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INTRODUCCION
El cultivo de peces es una actividad importante en muchos
paises incluyendo México. Esto ha originado inumerables
investigaciones en el campo de la reproduccién y alimentacién en
peces. En lo gque respecta a la reproduccién inducida se han
desarrollado diversas metodologias, como son: La administracién
de estractos hipofisiarios de mamifero, de estractos de hipéfisis

de pez o de hormonas purificadas de pez.

Las dos primeras técnicas tienen gran cantidad de
inconvenientes como son gque muchos peces no responden ante una
hormona de mamifero como es el caso del pez gato, el salmén amago
o el pez dorado (Ramirez, 1993), ademids de gque se administran

otras hormonas que afectan al organismo.

La tercer practica es muy apropiada, tiene buenos
resultados, (Ramirez, 1993) pero tiene el inconveniente de ser
costosa ya que las hormonas son importadas y adem&s se necesita
gran cantidad de hipéfisis para obtener una cantidad

significativa de hormona.

Estudios con farmacos antidopaminérgicos han demostrado ser
efectivos para estimular la espermiacién y la ovulacidén en
diversas especies de peces telebsteos (Peter, 1985); tienen la
ventaja de que con dosis pequefias se obtiene respuestas similares
gue con los estractos hipofisiarios u hormonas aisladas de pez,
sobre todo si se administran junto con un andlogo de hormona

liberadora de gonadotropina.



REGULACION NEUROENDOCRINA DE LA REPRODUCCION EN TELEOBTEOS

El eje hipotdlamo-hipb6fisis-gbénada es de gran importancia
en la regulacién de la reproduccién en vertebrados, la secrecién
de hormonas de estos érganos tiene una influencia reciproca hacia
ellos mismos, ya que el hipotdlamo produce neurohormonas gque
controlan a la hipé6fisis, la que influye a su vez en la madurez y
crecimiento de las génadas, las cuales secretan entonces a 1los
esteroides sexuales que tienen un efecto en los tres 6rganos de
dicho eje, de manera gue existe un complejo sistema de
retroalimentaciédn que al ser alterado en algGn punto tiene, como
consecuencia, una influencia directa en todo el sistema. (Leeson,

1989).

EL HIPOTALAMO
El hipotdlamo estd situado en la regidén ventral del
diencéfalo. Es una zona importante para el paso de la informacién
a través de las células neurosecretoras desde el cerebro hasta el
sistema hormonal. Los cuerpos de estas células, perfectamente
diferenciados forman grupos independientes o nicleos; sus axones,
gue estdn en estrecho contacto con la adenohipéfisis, forman 1lo

que se conoce con el nombre de neurohipifisis (Leeson, 1989).

Actividad De GnRH y Sus Anélodgos
Todos los vertebrados no mamiferos, asi como los mamiferos
marsupiales tienen dos o mas formas de hormonas liberadoras de
gonadotropinas (GnRH). En telebsteos el hipotdlamo secreta dos
formas moleculares de GnRH, la llamada de salmén (sGnRH; [Trp7,

Leu8]m-GnRH) y la GnRH de pollo II (cGnRH-II; ([His5, Trp7,



Tyr8]m-GnRH). Ambas estimulan 1la 1liberacién tanto de
gonadotropinas (GtHs) como de la hormona de crecimiento (GH) por

parte de la hipéfisis (Huang, 1991).

Habibi y col. (1992) realizaron una investigacién con cinco
formas conocidas de GnRH de vertebrados gque fueron cGnRH-I ¥y
II, sGnRH, 1GnRH (de lamprea) y mGnRH (de mamifero), asi como
andlogos de mamifero (mGnRH-A) con variantes en los residuos en
las posiciones 5, 7 y 8 en terminales de unién al receptor,
midiendo la liberacién de GH y GtH de fragmentos de hipéfisis en
cultivos in vitro en perfusiébn en pez dorado. Los cinco péptidos
de GnRH estimularon la secrecién de 1las hormonas antes
mencionadas de manera dosis-dependiente, pero sus potenciales de

accién fueron muy diferentes.

El péptido cGnRH-II fué mds activo gue sGnRH en 1la
liberacién de GtH, pero para la liberacibn de GH fué 1lo
contrario. Los cGnRH-I y 1GnRH fueron significativamente menos
potentes que mGnRH, sGnNRH y cGnRH-II en la liberacién de GtH

(Habibi, 1992).

Se han realizado estudios que relacionan la estructura y la
actividad de estos péptidos observando que la posicién 6, con D-
aminodcidos en péptidos andlogos puede proporcionar resistencia a
la degradacién, ademas de incrementar su potencial en pez dorado
(Peter, 1991). La resistencia a 1la degradacibén enzimatica es

ciertamente uno de los factores que influencian la velocidad de

liquidacién metabdlica. La presencia y afinidad de péptidos de



GnRH unidos a proteinas séricas ayuda a la lenta degradacidén de

estos péptidos en circulacién (Huang, 1991)

La actividad de diferentes andlogos de sGnRH y mGnRH ha sido
estudiada en pez dorado, de tal manera gue el andlogo que resultd
ser mas activo fué el llamado sGnRH-A, [D-Arg6, Pro9-NEt]-sGnRH,

(Peter, 1985) tanto in vive como im vitro (Habibi, 1989Db).

