracional (GtH-II). Ello fué
establecido por primera vez para células gonadotropas de hipéfisis de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en etapa de madurez sexual, por medic de técnicas
inmunccitoquimicas (Naito ef al., 1991; Nozaki et af., 1990a,b). Posteriormente, se revelé
que ambas hormonas se encontraban en células diferentes durante todas las etapas del ciclo
reproductivo, en donde las células que producen GtH-I aparecen antes de la madurez, es
decir, en peces inmaduros, durante los estadios tempranos de la espermatogénesis en
machos, v ¢n estadios previtelogénicos, vitelogénicos y durante la ovulacion en hembras.
Las células que producen GtH-II aparecen durante la espermatogénesis y espermiacién
(Nozaki ef al., 1990b). Los resultados de los estudios realizados por Suzuki et al,, (1987,
1988) y Swanson et al., (1989, 1991) quienes por radicimunoensayo (RIA) obtienen la
cantidad de GtH liberada desde la hip6fisis reportan altos contenidos de GtH-I, en suero de
salmén (Oncorhynchus keta) y en plasma de salmdn coho (Oncorhynchus kisutch)
respectivamente, durante los estadios tempranos de espermatogénesis y vitelogénesis,
mientras que el contenido de GtH-II es mayor en las fases tardias (durante la maduracién de
ovocitos y ovulacién) y en la espermiacion. De manera similar, Amano ef al., (1992, 1995)
reporta cambios en los niveles de GtH 11 en plasma de salmon masu (Oncorhynchus masou)
similares a los vistos por Swanson er al., (1989, 1991). Tanaka ef al., (1993) observa que
los niveles de GtH I en besugo rojo se incrementan durante toda la vitelogénesis y durante
la temporada de ovulacién, mostrando cambios diurnos en asociacion con la maduracion
final del ovocito durante la ovulacion. Estudios recientes de Kagawa et af., (1998a)
realizados en el besugo rojo, indican que la GtH-II del besugo rojo (PmGtH-II) induce 1a
maduracién final de los ovocitos. Estudios de hibridacién in situ en trucha arcoiris por
Naito er al., (1991) y Gomez er al., (1999) reportan que los niveles de RNAm para la
subunidad [ de la GtH es basicamente similar a lo sugerido para los contenidos plasmédticos
en salménidos, en donde la GtH-l es producida y liberada para el desarrello gonadal en

etapas tempranas y la GtH-II exclusivamente en etapas tardias.



El pez dorado es un pez de ovoposicién miltiple, por lo que se esperaria que la produccion
y liberacion de GtH-II sea diferente de aquellos que presentan una ovoposicién anual.
Cook y Peter (1980} reportaron un alto contenide de GtH-II en hipéfisis y en plasma de
hembras sexualmente maduras o en recrudescencia tardia. Kobayashi ef al., (1988) observa
una eclevacién en los niveles plasmaéticos de GtH-II durante la vitelogénesis y en la
ovulacién. Sin embarge, debido a que los estudios se han enfocado a la GtH-II, no existe
informacion sobre el contenido plasmatico de GtH-I en pez dorado, siendo necesario el
desarrollo de sistemas de medicion para la GtH-I para esclarecer como se involucra en el
desamollo gonadal del pez. Actualmente, cuando la expresion de RNAm para GtH-Ip y IR
fueron examinados por hibridacion con Northern blot en diferentes estadios de la
maduracién ovérica (inmaduro, madurando, maduro y en regresién) en pez dorado,
mostraron un incremento en ambos niveles de RNAm en relacién al desarrollo gonadal y
decrementaron con la regresion gonadal, pero el gen IIff parece ser més alto que el If en

todos los estadios (Yoshiura ef ¢f., 1997).

En peces, como en el resto de los vertebrados, las gonadotropinas son glicoproteinas
heterodiméricas ya que ambos tipos de gonadotropinas estan formados por 2 diferentes
cadenas protéicas, llamadas fraccidn o y fraccion B. La primera es una fraccién comin,
proteina idéntica para ambos tipos de gonadotropinas y la especificidad radica en la
segunda fraccién (B). Ambas fracciones requieren interactuar a fin de proporcionar la

actividad bioldgica de la molécula de GtH (Suzuki et al,, 1988),

La fraccion o de ambas gonadotropinas de peces es 65% similar al ser comparada con el
mismo tipo de fraccidn de bovino. También se ha establecido un cierto grado de similitud
entre las fracciones B de las gonadotropina de pez con respecto a las hormonas en
mamiferos, Por lo que la GtH-I} es similar a Ja fraccion B de la hormona foliculo
estimulante (FSH) de bovino(39%) y un 32 % de similitud a la hormena luteinizante (LH)
de bovino. La GtH-IIp es mas parecida a la fraccion B de la LH (39%) que a la misma

fraccion de la FSH (34%) (Kawauchi er al., 1989).




En salménidos, se ha demostrado la presencia en las génadas de receptores especificos para
cada uno de los dos tipos de hormonas, Gtli-R] para ambas (en células de Sertoli) y GtH-
RII para la GtH-II (en células de Leydig), quedando por establecer cuales son los
mecanismos de transduccién de estos recepiores sobre las células que los poseen (Miwa et

al., 1994).

Recientemente, se han caracterizado los sitios de unién a GnRH en el ovario de pez dorado,
demostrandose por medio de los altos niveles de RNAm de sGnRH y del bajo contenido de
c¢GnRH expresados en el tejido ovarico en etapa de regresion, madurez y recrudescencia
sexual coincidiendo con la presencia de RNAm de estas dos formas en el cerebro {Lin y
Peter, 1996).

2. Técnicas utilizadas para su localizacién e identificacién.

Se han empleado técnicas de tincidn diferencial, inmunocitogimicas e inmunohistoquimicas
para la localizacion e identificacion de células hipofisiarias.

Gonzélez (1994), localiza a las células gonadotropas en la hipdfisis (PDP) de la carpa
comun {Cyprinus carpio) mediante la utilizacion de técnicas de tincidn diferencial para
conocer el efecto de 1a reserpina con una octava aplicacion, y Kagawa ef al., (1998b) la
emplea para identificar los diferentes tipos de células en la hipofisis del atiin de aleta azul

{Bluefin tuna).

Se han realizado diversos estudios para identificar y localizar células adenchipofisiarias en
la hipofisis de vertebrados bajo el uso de técnicas inmunocitoquimicas e inmuno-
histogquimicas, con el fin de demostrar que estas técnicas sirven para el reconocimiento de
células. El empleo de inmunocitoquimicas se ha llevado a cabo en aves por Mohanty ef af.,
(1997a), con anticuerpos contra hormonas sintéticas hipofisiales de mamifero (anti-LH de
ovino, anti-PRL de humano, anti-TSH de humane, anti-GH de humano), anticuerpo
secundario e incubacién con el complejo peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) para identificar
los diferentes tipos celulares en la pars distalis (PD); en anfibios, Pearson et al., (1998),
utiliza diversos anticuerpos (anti-TSH de humano, anti-LHJ} de humano o tortuga, anti-

FSHP de humano, anti-GH de bovino), un segundo anticuerpo biotilinado e incuba con el




conjugado de avidina-biotina (ABC) y para microscopia electrénica, emplea anticuerpo
secundario conjugado con particulas de oro, con ambos métodos distingue células
adenohipofisiarias en la PD; en peces, Kagawa er al, (1998b} ocupa anticuerpos
especificos para las subunidades §§ de las GiHs (GtH-1, GtH-II}, un anticuerpo secundario
biotilinado ¢ incuba estreptavidina con peroxidasa de rabano (HRP) y Olivereau ef al.,
(1883), aplica un anticuerpo primario (anti-GtH de salmodn), un segundo anticuerpo €
incuba con el complejo peroxidasa-antiperoxidasa para conocer la distribucion de las
gonadotropas en la hipofisis de diversos teledsteos; y el manejo de técnicas
inmunohistoquimicas en reptiles con varios anticuerpos primarios (anti-LHp de humano,
porcino u ovino, anti-PRL de ovino, anti-TSH de humano, anti-GH de humano), un
segunde anticuerpo e incubados con el complejo peroxidasa-antiperoxidasa para identificar
las c€lulas adenchipofisiarias (Naik et af., 1980; Batista ef al., 1989; Mohanty e al.,
19970).