Otro factor importante en la potencialidad de los andlogos
de GnRH es la afinidad (probabilidad de gque una sustancia se una
a su receptor) y capacidad (nGmero de receptores a dicha
sustancia) gque tienen a los receptores de las células

hipofisiarias (Habibi, 1991).

Los andlogos de sGnRH han mostrado una fuerte correlacién
entre sitios de unién de alta afinidad y potencial de actividad
de liberacién de GtH en perfusiones de fragmentos de hipé6fisis

(Habibi, 1990).

LA HIPOFISIS

La hipéfisis se localiza en la base del diencéfalo,
por detrds del gquiasma éptico y por delante del saco vasculoso.
Se encuentra en todos los vertebrados y estd unida estrechamente
al hipotédlamo. (Ham, 1985). La glandula hipéfisis regula por
medio de sus secreciones, de manera directa o indirecta
practicamente cualquier proceso fisiolbégico. Esta glandula
es un sitio de sintesis, almacenamiento y liberacién de varias
hormonas peptidicas (Espinosa, 1987). A través de sus
secreciones se constituye en un transductor que permite que el

sistema nervioso central controle muchas funciones endécrinas,



como las gue se llevan a cabo durante el proceso reproductivo

(Espinosa, 1987).

La hipéfisis tiene un origen embrionario doble: una
evaginacién ectodérmica (Bolsa de Rathke) del techo de la cavidad
bucal embrionaria, gque origina a la adenohipé6fisis, y una
invaginacién del proceso ventral del diencéfalo, que forma la

neurohipéfisis (Leeson, 1989).

La adenohipdéfisis de telebsteos tiene tres regiones
distintas, la parte rostral de la pars distalis (RPD), la parte
proximal de dicha pars (PPD) y el lébulo neurointermedio (NL),
constituido de la parte intermedia. La RPD contiene células
lactétropas; las células corticétropas se encuentran sélo en el
borde entre RPD y PPD. Las tirétropas en muchos teledsteos estéan
repartidas en el RPD, pero pueden encontrarse también entre RPD y
PPD, en el cuerpo de ambas partes o sélo en PPD; esta fGltima
parte contiene principalmente células gonadétropas y somatdétropas

(Omeljaniuk, 1989).

En algunas especies la adenohipéfisis estd directamente
inervada por los axones de las neuronas secretoras del
hipotédlamo, depositando asi a las neurochormonas producidas por
éstas células, directamente sobre la adenohipdfisis, a diferencia
de lo gue ocurre en mamiferos, donde existe un sistema
portahipofisiario. En 1las especies de peces teledsteos en gque

se presenta, es vestigial (Omeljaniuk, 1987).

Las fibras inmunorreactivas a hormonas liberadoras de



gonadotropinas (GnRH) fueron localizadas principalmente en el
PPD, donde se encuentran las células gonadbétropas, y algunas
fibras fueron detectadas en el 1l6bulo neurointermedio. (Peter,

1990) .

Gonadotropinas en Peces Telebsteos

En telebsteos existen dos tipos de GtHs. La mayor parte de
los investigadores han aislado séloc una, designada como
maduracional, la cual es hom6loga a la hormona luteinizante (LH)
y a la hormona foliculo estimulante (FSH) de tetrapodos; pero una
segunda GtH, llamada vitelogénica, ha sido aislada en algunas
especies de teledsteos como trucha arcoiris, salmén chum, salmén
amago, carpa comin etc., ésta hormona no parece ser gquimicamente
homéloga a 1las hormonas LH o FSH. Mas recientemente, la
identificacién definitiva de las dos GtHs quimicamente distintas,
aesignadas GtH I y GtH II fué realizada por Kawauchi et al
(1989). Aungue ambas hormonas tienen actividad similar, los
niveles en hipé6fisis son distintos en la etapa reproductiva

(Nozaki, et al, 1990).

Nozaki y colaboradores (1990) demostraron por técnicas
inmunocitoquimicas gque existen dos células gonadétropas distintas
cada una de las cuales secretan a su vez a las diferentes GtHs

encontradas en telebsteos.

EL TESTICULO

En la mayoria de los telebsteos, los testiculos son dos
érganos alargados y unidos por la pared dorsal de la cavidad

corporal. El1 espermiducto sale de la superficie medio dorsal



posterior de cada testiculo y desemboca en la papila urogenital,

situada entre el recto y los ductos urinarios (Espinosa, 1987).

Seqglin las especies la estructura testicular varia, pero los
dos tipos mas comunes son lobular y tubular (TGbulo-cistico). En
ciprinidos, como es el caso de la carpa comiin, existe un arreglo
testicular tGbulo-cistico, es decir, presenta tGbulos seminiferos
(tubos de diametro pequefio gque contienen en su interior a las
células germinales) con cistos, que son grupos de células de los
diferentes estadios de la espermatogénesis delimitados por una
pequefia capa de tejido conectivo (Espinosa, 1987)

El testiculo se puede dividir en dos regiones principales,
una germinal y una de tejido intersticial (Espinosa, 1987).
Regién germinal.- En ésta se encuentran 1los siguientes tipos

celulares:

1) Espermatogonias. Esté&n situadas en la parte basal del tGbulo y
estan separadas de la membrana basal mediante células homélogas a
las de Sertoli. Se pueden encontrar varios tipos de
espermatogonias, las Gltimas de éstas forman cistos. Son células
diploides que se dividen por mitosis. Son acidéfilas, su nicleo
se tifie de diversas tonalidades dependiendo del tipo de

espermatogonia.

2)Espermatocitos primarios (El). Son las células de mayor tamafio,
estdn agrupadas en cistos, son células diploides en su origen,
pero en ellas ocurre la meiosis I, por lo que, dependiendo de la
etapa de la profase I en que se encuentren, pueden tener nGcleos

de aspectos diferentes, pero basicamente se observan baséfilos y



poseen citoplasma de coloracién péalida.

3)Espermatocitos secundarios (E2). Son células pegquefias, con
alrededor de la mitad de volumen de los El, son haploides, estéan
acomodadas en cistos donde ocurre la meiosis II y por
consiguiente es dificil observarlas ya que estén en la etapa més

répida de la espermatogénesis.

4)Espermidtides. Se originan de la divisibén del estadio anterior,
son células que sufren un proceso de transformacidén para dar
origen a los espermatozoides a partir de un proceso llamado
espermiogénesis. Cabe sefialar que a microscopia 6ptica es dificil

reconocer este estadio celular.

5) Espermatozoides. Son las células maduras de la
espermatogénesis, se encuentran en el 1lumen del tdbulo
seminifero, carecen de acrosoma debido, al parecer, por 1la
presencia de micrépilo en los ovocitos; tienen flagelo, una pieza

media, cuello y cabeza.

6)Células somadticas. Esté&n separadas de los fibroblastos por la
membrana del tabulo seminifero y estd en estrecho contacto con
los elementos de las células germinales. Cabe mencionar que éstas

células practicamente no se aprecian en microscopia electrénica.

Regién intersticial.- Se encuentran fibroblastos, vasos
sanguineos, linfaticos y células intersticiales o de Leydig,
(Figura 1) las cuales tienen una funcién endécrina, ya gque

secretan los esteroides sexuales.



Los testiculos estédn rodeados por una capa delgada fibrosa o
capa albuginea. Esta capa sufre variaciones con el ciclo sexual,
siendo mas delgada durante la madurez y mas gruesa durante el

reposo gonddico (Espinosa, 1987).

Es Ep
El Ez
CI E2

Fig. 1: Esguema que muestra el arreglo de un tGbulo seminifero de
pez teledsteo con arreglo tibulo cistico donde se observa:
Espermatogonias (Es), espermatocitos primarios (E1),
espermatocitos secundarios (E2), espermitides (Ep),
espermatozoides (Ez), células intersticiales (CI) (Espinosa,
1987).

El control neurocendécrino es fundamental para la
reproduccién en vertebrados, ya que se encarga de la captacién
de estimulos del medio, asi como de su transduccién a impulsos
bioeléctricos y hormonales. (Espinosa, 1987). Este control es
realizado por el eje hipot&lamo-hipéfisis-gdénada, el cual regula
el proceso hormonal de la reproduccidén, donde las hormonas

secretadas por la glandula hipéfisis o pituitaria juegan un papel

muy complejo.



Influencia De Dopamina y Otras Catecolaminas en la Liberacién de
GtH en Peces Telebsteos

La influencia de las catecolaminas en la liberacidn de
hormonas en hembras de pez dorado fueron estudiados por Chang, et
al en 1985. Tratamientos im vivo con L-dopa, dopamina vy
apomorfina causaron un incremento en los niveles de hormona del
crecimiento en sangre. Con inyecciones intraperitoneales de
drogas gue bloguean la sintesis de catecolaminas y con
norepinefrina causaron un decremento en los niveles de dicha
hormona. La dopamina y la apomorfina pueden estimular la
liberaciébn de GH, dichos efectos fueron bloqueados por perfusién
continua con metoclofamida, un inhibidor especifico de los
receptores tipo 1 (D1) de la dopamina que se encuentran en el

hipotéalamo.

Los efectos estimulatorios de norepinefrina en la liberacién
de GnRH fueron estudiados en otras investigaciones: al tratar
ejemplares de pez dorado con dietilditio carbamato (DDC), farmaco
que bloguea la conversién de dopamina a norepinefrina, causa
un decremento significativo en los niveles de GnRH en el
telencéfalo y el hipotdlamo. Tratamientos con el mismo pez con
a-metil-para-tirosina ( aMPT), que bloguea la conversidn de
tirosina a L-Dopa Yy consecuentemente la sintesis de
catecolaminas, causaron un incremento significativo de GnRH sdélo

en el bulbo olfatorio (Peter, 1990).

En muchos teledsteos como pez dorado, salmén, trucha
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arcoiris, carpa com@n, pez gato africano, etc. la dopamina tiene
un efecto directo en las células gonadotropas al inhibir 1la
estimulacién de las GnRH para liberar GtH (Peter, 1990). Estos
efectos inhibitorios son efectivos a 1los pocos segundos de
exposicién de dichas células a dopamina o a su agonista,
apomorfina. La dopamina también influye por afectar la capacidad

al receptor de GnRH.