Todos estos estudios reportan que ia distribucién de las células gonadotropas (GtH) se
encuentran en la PD y, en peces teledsteos se encuentran en la pars distalis proximalis
(PDP) (Olivereau ef al., 1883), y la GtH-IIf en la parte central de la PDP y en el borde
externo de la pars intermedia (P1) del atin de aleta azill (Kagawa et al., 1998b). Basados en
la identificacion y localizacion de tipos celulares, esto es, estudios cualitativos. Existiende
un reporte sobre la cuantificacién de células gonadotropas en hipofisis de carpa comin

realizado por Gonzalez (1994), por medio del empleo de una tincién diferencial.

C. FACTORES QUE ESTIMULAN LA LIBERACION DE GTH.

1. GnRH.

Estudios recientes realizados por Yu ef al, (1998) reportan que la coexistencia de
diferentes formas de GnRH (sGnRH y ¢GnRH-II) y receptores de GnRH (GnRH-R) en
1ejido nervioso y gonadal, determinado ello, por la expresién de sus RNA mensajeros. Esto,
apoya la nocién de que las GnRHs funcionan como neurotransmisores y/o neurchormonas
en el cerebro y como sustancias autocrinas y/o paracrinas en el tejido gonadal, ademas del

papel neurcendacrino previamente establecido en la hipofisis del pez dorado.




Se ha podido saber sobre el papel de la GnRH deatro, del funcionamiento ovérico como la
reiniciacion de la meiosis en el ovocito, la presencia de un alte contenido de los sitios de
unién en la hipdfisis durante la etapa de recrudescencia gonadal, y en la produccion de
testosterona inducida por la GtH en pez dorado (Habibi et al., 1988, 1989a,b). Sin embargo,
es necesaria mas informacién sobre la fisiologia del sistema neuronal que contiene la
GnRH en el cerebro de teledsteos durante ¢l momento de la ovulacidn. Los cambios en los
niveles de GnRH del cerebro asociados con la estimulacién de la secrecién de la GtH-II en
la hipdfisis durante el desove han sido descritos sélo en la trucha café (Salmo trutia,
Salmonidae), el pez dorado (Carassius auratus) y la rubia (Rutilus rutilus, Cyprinidac)
{Chang ef al., 1993; Peter ef al., 1991; Yu et al., 1997b).

Ademds, se ha demostrado en la hipéfisis de pez dorado, la presencia de fibras de GnRH,
como sGnRH y ¢GnRH-I, lo cual sugiere que estas formas podrian funcionar como
factores hipofisiotropicos en el pez (Kim et al., 1995). Kobayashi er al., (1994) reporta que
las formas de GnRH (sGnRH y cGnRH-II) de origen nervioso terminal (TN) no son
esenciales en la maduracién gonadal y en la ovulacién. Sin embargo, se ha reportado que
estas formas, son quienes estimulan la secrecién de GtH siendo la ¢GnRH-II con una
mayor actividad sobre la liberacién de gonadotropinas (Chang er af., 1990, 1993; Habibi es
al., 1988}, y que hay receptores similares a ambas formas en las células GtH para estimular
su secrecidn (Habibi ef al., 1991; Cook et al., 1991). También se ha observado que sGnRH
y el agonista sGnRH-A estimulan la liberacién de GtH, relacionado con el contenido de
GtH plasmético en carpa comin en regresion y recrudescencia sexual (Lin er al., 1993).
Breton er al., (1998) reportd altos niveles de GnRH en hipofisis de trucha durante el
desarrollo ovarico (en la iniciacién de la vitelogénesis). Coincidiendo con lo reportado por
Davies ef al., (1999) sobre los altos contenidos en la hipdfisis de sGnRH y de GtH I
presentes en la iniciacién de la vitelogénesis en trucha arcoiris. También Amano et al.
(1997) presentd evidencia para sugerir que un incremento temporal de sGnRH promueve la
proliferacion inicial de espermatogonias durante la maduracion precoz en salmones machos
{Oncorhynchus masou), estimulando asi la espermatogénesis v la esteroidogénesis en las
gbnadas. Similarmente, Holland et al. (1998) reportd que la GnRH de besugo esth

involucrado en la regulacion del la secrecion de GtH II y en el desarrollo gonadal.




Rodriguez et al., (2000), analiza 3 formas de GnRH (sbGnRH, sGnRH y ¢cGnRH-II) en
rébalo marino europeo (Dicentrarchus labrax) macho, encontrando altos niveles de [as tres
formas cuando fas gonadas comienzan a diferenciarse, asociando el alto contenido de
GnRH de besugo (sbGnRH) con el incremento de los niveles de GtH I durante la
espermiacion, sugiriendo que esta forma de GnRH es la mas relevante en ¢l control de la
ovulacion del pez, estimulando la sintesis de GtH H y, la secrecién y liberacion de

esteroides.

D. NEUROPEPTIDOS Y NEUROTRANSMISORES QUE ESTIMULAN LA
SECRECION DE GTH,

La secrecion de GtH es estimulada también por un nitmero de factores neuroendocrinos,
como el neuropéptido Y (NPY), écido y-aminobutirico (GABA), norepinefrina (NE) y
serotonina (5-HT).

1. Neuropéptido Y (NPY).

Existen fibras inmunopositivas al NPY en relacién con las células gonadotropas en pez
dorado (Kah er af., 1989). Los fragmentos de hipofisis de pez dorado en etapa de
recrudescencia tienen una mayor magnitud de respuesta al NPY que en peces en regresion,
indicando la existencia de una respuesta a la variacion estacional (Peng et al., 1990). Pero
en trucha arcoins, tiene un efecto estimulatorio en la liberacion de GtH en hembras

maduras y un efecto inhibitorio en hembras en recrudescencia (Breton et al., 1989).

2. Acide y-aminobutirico (GABA).

El uso de inyecciones intraperitoneales de GABA (300pg/g) estimulan un incremento en
los niveles de GtH-11 en suero a los 30 min. después de la inyeccion (Trudeau ef al., 1993).
Estudios en machos maduros de pez dorado muestran que el tratamiento con y-vinil-GABA
(inhibidor GABA (ransaminasa) causan un incremento en los niveles tisulares de GABA

que inducen un incremento en la liberacién de GtH-II en suere (Kah ef al., 1993).




3. Norepinefrina (NE).

Tratamientos con NE por inyeccién intraperitoneal o intraventricular en el cerebro, han
causado un incremento en los niveles de GtH en suero de peces en etapa de regresion
sexual y en recrudescencia ovarica temprana (Chang y Peter, 1984; Peter ef af., 1986,
1991). Dado que no se ha detectado NE en la hipéfisis del pez, el significado funcional de
esta molécula es desconocido y cabe la posibilidad que durante el cortejo aumenten los

niveles de NE en suero y favorezca asi la secrecidn de GiH.