Se ha observado que en las épocas de recrudescencia y
regresién gonadal existe una disminucién de la capacidad de 1la
hipéfisis de pez dorado (Peter, 1991). Ademds, se ha visto que el
nimero de receptores también puede incrementarse y después bajar
en respuesta a una exposicién prolongada a GnRH. (Omeljaniuk,

1989a).

El incremento de dopamina hace decrecer la capacidad del
receptor a GnRH y proporciona un medio para alargar el periodo de
influencia de dopamina sobre 1las células gonadotropas (Peter,
1991).

Otras Sustancias gue Afectan la Sintesis de GtH
-El calcio:

En pez dorado, experimentos con cultivos estédticos de
células dispersas provenientes de la hipéfisis, han demostrado la
necesidad de calcio intracelular ((Ca)i) para la liberacidén de
GtH, pues cuando se adiciona el iondforo A 23187 se incrementa la
liberacidén de GtH al medio, mientras que la carencia de calcio
extracelular ((Ca)e) en el medio reduce la liberacidén de GtH aan
en presencia tanto del ionéforo como de andlogos de hormonas

liberadoras. Estas hormonas incrementan los niveles de calcio

1L



intracelular en células de la pituitaria de pez dorado, siendo
por ello, dependientes de ((Ca)e). (Chang, 1993).
- E1 Adenosin Monofosfato Ciclico (AMPc):

En experimentos similares, la activacién de adenil ciclasa
por foskolin incrementa 1la liberacién de AMPc y la estimulacién
de la secrecidén de GtH. La adicién de andlogos de AMPc, como 8
bromoadenosina 3’:5’ monofosfato ciclico (8Br-AMPc), y dibutiril
AMPc también incrementaron la liberacién de GtH, sugiriendo que
la elevacién de los niveles de AMPc pueden inducir la secrecién
de GtH (Chang, 1992).

-El Acido 7-aminobutirico (GABA):

Existe una abundante inervacién en la hipéfisis de pez
dorado gque muestra gran cantidad de fibras inmunopositivas a
Acido T-aminobutirico (GABA), la cual sugiere una posible funcién
neuroenddcrina. Inyecciones de este neurotransmisor causan un
incremento en los niveles de GtH en suero, pero no ocurre lo
mismo en células dispersas de hip6fisis en perfusién o en cultivo
estatico. Sin embargo, tiene un efecto estimulatorio en la
liberacién de GnRH en terminales que inervan a la pituitaria, lo
cual explica el efecto estimulatorio en la liberacidén de GtH.
(Kah, 1992).

-Esteroides Sexuales:

En tratamientos realizados a peces con regresidn sexual y
recrudescencia gonddica con estradiol, se reducen las
concentraciones de GABA en cerebro y se suprimen sus efectos
estimulantes en la liberacién de GnRH de fragmentos de hipéfisis

en pez dorado in vitro (Kah, 1992).Estos efectos inhibitorios del

12



estradiol sobre GABA pueden ser parte del mecanismo de
retroalimentacién negativo de estrégenos en el eje hipéfisis-
cerebro en el pez dorado (Peter, 1991). Tratamientos en dicho
pez con estradiol o testosterona causaron un incremento en la
velocidad del cambio de dopamina en la regidén del telencéfalo
especificamente en el Area prebdptica, en el cerebro y 1la
hipbéfisis. Esto sugiere que los esteroides sexuales pueden
incrementar la magnitud de inhibicién de la dopamina en 1la

liberacién de GnRH y GtH (Huang, 1991).

En teledsteos sexualmente inmaduros, los esteroides sexuales
parecen tener en efecto de retroalimentacién positiva, ya que se
ha observado que el contenido de GtH en la hipéfisis de machos y
hembras se incrementa al ser tratados con testosterona (Crim,
1981). Si este efecto de retroalimentacién positivo de esteroides
sexuales es una parte de los mecanismos de la pubertad, no es ain
bien conocido. Sin embargo, en tratamientos prolongados de
testosterona en la misma especie se pudo detectar GtH en plasma
y desarrollo gonadal iniciado, indicando que el eje génada-

cerebro-hip6fisis ha sido funcional (Crim, 1983).

Este efecto de retroalimentacién positiva de testosterona en
el eje del cerebro-hipdéfisis depende de la aromatizacién de
andrégenos a estrégenos. Sin embargo, la aplicacién de una dosis
similar de estradiol incrementa la respuesta sdélo en hembras en
regresién sexual y post-reproductivas, y sélo una dosis cuatro
veces mayor fué efectiva en hembras con recrudescencia ovéarica
tardia. Asi, este efecto de retroalimentacién positiva de

esteroides sexuales es una parte natural de la accién de los

13



dichas hormonas, y ambos, tanto el negativo como el positivo,
coexisten en un balance (Trudeau, 1991).
-Serotonina:

Inyecciones de serotonina en pez dorado causan un incremento
en los niveles de suero de GtH, siendo mayor la respuesta en
hembras y machos pre-reproductivos. Estos efectos fueron
blogqueados con un antagonista al receptor de serotonina

(ketanserina) (Somoza, 1991).

El efecto directo de 1la serqtonina en las células
gonaddétropas no es conocida, pero estimula la liberacién de GnRH
en fragmentos de hipéfisis, indicando que esto puede ser una
parte del mecanismo de su estimulacién para la liberacidén de GtH
(Yu, 1991b).

-Neuropéptido Y (NPY):

Existen fibras inmunopositivas al neuropéptido Y (NPY) en
estrecha relacién con las gonadétropas en pez dorado, dgue
sugieren una funcidén neuroendécrina. La perfusién de fragmentos
de hip6fisis de peces en etapa de recrudescencia sexual tienen
una mayor magnitud de respuesta a NPY que los peces en regresién,
lo gue indica que existe una respuesta en la variacidén sensorial

(Peter, 1991).

En trucha arcoiris, NPY tiene un efecto estimulatorio en la
liberacién de GtH de hembras maduras, pero tuvo un efecto
inhibitorio en hembras en recrudescencia (vitelogénicas) (Peter,

1991).
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El NPY estimula directamente la liberacién de GtH en células
dispersas de hip6fisis de pez dorado, sin embargo, un efecto
estimulatorio en la liberacién de GnRH es también posible (Peng,
1990).

-Opioides Endégenos:

Los péptidos opioides endbgenos también influyen sobre la
secrecién de GtH. Tratamientos en pez dorado con largos estadios
de recrudescencia gonadal, con el antagonista a opiodes,
naloxona, causdé una disminucién en el nivel de GtH en suero vy
en su respuesta a LHRH-A (andlogo de la hormona liberadora de
LH), sin embargo, en peces en recrudescencia gonddica temprana
este antagonista tiene un efecto contrario cuando es dado solo o©
con LHRH-A; ademds potencializa la respuesta al antagonista de
dopamina, domperidona. Los mecanismos por los cuales actuan los
opioides endbgenos con las células gonodotropas no son conocidos
(Rosemblum, 1989).

-Aminodcido Taurina:

Inyecciones en pez dorado con el neurotransmisor aminodcido
taurina, causan un incremento en los niveles de GtH en suero. la
sintesis de catecolamina a-metil-p-tyrosina causan una
disminucién en las concentraciones de dopamina en hipéfisis y
potencializa los efectos de taurina en los niveles de GtH sérica,
por lo gque se piensa que este aminodcido puede actuar modulando
los efectos inhibitorios de dopamina en 1la liberacién de GtH
(Peter, 1991).
~Feromonas:

En los machos de pez dorado, cuando acompafian a hembras que

realizan ovulacién, se ha notado un incremento en los niveles de
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GtH en sangre después de 12 horas en respuesta a las feromonas
secretadas por las hembras, especificamente el esteroide del
ovocito 17a¢, 208 dihidroxy-4-pregnon-3-1 y la prostaglandina-F2a

(Dulka,1992).

ESTUDIOS REALIZADOS CON ANTIDOPAMINERGICOS Y ANALOGOS DE GnRH

Omeljaniuk y colaboradores reportaron en 1989 gque al
inyectar domperidona, un antagonista de dopamina gque actda sobre
receptor D2, se ocasiona un incremento en la capacidad del
receptor a GnRH en la hip6fisis de pez dorado después de 24
horas. De Leeuw (1989) demostré la dependencia dosis~tiempo de
este efecto en los receptores a GnRH en la hipéfisis de dicha
especie.

En estudios con perca y pez dorado también ha sido
demostrado que otras drogas que bloquean la sintesis de dopamina
como espiperona, pimozida, y metocloramida (Omeljaniuk, et al,
1989; Sokolowska, et al,1988; Peter, et al, 1988 ) o gque depletan
a las catecolaminas como la reserpina (Sokolowska, et al 1988;
Ahikam, et al, 1991) afectan directamente a 1las células
gonadbétropas ya gue causan un incremento en la capacidad del
receptor a GnRH.Con esas bases el uso de los antagonistas de 1la
dopamina en combinacién con andlogos de GnRH, han mostrado ser
medios muy efectivos para la induccién de espermiacidn vy
ovulacién en diversas especies (Chang and Peter, 1983; Chang et

al, 1984; Sokolowska et al, 1985b; Peter et al 1988).

Sokolowska y colaboradores en 1988 analizaron los efectos de

la reserpina combinada con andlogos de GnRH en la espermiacién de
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carpa comidn (Cyprinus carpio). Dicho estudio mostré que este
farmaco inyectado intraperitonealmente en una dosis de 1mg/Kg
incrementé los niveles de gonadotropina en plasma, manteniéndose
sin diferencia significativa durante 48 horas después de la
inyeccién. También se observé un incremento en el volumen de
esperma de aproximadamente el 200% de lo gue tenian al tiempo de
la inyeccién en comparacién con el grupo control. Cuando en el
mismo trabajo se inyecté reserpina combinada con andlogos de
GnRH, se obtuvieron niveles mucho mayores gue cuando se inyectd

reserpina sola, aungue su presencia en suero fué mds prolongada.