4. Serotonina (5-HT).

Esta tiene un efecto estimulatorio sobre la liberacién de GnRH del pez dorado de la regién
hipotaldmica anterior-predptica en el cultivo estitico de fragmentos de cerebro (Yu ef al.,
1991). Inyecciones con SE en pez dorado causan un incremento en los niveles de GtH en
suero, con una gran respuesta en la preovulacién en hembras y en la preespermiacion en
machos (Somoza et al., 1988). Asi como el incremento de dosis de 5-HT {10nM-10pM) en
la perfusion de células hipofisiarias estimulan la liberacion de GtH pero inhiben la

liberacién de la hormona de crecimiento (GH) de manera dosis-dependiente (Wong ef al.,
1998).

E. OTROS FACTORES QUE AFECTAN LA SECRECION DE GTH,

1. Esteroides sexuales.

Kobayashi e af., (1989) encontraron que la liberacion de GtH puede ser inducido en pez
dorado con ooferectomia, al implantarles T o E: Experimentos con peces gonadec-
tomizados se incrementa la secrecion de GtH, mientras que aquellos que a su vez reciben
un tratamiento de esteroides (progesterona o estradiol} la cantidad de GtH secretada es
mener (Trudeau er al, 1991, 1992) sugiriendo que éstas modulan a la secrecion de
gonadotropinas. Asi como, Kobayashi y Stacey {1990, 1993) reportan una elevaciéon de
GtH-II en el plasma causado por la ooferectomia y el uso de esteroides sexuales, como la
testosterona y el estradiol bajan los elevados niveles en pez dorado. Sin embargo, Saligaut
et al., (1998) demuestran que tratamiento con Ez en trucha aircoiris hembra inmadura o
vitelogénica con pimozide, incrementa la concentracion de GtH-1l en plasma. Trudeau er

al., {1993), observan que el estradiol y la testosterona causan un incremento en los valores
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de DA en la regidn predptica cercbral-telencéfalo y en la hipéfisis de pez derado hembras,

en etapa de recrudescencia sexual.

Estudios recientes con esteroides en pez gato africano sugieren que la | 1-cetotestosterona
(11-KT} juega un papel en la regulacién de la maduracién testicular, como el de promotor
en la espertnatogénesis y en la espermiacion (Cavaco, 1998; Schulz y Goos, 1999). Cerda
et al., (1997), observa cambios en el contenido de 11-KT en plasma relacionados con la
iniciacién de la espermiacion en besugo, y Zanuy ef al., (1999) encuentra que la T acelera
la diferenciacion gonadal e interviene en la estimulacién de la espermatogénesis en besugo.
Sin embargo, Rodriguez et al., (2000) reporta altas concentraciones de T en fases
tempranas de diferenciacion sexual en rébalo marine europeo, coincidiendo con los altos

niveles de GnRH en hipéfisis y los elevados niveles basales de GtH I1.

Ademas de la presencia de testosterona en machos, la presencia de otros esteroides es
necesaria para algunos eventos. Ejemplo de ellos son la 17, 20p 4-pregnen-3-ona (17,20p
P) y su epimero 20a (Nagahama ef al,, 1994), que son sustancias importantes para
aumentar el pH del conducto espermético. Este cambio en el pH parece aumentar por algin
mecanismo las concentraciones de AMPc, lo que tiene como consecuencia un aumento en
la motilidad del esperma (Yaron , 1995).

Machos de pez dorado que acompaiian a hembras ovulando, presentan un incremento en los
niveles de plasma de GtH después de 12 horas, en respuesta a las feromonas secretadas por
las hembras, especificamente el esteroide del ovocito 17a, 20B dihidroxy-4-pregnon-3-1
(Dulka er al., 1987) v la prostaglandina-F2a (Kyle er al., 1985, Yu y Peter, 1990). La
prostaglandina-F2a. inyectada en machos incrementa las concentraciones de GnRH en el

bulbo olfatorio, telencéfalo y en el hipotalamo después de 2 horas (Yu y Peter, 1990),

F. FACTORES AMBIENTALES QUE INFLUYEN EN LA SECRECION DE GTH.

1. Temperatura.
Kobayashi er al., (1997), observaron incrementos en los niveles de RNAm de GtH IIp a

temperatura de 20° C asocidndose con el periodo de maduracién en pez dorado,

coincidiendo con los resultados obtenidos por Sokolowska ef al., (1985) sobre los niveles
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de GtH en suerc de carpa comun (Cyprinus carpic) durante la ovulacién. Sin embargo,
Santos ef al., (1986) reportd que en carpas el contenido de GtH plasmdtico se incrementd
durante la ovulacién, de manera sincronica con el aumento de la temperatura de 16° C a

24° C.

G. FACTORES QUE INHIBEN LA LIBERACION DE GTH.

1. Depamina (DA).

En ciprinidos y algunas otras especies de teledsteos, la catecolamina llamada dopamina
(3,4-dihidroxifeniletilamina, DA) es el principal inhibidor de la liberacion de GtH,
confirmado por Chang ef af., (1983, 1984a,b) al utilizar inyecciones con DA y apomorfina
(agonista de DA) y, con andlogos de la hormona liberadora de LH (LHRH-A) y pimozide.
La DA es sintetizada a partir de la tirosina, también es precursor metabdlico inmediato de la
noradrenalina y adrenalina, siendo un neurotransmisor central de importancia en la
regulacién del movimiento. El punto principal de sintesis de la dopamina {DA) es la region
predptica anteroventral y es liberada en las inmediaciones de las células gonadotropas.
Como se menciondé anteriormente, esta sustancia funciona como el principal factor
inhibidor de la liberacién de la GtH-Il en pez dorado, y en otros peces teledsteos,
ejerciendo su efecto a través del receptor D, en la hipdfisis anterier. Otro mecanismo de
inhibicién se da por interacciones axo-axonales de las fibras de DA sobre las fibras de
GnRH provocando a su vez un descenso en la cantidad de gonadotropinas que son liberadas
por la hipéfisis (Billard et al., 1983; Chang et al., 1984a,b; Omeljaniuk er al., 1987; Peter e¢
al., 1986, 1991; Yu y Peter, 1991, Trudeau y Peter, 1995). Los mecanismos a través de los
cuales la DA inhibe la liberacién de GiH en las células gonadotropas parecen estar
mediados por el bloqueo a nivel de la movilizacidn de iones de calcio intracelular [Ca*i],
por inhibicién de la proteina cinasa C (PKC) o por una disminucién en los niveles de

adenosin monofosfato ciclico (AMPe) (Chang ef al., 1993).

La regulacién neurchormonal binaria de la secrecién de GtH-Il por la accién de 1a GnRH y
de la DA, ha dado las bases para el desarrollo de una técnica altamente efectiva de la
ovulacién inducida en peces cultivados. Especialmente en ciprinidos, se han utilizado

invecciones intraperitoneales o intramusculares de andlogos de GnRH (sGnRH-A) o
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analogos de LHRH (LHRH-A) combinados con un antagonista dopaminérgico
(domperidona o pimozide) para eliminar la influencia inhibitoria de la DA sobre la
liberacion de la GtH-II en la hipofisis (Peter et al., 1988, 1991). Esta combinacidn estimula
ta ovulaciéon dada por la GtH-II en el pez dorado y en la carpa comiln (Lin ef al., 1987;
Sokolowska ef al., 1985), siendo efectiva en la induccion de la espermiacion y ovulacion

en pez dorado (Chang et al., 1984b; Sokolowska ef al., 1984, 1985; Peter e al., 1987).

H. FARMACOS INDUCTORES DE GAMETOGENESIS Y/Q ESPER
MATOGENESIS,

Estudios con dompetidona, un antagonista del receptor subtipo-2 de la dopamina, muestran
un cambio en la capacidad del receptor a GnRH en la hipéfisis de pez dorado después de
24 h. (Omeljaniuk ef al., 1989). Tratamientos con esta sustancia, incrementan los niveles de
gonadotropinas en suerc en peces en etapa de recrudescencia (Sloley ef al., 1990).

Estudios recientes muestran que se puede bloquear la sintesis de catecolaminas (como la
DA) con metil-p-tirosina (MPT), incrementando la concentracion de GtH-II en la sangre
en hembras vitelogénicas. Antagonistas de la DA como el pimozide o sustancias que
disminuyen su concentracién como la reserpina, son capaces de estimular la liberacidn de la
GtH-II tanto en truchas hembras en fase vitelogénica, como hembras inmaduras

implantadas con estradiol {E,) (Saligaut et al., 1998).

Estudios realizados en pez dorado con pimozide demuestran que aumenta los efectos del
anilogo de la hormona liberadora de LH (LHRH-A) o de la hormona liberadora de
gonadotropinas de salmén (sGaRH) sobre la liberacion de GtH aumentando la
concentracién en suero, en pez dorado hembra sexualmente maduras o en recrudescencia a
12° C (Chang et al., 1984b; Peter et al., 1987) y en hembras maduras a 20° C (Sokolowska
et al., 1985}.

La reserpina es un alcaloide obtenido de la raiz de algunas especies de Rawwolfia, que
depleta los depésitos de catecolaminas en los tejidos periféricos y de noradrenalina,
dopamina y serotonina en el sistema nervioso central. La deplecion empieza una hora

después de su administracion y es maxima a las 24 horas; desaparcce lentamente por lo que

13




las dosis repetidas tienen un efecto acumulativo (Rodriguez, 1984). La droga interfiere con
la entrada de monoaminas a los depdsitos intracelulares y en el almacenamiento intracelular
de las catecolaminas. La disminucién de las sintesis de norepinefrinas inducida por la
reserpina puede deberse al bloqueo de la captacion de la dopamina por los granulos de

almacenamiento que contiene la enzima dopamina beta-hidroxilasa (Drill, 1978).

Lareserpina es capaz de inducir un aumento en el niimero y en el voliimen de las células
gonadotropas en carpas juveniles, por medic de la aplicacién de diferentes dosis
(0.5mg/Kg, 1 mg/Kg y 1.5 mg/Kg), encontrando que la primera dosis incrementa 4 veces
mas el nimero de ¢€lulas; 1a segunda dosis incrementa 7 veces més, v la tltima dosis es
menor que la primera y el volimen de las células gonadotropas en carpas juveniles para la
primera dosis se incrementa 120 % mas con respecto a los controles, la segunda se
incrementa 150 % mds y un 108% para la (ltima (Gonzalez, 1994). También tiene efecto
sobre espermatocitos secundarios en testiculo de juveniles de carpa comin ocasionande un
incremento en el nimero de cistos (Garcia, 1994), pero a las dosis aplicadas no tiene efecto
alguno sobre hembras juveniles (Ceballos, 1996). No obstante, se ha reportado que con una
dosis de reserpina de 1mg/Kg de peso en carpas sexualmente maduras aumenta la cantidad
de semen y la concentracidn de gonadotropinas en el suero, efecto que empieza a disminuir

a las 48 horas después de la aplicacion (Sokolowska er al., 1988).

Lin er al., (1985) demostré que la reserpina incrementa Jos efectos de la LHRH-A sobre los
niveles de gonadotropinas en suero y la ovulacion en carpa comiin a temperatura de 20° C a
28 ® C. Todo esto nos muestra que la reserpina puede servir como un inductor en la
gamatogénesis, ademas de ser un farmaco accesible que responde con y sin analogos de

GnRH.

Debido a la falta de investigacion sobre los diversos aspectos de la regulacién
neuroendocrina de la secrecidn de GtH, se muestra un modelo de dicho sistema (Peter et
al., 1991 y Cdrdenas, 1996) que nos permite comprender como ocurre la relacion entre las

secreciones de hormonas en el eje hipotalamo-hipofisis-gonada.
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Fig 1. Modelo de la regulacién neuroendocrina de la secrecion de GtH (Modificado de
Peter et al., 1991; Cardenas, 1996). Se muestran los principales factores estimulantes (linea
con flecha) e inhibidores (linea con punto) de la liberacién de gonadotropinas an teleésteos
Abreviaciones: GnRH, hormona liberadora de gonadotropinas; IP3, inositol trifosfato; Ca i,
calcio intracelular; ATP, adenosin trifosfato; AMPc, adenosin monofosfato ciclico; PLA 2,
fosfolipasa A2; AA, éacido araquidénico; PLC, fosfolipasa C; DG, diacilglicerol; PKC,
cinasa C; GtH, hormonas gonadotrépicas; 5-HT, serotonina; NPY, neuropéptido Y; GABA,
dcido y-aminobutirico; NE, norepinefrina; T, testosterona; E:, estradiol; a-1 receptor

noradrenérgico; D1, receptor a Di; Dz, receptor a Da.
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I. JUSTIFICACION

La utilizacion de alimentos para la poblacién humana mundial depende en buena medida de
los recursos acudticos. Es por ello que el hombre ha desarrollado la piscicultura para
obtener una mayor produccion de crias de los cultivos que se han constituido como una
importante fuente de alimento, cubriéndose asi la necesidades econdmicas, culturales y

sociales de las cuales depende.

Las técnicas de mantenimiento, crecimiento y reproduccion de los peces ha ido cobrando
importancia y se ha pasado de técnicas con las cuales se mantenia a las especies y tan sélo
se exiraia una parte de su poblacion, a otras en las que se aplica el control de los factores
ambientales, ¢l manejo de! ciclo reproductivo, y mas recientemente a la aplicacidn de
suslancias que premueven el crecimiento o la reproduccion de la especie. Para ello se han
desarrollado métodos de induccién a la maduracién y puesta utilizindose antagonistas
dopaminérgicos como el pimozide (Chang et al., 1984b; Peter et al., 1987; Sokolowska et
al., 1985) o sustancias que depletan la dopamina como la reserpina, las cuales tienen una
influencia sobre el sistema neuroendrocrino hipotalimico e hipofisiario. Se ha mostrado
que con dosis administradas de 1 mg/Kg de peso de reserpina aumenta el volumen de
semen en carpas de 2 Kg de peso (Sokolowska et al., 1988). Esta misma dosis, provoca una
variacidn apreciable en el nimero y volumen de la células gonadotropas (Gonzalez, 1994),
las cuales a su vez promueven la maduracién gonadal de peces juveniles machos de 30 a
60g. de peso (Garcia, 1994), amplidndose la posibilidad de utilizar este fArmaco como un
posible inductor de la reproduccion en Ciprinidos.

Por todo lo anterior, este trabajo tuvo como fin el conocer los efectos que produce la dosis
de reserpina sobre las células gonadotropas del pez dorado, cuantificando sus variaciones
para asi contribuir al conocimiento de la cinética de dicho fdrmaco. Para favorecer una
pronta maduracién de los peces en cultivo en menor tiempo y una mayor produccién de
crias, ademas de ser un farmaco de bajo costo, accesible, inyectado intraperitoncamente y
s6lo, para utilizarse como un posible inductor de la espermatogénesis e incrementar |a

cantidad de semen en peces maduros.
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OBJETIVO

Cuantificar las variaciones en el nimero de células gonadotropas del pez dorado (Carassius

auratus) con diferente nimero de aplicaciones de reserpina.

OBJETIVO PARTICULAR

% Cuantificar el niimero de células gonadotropas a la segunda, cuarta, sexta y octava

aplicacion de la reserpina.