LA RESERPINA

La reserpina es obtenida de la rafiz de algunas especies de
Rauwolfia, principalmente de Rauwolfia serpentina. La reserpina
es un polvo cristalino y blanquecino, dificilmente soluble en
agua pero soluble en &cidos orgédnicos como el &cido citrico. Es
un alcaloide indélico terciario gque tiene los siguientes
mecanismos de accién:

La reserpina libera varias aminas bi6genas del cerebro y
otros sitios periféricos, también provoca el agotamiento de
noradrenalina, adrenalina y dopamina (catecolaminas) de

diferentes tejidos (Drill, 1978).

La reserpina agota las reservas de catecolaminas, 1la
aplicacién de ésta en dosis repetidas genera decrementos en la
concentracién de catecolaminas una hora después de que fué
aplicada y su efecto maximo es a las 24 hrs tanto en mamiferos

(Goodman, et al 1986) como en peces (Chang, 1983). La disminucidén
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de la sintesis de noreprinefrina inducida por la reserpina puede
deberse al blogqueo de la captaciédn de dopamina por los gréanulos
de almacenamiento gque contienen la enzima dopamina beta-

hidroxilasa.

Las catecolaminas de los tejidos se restauran lentamente,
por lo tanto, las dosis repetidas tienen accién acumulativa

cuando se dan durante una semana o mas.

La administracién crénica de reserpina en dosis menores de
1 mg por dia produce marcada deplecidén del contenido de

noreprinefrina del miocardio humano (Rodriguez, 1984).

En presencia de concentracién suficiente de dopamina, 1la
reserpina in vitro no obstaculiza la sintesis de noradrenalina y
adrenalina, ni 1la seratonina. Algunos farmacdélogos han
argumentado que, si bien disminuye la concentracién total de
aminas cerebrales, las aminas libres no menguan, y gque los
efectos del sistema nervioso central dependen de la concentracién
de aminas libres en el sitio receptor. Se ha podido comprobar gue
la depresién del sistema nervioso central se correlaciona mejor
con la disminucién de la concentraciédn de catecolaminas

cerebrales. (Goodman, et al, 1986).

En el trabajo ya mencionado de Sokolowska (1988), se muestra
que la reserpina sola estimula la espermiacidén de carpa, mientras
gue Billard en 1983 demostré que pimozida, un farmaco antagonista
de la dopamina que tiene el mejor efecto combinado con analogos
(Ahikam, 1991), no fué efectivo en la induccién de la liberacién

de GtH ni en la espermiacién en carpa. Esto es notable porque
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muestra que la reserpina es realmente una buena opcién ademés de
ser un farmaco accesible y responde también al ser utilizado con

andlogos de GnRH.

Un modelo del sistema neuroendécrino de la secrecibédn de GtH
es representado en la figura 2. Este modelo no es definitivo, ya
que hace falta alGn investigar muchos aspectos de la regulacién
neuroenddcrina de la secrecién de GtH, pero permite comprender
como ocurre la relacién entre las secreciones de hormonas en el
eje hipotdlamo-hipéfisis-gbénada. Tambien se muestra la influencia
de la reserpina en el proceso. ( Peter, 1991 y Cardenas, datos no

publicados).
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Fig. 1.- Modelo esquemdtico gque muestra los principales
estimulantes e inhibidores de la liberacién de hormonas
gonadotrépicas (Modificado de Peter, 1991 y CAardenas, datos no
publicados); (+) efecto estimulatorio; (-) efecto inhibitorio;
GnRH, hormona liberadora de las gonadotropinas; IP3, inositol
trifosfato; Ca i, calcio intracelular; ATP, adenosin trifosfato;
AMPc, adenosin monofosfato ciclico; GtH, hormonas gonadotropicas;
NPY, neuropéptido Y; GABA, A&cido T-aminobutirico; NE,
norepinefrina; a-1, receptores a-1; D-1, receptores D-1; D-2,
receptores D-2; receptor a X, Receptor a otras sustancias.
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OBJETIVO

Evaluar a través de un parédmetro histolégico el efecto de 1la

reserpina sobre la espermatogénesis de ejemplares juveniles de

carpa comn (Cyprinus carpio).
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METODOLOGTIA

Un total de 34 machos juveniles (aprox. 100 gr. de peso)
sexados por presién abdominal con la consecuente obtencidn de
semen, fueron divididos en cuatro grupos, tres de diez y uno de
cuatro organismos. Los peces fueron mantenidos en piletas con
agua sin cloro y aereacién continua, a una temperatura de 19°C t
1°C, con un fotoperiodo de primavera (12 hrs. 1luz) vy
se les administré alimento comercial balanceado de pollos marca

Purina ad libitum.

La reserpina fue preparada a una concentracién de 1mg/lt.,
disuelto en propilenglicol-dimetil sulféxido (9:1) (Ahikami,
1991) inyectada intraperitonealmente (IP), con ayuda de jeringas

insulinicas, con aguja ndmero 26.

Los organismos fueron sacrificados por decapitacién 48 horas

después de la Gltima inyeccién.
Los grupos fueron llamados segin su tratamiento:

a)Experimental: A los peces pertenecientes a este grupo se
les aplicaron 8 inyecciones de reserpina (1 mg/Kg de peso), una

cada 48 horas seg@n la dosis empleada por Sokolowska. (1989).

b)Testigo: A estos organismos se les aplicaron 8 inyecciones
de vehiculo en las mismas proporciones, tiempos y condiciones que

para el grupo experimental.
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c)Control: No recibié ningGn tratamiento, sacrificédndose los
organismos al mismo tiempo que los organismos del grupo testigo y

experimental.

d)Control inicial: Cuatro organismos fueron sacrificados
justo al inicio del experimento, a fin de contar con un registro

de la condicién gue guardaba la génada en ese momento.

Los organismos lo mismo que sus génadas, fueron medidos y
pesados para obtener su indice gonado-somdtico (IGS).
Posteriormente las génadas fueron fijadas en formol neutro y
divididas en tres regiones, anterior, media y posterior, para su
procesamiento por medio de la técnica histolégica de rutina. De
cada segmento de la gbnada se realizaron 5 cortes no seriados
(se dejaban pasar 20 cortes) de 3 micras de grosor con ayuda de
un microtomo rotatorio tipo Minnot American Optical para ser
analizados al microscopio, (Fotomicroscopio Nikkon Tipo 106)
donde se realizaron conteos de grupos celulares para determinar
el naGmero de cistos de espermatocitos primarios (El1) vy

secundarios (E2) tanto por corte como por unidad de area (1mm2).

A las mediciones obtenidas de dichos parametros se les

aplicé la prueba estadistica de Kruskal-Wallis.
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METODOLOGIA

CARPA COMUN
Cyprinus carpio

I { | |

CONTROL CONTROL TESTIGO EXPERIMENTAL
INICIAL

8 INYECCIONES UNA CADA 48 HORAS

VEHICULO 1mg/Kg PESO
RESERPINA

GONADAS (TESTICULO)

| I
1GS HISTOLOGIA

CONTEOS DE GRUPOS CELULARES

| |

POR CORTE POR UNIDAD DE AREA

Fig. 2 Diagrama de flujo que muestra las actividades
realizadas durante el trabajo experimental.
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REBULTADOS

En los I.G.S. calculados para los diferentes grupos de
trabajo (tabla 1) se observa un ligero incremento en el grupo
experimental con respecto a los otros grupos, sin embargo
estadisticamente estos resultados no fueron significativamente
diferentes (Kruskal Wallis, p<0.05). Al presentar estos datos en
términos de porcentajes (grdfica 1) considerando la media del
grupo control como 100%, se puede observar un incremento,del 6%

en el grupo testigo y de 20% en el experimental.

Los peces trabajados tuvieron génadas relativamente maduras,
ya qQue a la presién presentaron esperma, aungue en pegquefias
cantidades, por lo que fué posible observar en los cortes todos

los grupos celulares de la espermatogénesis. (Fotos 1, y 2).

Al revisar los cortes histolégicos realizados, se observd
gue los grupos celulares (cistos) en los gue se podian marcar
diferencias mas visibles fueron los de espermatocitos (Fotos 2 y
4). El1 conteo de los mismos se considerdé un parémetro adecuado

para determinar el efecto de la reserpina en la espermatogénesis.

Para obtener datos confiables, se contaron grupos celulares
de todo el corte, dado que todas sus células se originan de la
divisién de una de ellas, todas est&n en la misma etapa de

espermatogénesis (Espinosa, 1987).

Para poder contrarrestar el hecho de que el diametro
testicular fué diferente para cada organismo, se hizo una

conversién para obtener conteos por unidad de &rea (1 mm2).
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Esto se realizdé calculando el area de cada corte que fué contado,
después se dividié el valor obtenido de conteo total de dicho

corte entre su 4&rea previamente calculada.

En el grupo control inicial se realizaron los conteos de las
tres regiones en gue se dividieron los testiculos (anterior,
media y posterior), (Apéndice 1) se analizaron estadisticamente y
s6lo en un organismo se encontrd diferencia significativa en la
regién posterior con respecto a las otras dos, esto se debid al
tamafio de dicha regién, gue fué de menor didmetro, ocasionado por
ser la Gltima zona de la gbénada que madura, (Toledo, 1991) por lo
gue se tomdé la desicién de contar en los demls grupos los cortes

gue fueran de las regiones anterior o media indistintamente.

Con lo que respecta a los tipos celulares que se encuentran
en los testiculos, las espermatogonias, gue no forman cistos, no
fueron contadas, pero si fué notada su presencia en forma mnés
frecuente que en los grupos controles y en el testigo, estando
localizadas principalmente a la periferia de los cortes. (Foto

1)

Los grupos celulares mas observados fueron los de E1, (Fotos
2, 3y 4) ya que se observaron en todos los cortes revisados en
los cuatro grupos (Tabla 2). El1 grupo con mayor cantidad de Els
fué el experimental, en el conteo por corte presentando un valor
promedio m&s alto al de los otros grupos, lo gque se manifiesta
de manera mas notable al observar los mismos resultados por
unidad de A&rea, pero esto no representd un incremento

estadisticamente significativo (Kruskal-Wallis, p<0.05).
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De los valores de las medias de dichos conteos se obtuvo el
porcentaje de variacién entre los grupos, tomando como base
(100%) al grupo control donde se observé un incremento en los
grupos testigo y experimental de 21 y 62% por corte y 63 y 71%

por unidad de &rea respectivamente. (Grafica 2).