18



METODOLOGIA

Animales. Se utilizaron machos del pez dorado (Carassius auratus) entre 30-60g. de peso
aproximadamente, los cuales se mantuvieron bajo condiciones controladas, la temperatura
fue constante a 20° C + 1° C y con aereacién constante. El fotoperiodo tuvo un régimen de
12 h. de tuz y 12h. de obscuridad. Los peces fueron alimentados con alimento comercial
balanceado (Warley). Dichas condiciones se mantuvieron durante la realizacién del

experimento.

Reactivos. La reserpina (Sigma Chem S8-0346) fue preparada a una concentracion de
Img/ml de vehiculo e inyectada intraperitonealmente con la ayuda de una aguja insulinica
(Sokolowska er al., 1988).

El vehiculo fue preparade a una dilucion 9:1 (propilenglicel y dimetilsulféxido), inyectado
intrapetitonealmente con la ayuda de una aguja insulinica (J.T Baker y Merck-Schuchardt,
respectivamente),

El anticuerpo anti-GtH Il de conejo fue proporcionado por el Dr. R, E. Peter, (Universidad
de Alberta, Edmonton, Canadd). Anticuerpo anti-IgG de chivo anti conejo, marcado (H+L)
(PIERCE). Diaminobenzidina (Sigma)

Disefo experimental. Los organismos fueron separados en 3 grupos: grupo control,
grupo testigo y grupo experimental, y cada uno dividido a su vez en cuatro subgrupos (2, 4,
6, 8) que correspondieron al nimero de aplicaciones de la reserpina al subgrupo respectivo,

Al grupo control no se le sometié a tratamiento alguno. El grupo testigo fue inyectado con
la misma proporcién de vehiculo que los grupos experimentales y se sacrificaron 48 h.
después de la segunda, cuarta, sexta y octava aplicacion.

Los grupos experimentales (2, 4, 6, 8) se trataron con 1 mg/Kg de peso de reserpina cada
48h. por medio de inyecciones. Cuarenta y ocho horas después de 1a segunda, cuarta, sexta

y octava inyeccion se sacrificaron 5 organismos (Sokolowska er al., 1988; Gonzilez, 1994),

Preparacion del Tejido. Se removieron las hipofisis y se fijaron en solucién
amortiguadora de fosfato (PBS) con paraformaldehido al 2 % y picrato en solucion acuosa

saturada (pH 7.4) (Stefanini et al., 1967). Después se lavaron con PBS se deshidrataron en




alcoholes graduales ascendentes y se incluyeron en Parafina. Se realizaron cortes en un
microtomo de rotacion (Marca American Optical) a 5 pm, y se realizd el desparafinado en
xilol e hidratacion de tejidos con alcoholes descendentes para la aplicacién de la técnica

inmunohistoquimica,

Inmunohistoquimica. Se realizé la técnica inmunohistoquimica (Taylor y Burmns, 1974;
Elson, 1995), el procedimiento general esta descrito en el apéndice 1.

En breve, los cortes desparafinados se sumergieron en etanol-acido por 15 min. para
inactivar la peroxidasa enddgena. Después de la incubacion, se bloquearon los sitios
inespecificos con suero Bovino 1% en PBS a temperatura ambiente por 30 min., se incubd
el primer anticuerpo anti-GtH II de conejo (1:25) por 24 h a 4° C, Posteriormente, se colocd
un segundo anticuerpo anti-IgG de chivo anti conejo conjugado con peroxidasa por 2 h. y
se revelé con una solucidon de diaminobenzidina-H:0:2 al 30% contratifiéndose con
Hematoxilina de Mayer. Los cortes se montaron con resina.

La especificidad del ensayo se confirmé con la elaboracién de controles: (1) sin bloquear y
con segundo anticuerpo, (2) bloqueando con suero y segundo anticuerpo, (3) inactivando
peroxidasa endégena y revelando con sustrato, (4) sin inactivar peroxidasa y revelar con

sustrato.

Conteo y andlisis estadistico. Se realizd el conteo del nimero de células gonadotropas
bajo el uso del analizador de imagenes, Image Pro-Plus, versién 4.0. Considerando que el
tamaiio de las células gonadotropas miden aproximadamente 25 + 5 micrémetros, el conteo
se reatizé cada 5 é'ortes, con el proposito de que las células contadas no fuesen las mismas,
Los resultados se obtuvieren como €l mimero total de células gonadotropas por hip6fisis,
expresandose como el valor promedio para cada grupo y aplicacién correspondiente.

Los resultados de los valores promedio se expresaron en porcentaje, tomandose la media
del grupo control como el 100 %.

Se utilizé el programa Statistica-SAS para windows versién 4.5 para el analisis estadistico
de los resultados, aplicindose el estadistico de ANOVA y la prueba de Tukey HSD con el
fin de establecer diferencias entre el numero de aplicaciones de la reserpina y entre grupos

control, testigo ¥ experimental.
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METODOLOGIA

Pez dorado (Carassius auratus).Machos de 30-60 g.
Condiciones controladas (20° C + 1° C y fotoperiodo)

|

Testigos: Experimentales:

Control

2,4,6,8 2,4,6,8

' ;

Vehiculo (propilenglicol y Reserpina
dimetilsulfoxido 9:1) Img/Kg de peso

' ]

8 inyecciones intraperitoneales cada 48 h.

Obtencion de hipofisis, después de — . :
cada 48 h. Fijacién en Solucion , | Teenica histolégica de rutina:
amortiguadora de fosfato con deshidrataciodn, inclusién en
paraformaldheido y picrato (pH 7.4), parafina.
por 2h. i
Técnica < Cortes a 5um en microtomo
inmunohistoquimica de rotacidn, desparafinar e
hidratar.

h 4

Anticuerpos: anti-GtH 1I de conejo; anti-

IgG de chivo anti-conejo. Revelado con
Diaminobenzidina-F20:2. Contratincion
con Hematoxilina de Mayer.

Cuantificacion de células.
Analisis estadistico.

h 4
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RESULTADOS

El empleo de fArmacos antidopaminérgicos han mostrado ser efectivos para la estimulacién
de la espermatogénesis en diversas especies de teledsteos. Tal es el caso de la reserpina, la
cual depleta los depdsitos de catecolaminas como la dopamina permitiendo la liberacion de
las células gonadotropas.

Empleando la reserpina en el presente trabajo para cuantificar las variaciones en la cantidad

de c€lulas gonadotropas del pez dorado con diferente nimero de aplicaciones del farmaco.

En el nimero de células gonadotropas contadas por hipéfisis para los diferentes grupos y su
respectiva aplicacién (Tabla 1), se observa un incremento en los grupos experimentales con
respecto a los otros grupos. En el grupe control la media es de 415 + 38.53. Los grupos
testigo, una media de 411 + 18.17 para !a segunda aplicacién hasta 455 + 12.02 para la
sexta aplicacion, presentando una media total de 434 + 23.38.

Los grupos experimentales tienen medias de 1200 + 48.36, 1387 + 39.92, 1491 + 46.83,
1610 + 75.09, para cada aplicacién correspondiente. Observandose que, tanto el grupo

control como los testigos no presentan diferencia significativa alguna (p>0.05).

Observando los datos obtenidos para la segunda aplicacion (grafica 1) se ve que el valor
promedio del grupo control (100%, Fig. 1A) y testigo (99%, Fig. 1B) no presentan
diferencia alguna (p>0.05), y al ser comparados con el grupo experimental, éste presenta
una diferencia significativamente mayor (p< 0.05) para el 289 % de c€lulas percibiéndose

esto en el corte de la Fig. 1C.

Los valores promedio del nimero de células gonadotropas de ia cuarta aplicacion {grafica
2) no presentan diferencia significativa (p=0.05} entre el grupo control (100%, Fig. 1A) y
testigo (107%, Fig. B), pero al compararse con el grupo experimental, éste presenta una
diferencia significativamente mayor {p<0.05, Fig. 1D) correspondiente al 334% de células

gonadotropas.
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Los datos obtenidos de la sexta aplicacion (grafica 3), muestran los valores promedio del
namero de células gonadotropas sin diferencia significativa (p=0.05) entre ¢l grupo control
(100%, Fig. 1A) y testigo (109%, Fig. 1B), pero el grupo experimental presentan una
diferencia significativamente mayor (p< 0.05, Fig. 1E) y un 339 % de células en

comparacion con el grupo control y testigo.

En la octava aplicacién (grifica 4) los valores promedio del nimero de células
correspondientes al grupo c;)ntrol (100%, Fig. 1A) y testigo (105%, Fig. 1B) no tienen
diferencia significativa alguna (p>0.05), pero el grupo experimental presenta una diferencia
significativamente mayor (p< 0.05), lo cual es visible en el corte de la Fig. 1F, con un

388% de células.

De acuerdo a la grafica (5), se puede ver que los valores promedio del grupo control y del
grupo lestigo total, que corresponden respectivamente a la media de los subgrupos,
presentan un valor de 105 % para el grupo testigo con respecto al 100 % del grupo control,
no teniéndose una diferencia significativa (p>0.05). Pudiéndose ver que entre el grupo
control y testigo (Fig. 1A y 1B) hay una similitud en cuanto al nimero de células, por lo
que nos dice que el vehiculo aplicado en los subgrupos testigo ne interfiere en el
tratamiento aplicado a los experimentales, por lo que la respuesta obtenida en los
experimentales es atribuida a la reserpina aplicada, Pero ¢l grupo experimental presenta una

diferencia significativamente mayor (p< 0.05) al compararse con ambos grupos.

Ademids, al comparar los resultados de los valores promedio del mimero de células
gonadotropas (grafica 5) de los grupos experimentales 2 (289 %), 4 (334 %), 6 (359 %) ¥ 8
(388 %) se observan diferencias significativas entre ellos (p< 0.05). El grupo experimental
2 (Fig. 1C) presenta una diferencia significativamente mayor (p< 0.05) con respecto al
grupo experimental 4 (Fig. 1D), 6 (Fig. 1E) y 8 (Fig. 1F). El grupo experimental 4 (Fig.
1D) presenta una diferencia significativamente mayor (p< 0.05) con respecto al grupo
experimental 6 y 8 (Fig. 1E y IF, respectivamente). El grupo experimental & (Fig. 1E)

presenta diferencia significativamente mayor (p< 0.05) con respecto al grupe experimental
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8 (Fig. 1F). Por lo que se obtiene un nimero de células que incrementan de una manera

progresiva,

No obstante, al compararse cada aplicacién con respecto al tiempo, con la prueba de Tukey
HSD, nos muestra que la sepunda aplicacién presenta una diferencia significativamente
mayor (p< 0.05)} con respecto a la cuarta, sexta y octava aplicacién respectivamente. Pero al
comparar la cuarta aplicacién con la sexta y octava aplicacién, no hay diferencias
significativas (p>0.05). Y al comparar la sexta aplicacién con la octava, tampoco se observa
diferencia significativa alguna (p>0.05). Lo cual nos indica que no hay diferencia alguna
(p>0.05) entre ellas, por lo que una segunda aplicacion bastaria para incrementar el pamero

de células gonadotropas en la hipéfisis del pez dorado.

Al revisar los cortes, en las observaciones de hip6fisis se pudo apreciar que la mayoria de
las células gonadotropas de los 3 grupos se encontraban localizadas en la pars distalis y en
forma escasa en la pars intermedia y rostralis de la adenohipéfisis. Encontrando que las
células se localizan a la periferia de la hip6fisis en el caso de todos los grupos (Fig. 1A-F),

aunque si hay presencia de éstas en el centro pero en menor nimero.
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CONTROL TESTIGO
, (Total)

MEDIA DESVIACION MEDIA  DESVIACION

ESTANDAR ESTANDAR

415 38.53 434 23.38

RUPO TESTIGOS EXPERIMENTALES
INY. MEDIA DESVIACION MEDIA  DESVIACION
ESTANDAR ESTANDAR

SEGUNDA 411 18.17 1200 48.36
CUARTA 445 15.82 1387 39.92
SEXTA 455 12.02 1491 46.83
OCTAVA 434 25.13 1610 75.09

TABLA 1. Desviaciones estandar y medias, del numero de células gonadotropas por
hipéfisis observado, de cada grupo de acuerdo a la inyeccién o aplicacién respectiva.

Abreviaturas: INY., inyecciones o aplicaciones.
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fm e ——

400

Porcentajes de células gonadotropas.
Segunda aplicacion

% de células

Grafica 1.

Control
E Testigo 2
H Experimental 2 |

Porcentajes de células gonadotropas correspondiente a cada grupo.

Observindose que no hay diferencia (p=0.05) entre grupo control y testigo. El grupo
experimental de segunda aplicacién presenta diferencia significativa (p<0.05) en
comparacién a los otros grupos.

Porcentajes de células gonadotropas.

Cuarta aplicacion

1 |B Experimental 4

Grupos

400 T
8300 f—— [ ]
E
8 200
3
| < 100 -
0 - ]

Eﬁ Control
Testigo 4

Grafica 2. Porcentajes de células gonadotropas correspondiente a cada grupo.
Observandose que no hay diferencia (p>0.05) entre grupo control y testigo. Grupo
experimental de cuarta aplicacion con diferencia significativa (p<0.05) en comparacion a

los otros grupos,
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Porcentaje de celulas gonadotropas

Sexta aplicacién

Grupos

Hi

--— (B Testigo 6

Control

O Experimental 6

Gréifica 3. Porcentajes de células gonadotropas correspondiente a cada grupo.
Observandose que no hay diferencia (p>0.05) entre grupo control y testigo. Grupo
experimental de sexta aplicacion con diferencia significativa (p<0.05) en comparacion a

los otros grupos.

—-

500 —

Porcentajes de celulas gonadotropas.

Octava aplicaicén

400

300

200

% de células

[

_—_—

3 Control
Testigo 8
O Experimental 8

Grafica 4. Porcentajes de células gonadotropas correspondiente a cada grupo.
Observindose que no hay diferencia (p>0.05) entre grupo control y testigo. El grupo
experimental de octava aplicacion con diferencia significativa (p<0.05) en comparacién a

los otros grupos.
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Cinética de la reserpina

800 ————— — — -
@ 400 = & Control
g 300 = E Testigo
g 200 OExperimental 2
© O Experimental 4
® O Experimental 8
O Experimental 8 |

Grupos

Grafica 5. Porcentajes de células gonadotropas correspondiente a cada grupo.
Observindose que no hay diferencia (p>0.05) entre grupo control y testigo. El grupo
experimental presenta diferencia significativa (p<0.05) en comparacién a los grupos control
y testigo. Comparandose entre ellos a los experimentales se ve que hay diferencias
signiftcativas entre ellos (p<0.05), mostrandose una curva dependiente del tiempo.
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Fig. la-f. Efecto de la reserpina en el nimero de células gonadotropas en la hipdfisis del pez dorado
{Carassius auratus) causando un aumento en el nimero de células en los organismos inyectados con dicho
farmaco. Se aprecia en los cortes transversales de hipéfisis, que el aumento en el nimero de células
gonadotropas! de la segunda (C) 200X, cuarta (D) 200X, sexta (E) 200X y octava (F) 200X aplicaciones es
mayor (p<0.05) que el del control (A) 200X y testigo (B) 260X. Se observa que (A) y (B) no presentan
diferencia significativa (p>0.05) y al comparar los cortes de los experimentales entre ellos (C, D, E, F)
presentan diferencias significativas (p<0.05). Contratincion de Hematoxilina de Mayer.
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DISCUSION

Diversos autores reportan altos niveles de GtH en suero durante todo el ciclo reproductivo
de salmdnidos (Suzuki er al., 1987, 1988; Swanson et al., 1987, Amano ef al., 1995;
Tanaka ef al., 1993; Kagawa ef al., 1998b), sin embargo, estudios con pez dorado muestran
altas concentraciones de GtH en hipdfisis v en plasma de hembras maduras o en
recrudescencia tardia (Cook y Peter, 1980), durante la vitelogénesis y en la ovulacién
(Kobayashi et al., 1988), y un incremento en RNAm para GtH-I§ y GtH-IIB durante el
desarrollo gonadal (Yoshiura ef al., 1997). Estos reportes son datos cuantitativos, que nos
hablan sobre los posibles papeles que tienen las gonadotropinas en los peces telegsteos,
aunque no puedan ser contrastados con nuestros resultados. No obstante, es necesaria la
cuantificacion de células gonadotropas para asi poder conocer el efecto que la resepina
gjerce sobre el nimero de las células gonadotropas (GtH-II), efecto que fue evaluado en el

presente estudio,

El incremento en el nimero de células al comparar los resultados entre los stibgmpos
control y testigo con los grupos experimentales, fue observado 48 horas después de cada
aplicacion (graficas 1, 2, 3 y 4), lo que nos indica que la reserpina provoca un aumento de
mas de 2 veces hasta casi 4 veces mas de células gonadotrpoas, en comparacién con el
control, sobre ¢l nimero de las células a la dosis de 1 mg/Kg de peso en peces sexualmente
maduros de 30-60 g de peso. Esto se relaciona con los datos reportados por Sokolowska ef
al., (1988}, quien mostré que la reserpina sola, favorece la espermiacion a dosis de 1
mg/Kg de peso en carpas maduras, con un aumento de 2.5 ml/kg en el volumen de esperma
y de 20 ng/ml en la concentracién de gonadotropinas en el suero, lo cual comienza a
disminuir después de 48 h. de su aplicacion. También, estudios realizados con la reserpina
a la misma dosis reportan un aumento de mdas de 7 en el nimero de células gonadotropas
{Gonzalez, 1994), y un incremento en el niimero de cistos de espermatocitos secundarios en
el testiculo de juveniles de capa comun, sugiriéndose asf, la posibilidad de presentarse un
efecto positivo del fiarmaco en la espermatogénesis (Garcia, 1994). Sin embargo, en

hembras juveniles de esta especie, la dosis de 1 mg/Kg de peso no presentd un efecto
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similar al ocurrido en machos, debido a que, el tiempo en que ocurre la gametopénesis es

mayor, requiriéndose tal vez, una mayor dosis {Ceballos, 1996).

Cabe mencionar que en cuanto a los resultados observados entre el grupo control y testigos
(Grafica 1, 2, 3 y 4), sin diferencia significativa alguna (p>0.05), con un nimero promedio
total de 415 células para el grupo control y 434 células para el grupo testigo (grafica 5), sin
diferencia significativa alguna (p>0.05) nos indican que ni el vehiculo aplicado, ni la
manipulacién en este subgrupo tiene efecto, comparado con el tratamiento aplicado a los
experimentales, por lo que el aumento en los experimentales debe ser atribuido a la

reserpina aplicada.

Nuestros resultados sobre el incremento en el mimero de células gonadotropas (GtH-II), en
el grupo experimental (grafica 4) fue casi 4 veces mayor que el grupo control después de la
8% aplicacion, siendo ello similar a lo que abservd Gonzalez (1994), quien reporté un
incremento en el nimero de células gonadotropas de mas de 7 veces, con respecto al
control, en la octava aplicacion bajo condiciones parecidas, utilizando carpas juveniles
{Cyprinus carpio) machos, de aproximadamente 190 g. de peso, sexualmente inmaduras,
identificando a las células gonadotropas por medio de la técnica histologica de faffi (1979),
es decir, que posiblemente observé células gonadotropas en general, sin distincion alguna
en cuanto al tipo de gonadotropina que reaccioné. En el presente trabajo se hizo uso de una
técnica inmunohistoquimica {Taylor y Burns, 1974, y Elson, 1995) que nos permitio
identificar, con una mayor especificidad en comparacion con la técnica histolégica, a las
células aplicando un anticuerpo especifico a GtH-1I (anti-GtH-II}, por lo que el nimero
observado, corresponde a células productoras de gonadotropina maduracional o GtH-II. Esa
diferencia que pudiera explicar las variaciones porcentuales para peces en etapa de madurez
sexual de 30-60 g. de peso, los cuales ya presentan un cierto nimero de células
gonadotropas activas en comparacion a peces inmaduros, y sélo se observan las diferencias
en el nimero de células con respecto a los controles manejados, estableciéndose que la
reserpina es un firmaco que ocasiona un incremento evidente en el nimero de células
gonadotropas en la hipofisis del pez dorado (Carassius auratus) en etapa de madurez y que

puede servir como un posible inductor de la espermatogénesis.
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Ademds, al observar la cinética de la reserpina (grafica 5), nos indica un incremento
paulatino en el aumento de células gonadotropas, to cual es debido a la respuesta que €stas
presentan a través de los tiempos ante la aplicacion del firmaco. Los resultados obtenidos,
establecen un aumento considerable de més de 2 a casi 4 veces mas en el nimero de células
gonadotropas en la hipofisis del pez dorado en los grupos experimentales, sefialandonos
que la aplicacion de la reserpina posiblemente induce una mayor liberacion de
gonadotropinas en machos sexualmente maduros como consecuencia de la deplecion de la
DA desde las primeras aplicaciones, ya que estudios realizados con sustancias que afectan
la presencia de DA como la reserpina, muestran un aumento en la cantidad de semen y
concentracion de gonadotropinas en suero de carpas maduras {Sokolowska et al., 1988).

Esto también queda corroborade por ¢l uso de antagonistas especificos para receptores Dz,
como el pimozide, pues al aplicarlo a hembras de pez dorado sexualmente maduras o en
recrudescencia, aumentaron la concentracién de GtHs y elevan los efectos de andlogos de la
sGnRH y LHRH a 12° C (Chang er al.,, 1984b) y a 20° C (Sokolowska ef ai., 1985).
Confirmandose asi que la presencia de estos tipos de farmacos en el pez dorado incrementa

la secrecion de GtH proveniente de las células gonadotropas.

La accién directa reportada para la DA en la hipofisis, es inhibiendo la estimulacién de la
GnRH en la liberacion de gonadotropinas como lo observé Chang ef al., (1984a) y Peter et
al,, (1986) en células dispersas de fragmentos hipofisiarios de pez dorado, asi como,
inhibiendo la secrecién espontinea de GtH. En otro experimento, Chang et al. (1983)
reporta que en hembras de pez dorado bajo el uso de agonistas come la apomerfina
disminuyen los niveles plasmaticos de GtH y al aplicar pimozide, se previno el decremento
ocasionado por la apomorfina, indicando asi que la DA tiene actividad inhibitoria de la
liberacion de GtH directamente en células gonadotropas y bloquea las acciones de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). El mecanismo inhibidor de la liberacién cs
a través del receptor D, (Omeljaniuk er al., 1987; Peter et al., 1991) y la via seguida es
mediante la disminucién de los niveles de AMPc, PKC y Ca™i, los cuales intervienen en la
secrecion de GtHs (Chang er al., 1993); no existen trabajos previos que indiquen si la DA
tiene ademds de sus efectos sobre la secrecidn de GtH-I1, impacio sobre la sintesis de la

GtH, por lo cual, otra posibilidad, es que, al liberarse la célula gonadotropa de la influencia

32




de la DA, se incremente la sintesis de Gtl, favoreciendo asi, una mayor cantidad de la
hormona para su liberacion. Sin embargo, se requiere de experimentos especificos para

demostrar esta hipdtesis.

En peces no se ha realizado reporte alguno sobre la cinética de la reserpina en relacion con
las células gonadotropas, y los trabajos rcalizados abarcan la distribucién de las células
gonadotropas en hipéfisis, sin haberlas cuantificado. Con excepcién del trabajo de
Gonzalez, {1994), el cual se baso en la cuantificacion de células gonadotropas a la octava
aplicacion bajo el uso de técnicas de tincién diferencial no se cuenta con un trabajo previo.
Es por ello, que el presente trabajo contribuye al conocimiento de los efectos de la reserpina
a diferentes aplicaciones para asi conocer su cinética como una curva dependiente del
tiempo de aplicaciones. Obteniéndose un incremento en el niimero de células de mds de 2
veces (289 %), desde la segunda aplicacion, pudiéndose tomar como alternativa hasta la
aplicacién de una octava inyeccidn con un aumento de casi 4 veces (388 %) el nlimero de
células con respecto al grupo control. Sin embargo con una segunda aplicacion podria
bastar para que el nimero de células se vea incrementado en un 289 %, sin necesidad de
aplicar hasta la octava inyeccidn, esto pudiera tener utilidad en la acuacultura debido a que
es un farmaco accesible y que por medio de inyecciones intraperitoneales es posible inducir

la espermatogénesis y en consecuencia incrementar la cantidad de semen en peces maduros.

La deteccion de las células gonadotropas se ha realizado de diversas maneras con el fin de
localizarlas e identificarlas bajo el uso de técnicas de tincion diferencial en la hipofisis de
la carpa comun (Cyprinus carpio) (Gonzalez, 1994) y en el atin aleta azul (Bluefin tuna)
(Kagawa et al., 1998); pero en la actualidad el emplec de técnicas que awmentan la
especificidad como las inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas, se han utilizado en
hipofisis de diversos grupos come en peces (Kagawa et al., 1998b; Olivereau ef al., 1983),
anfibios (Pearson et al., 1998), reptiles (Naik er al., 1980; Batista et al., 1989; Mohanty et
al., 1997b) y aves (Mohanty et al, 1997a) con el fin de identificar y observar la
distribucién de las células hipofisiarias, siendo unicamente cualitativos. Cabe mencionar
que el empleo de las técnicas inmunocitoquimicas han permitido asociar a cada uno de los

tipos celulares con la hormona que la secreta (Cambre ef al., 1986).
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La téenica inmunocitoquimica es en la actualidad una de las herramientas mas importantes
en la identificacién de las células gonadotropas, sin embargo, existe la posibilidad de
estudiar a las células relacionando las técnicas histolégicas e inmunocitoquimicas,
obteniendo asi una técnica inmunochistoquimica practica, econémica, confiable y gque se
realice en menor tiempo. Es por ello que, los resultados de tas observaciones microscdpicas
en la hipéfisis del pez dorado (Carassius auratus) en el presente trabajo nos indican que
mediante la técnica inmunohistoquimica empleada, es posible la deteccion de las células
gonadotropas productoras de GtH-II presentes en los diferentes grupos. Siendo la primera
vez en que se utiliza una técnica como ésta para la identificacion de las células en hipéfisis

de pez y sobretodo para estudios cuantitativos.

La localizacion de las células gonadotropas se encontrd principalmente en la PDP, y
escasamente en la Pl, coincidiendo con lo reportado en peces por Gonzilez, (1994),
Kagawa et al., (1998b) y Olivereau ef al., (1883), y en otros vertebrados (anfibios, (Pearson
et al., 1998), reptiles (Naik ef af., 1980; Batista ef al., 1989; Mohanty e al., 1997b) y aves
(Mohanty ef al., 1997a)). Asi como, la presencia de las células a la periferia de la hipofisis
observada en los tres grupos es similar a la localizacién de células GtH-II a lo largo del
borde externo de la Pl y en la parte central de Ia PDP, observado por Kagawa et al., (1998)
en la hipofisis del atiin de aleta azul. Sin embargo, las técnicas empleadas en estos estudios
son andlogas entre s, ya que utilizan técnicas de tincién diferencial, inmunocitoquimicas e
inmunohistoquimicas que difieren en cuanto a lo que emplean (colorantes o anticuerpos) y
los tiempos en los que se realizan, pero poseen un mismo fin cualitativo, el de identificar y
conocer la distribucién de los diferentes tipos celulares adenohipofisiarios, Al ser
comparadas con la técnica utilizada en el presente trabajo, se recomienda ocupar dicha
técnica como una alternativa practica, rdpida y conflable, ya que posee una mayor
especificidad en comparaciéon con la tincion diferencial, y solo se hace uso de dos
anticuerpos, en comparacidon con las otras dos técnicas que usan ademas de dos anticuerpos,
un complejo peroxidade o biotilinado como la avidina-biotina, recurriendo asi a mas

recursos y aplicar un tiempo mayor.
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CONCLUSIONES

% La reserpina es un firmace que, por medio de inyecciones intraperitoneales,
ocasiona un incremento evidente en el nimero de células gonadetropas en la

hipéfisis del pez dorado (Carassius auratus) en etapa de madurez.

-
‘0

La dosis de 1 mg /Kg de peso de reserpina induce un aumento en el nimere de

-

células gonadotropas desde su segunda aplicacion en peces sexualmente maduros,

+,
*

E! mimero de células gonadotropas aumenta un 289 % después de la segunda
aplicacién, hasta un 388 % en la octava aplicacién, por lo que el efecto de la

reserpina es dependiente del numero de aplicaciones del farmaco.

35



APENDICE I

Técnica inmunohistoquimica (Taylor y Burns, 1974; Elson, 1995).

1. Permeabilizar los cortes en metanol a 4° C por 5 minutos.

2. Para eliminar la actividad de la peroxidasa enddgena presente en la células, se colocan en
una cédmara htimeda las laminillas durante 15 minutos con etanol-acido (0.074 % HCL en
etanol al 100 %) (Weir ef al., 1974).

3. Lavar 4 veces con Buffer de Fosfatos Salino (PBS) (1:3).

4. Incubar en suero Bovino 1%-PBS 1x a temperatura ambiente por 30 minutos.

5. Incubar con el primer anticuerpo anti-GtH II de conejo (1:25) por 24 h. A 4 °C.

6. Lavar 2 veces con PBS 1:3.

7. Incubar con el segunde anticuerpo conjugado de peroxidasa anti-IgG de chivo anticonejo
por 2 h.

8. Lavar 2 veces con PBS 1:3.

9. Revelar con una solucion sustrato de diaminobenzidina-H20z2 al 30 % por 5 minutos
aproximadamente o hasta que se genere color. Detener la reaccién cn PBS 1:3 y realizar 4
lavados.

10. Se contratifie con Hematoxilina de Mayer por 1-3 minutos.

1 1. Lavar con agua corriente.

12. Deshidratar con alcoholes graduales (alcohol del 70°, 90°, 96° y absoluto) per | min. y
aclarar en xilol por 3 min.

13. Finalmente montar con resina y observar al microscopio.
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