En lo que respecta a los E2, no fueron tan facil de observar
como los El1, (Fotos 1 y 4) ya que la media més alta en los
conteos de cistos (grupo experimental) equivale a poco mas del
10% de la media mads alta de E1 (mismo grupo) tanto por corte como
por unidad de area (Tabla 2). En este caso si existidé diferencia
estadisticamente significativa (Kruskal-Wallis, p<0.05). El
incremento en el porcentaje por corte y por unidad de é&rea
(Grafica 3) es considerablemente mayor en el grupo experimental,
qgue corresponde a 1280%, seguido del grupo testigo (335%) en el
conteo por corte con respecto al grupo control. Cabe sefialar, que
en este caso sblo se consideraron los grupos Experimental,
Testigo y Control, ya que en el Grupo Control Inicial sélo se

observaron cistos secundarios en un organismo.

En los conteos realizados hubo una variabilidad muy grande,
gue se reflejé en los valores de varianza, que fueron muy
disparados en los diversos grupos, por lo gue no se pudo aplicar
alguna prueba paramétrica como la ANOVA, por lo gue se recurrié a
la prueba no paramétrica de Andlisis de Medianas de Kruskal
Wallis, apoyada con la comparacién de porcentaje de medias.

(Sokolowska, 1988; Chang, 1983, Peter, 1991; etc.).
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FOTOGRAFIA 1: Acercamiento de un corte de testiculo de un
ejemplar del Grupo Control donde se pueden observar algunas
espermatogonias (ES), cél. insterticiales o de Leydig (CI),
espermatocitos secundarios (E2). (200X, Hy E).
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FOTOGRAFIA 2: Acercamiento de un corte de testiculo de un
ejemplar del Grupo Testigo donde se muestran cistos de El. (200X,
HyE).
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FOTOGRAFIA 3: Panorama de un corte de testiculo de un ejemplar
del Grupo Experimental donde se observan grupos de
espermatocitos, representados por las zonas obscuras. (40X, H y
E).
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FOTOGRAFIA 4: Acercamiento de un corte de testiculo de un
ejemplar del Grupo Experimental donde se observan grupos de E1 y
E2. (200X, Hy E).
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GRUPO X0 (n)
CONTROL INICIAL 1.670 * 0.63 (4)
CONTROL 3.016 = 1.82 (10)
TESTIGO 3.028 * 2.51 (10)
EXPERIMENTAL 3.657 * 1.95 (10}

Tabla 1. Medidas de los valores de IGS obtenidos en cada
grupo de trabajo. (o=desviacién estindart; n=nmero de datos).
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ESPERMATOCITOS

El E2
GRUPO CORTE 1mm2 CORTE 1mm2
CONTROL 735 * 20.69 % 4.25 % 0
INICIAL 188.16 11.774 (4) | 8.5 (4)
CONTROL 1085 % 18.94 * 13.90 * 0.38 #
488.41 12.17 (10) | 11.61 (10) | 0.397 (10)
TESTIGO 1318 % 28.29 * 39.0 % 1.504 *
859.58 23.63 (10) | 60.95 (10) | 1.555 (10)
EXPERIMENTAL| 1767.2 #| 32.34 # 192.3 # 4.477 %
1170.74 24.757 (10)| 242 (10) 7.9247 (10)

Tabla 2. Media de los valores obtenidos para cistos de El1 y
E2 sefialando la desviacién estédndart y el nGmero de organismos
trabajados por grupo.
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DIBCUBION

En el testiculo de los peces se encuentran diferentes grupos
celulares tales como espermatogonias, El1, E2, espermitides vy
espermatozoides. Es evidente que en aquellos animales que van
madurando la presencia de diferentes estadios celulares més
avanzados van a ser mis frecuentes y a través de ello se puede
conocer, como en este trabajo, si la reserpina ayuda a promover
el proceso de espermatogénesis evaluando, de manera morfolégica,
las variaciones en el nimero de los diferentes grupos celuares

presentes en los cortes histologicos de testiculo.

Del anédlisis de 1los IGS obtenidos en 1los cuatro grupos
(Tabla 1), se obtuvo un ligero incremento no significativo en el
grupo experimental; (Kruskal Wallis, p<0.05) lo cual puede
interpretarse como un peguefio aumento en la masa testicular de
dicho grupo, gque puede reflejar mayor actividad gon&dica, aungue
cabe mencionar que al pesar las gbénadas de un organismo no se
estédn considerando s6lo las células germinales, sino que también
se toma en cuenta todo el tejido intesticial, que evidentemente
conforma una mayor proporcién del peso total de la génada cuando
estd menos madura, (Espinosa, 1987), por lo gue es un paréametro
con el gue debe tenerse precaucién al momento de hacer

correlaciones.

La observacién de espermatogonias mis clara en los grupos
control y testigo pudo deberse a que en el grupo experimental no
fueron tan evidentes debido a gue estas células se aprecian menos

cuando se incrementa el grado de madurez del pez, ya gue se
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dividen para formar cistos de espermatocitos primarios y el
incremento de otros tipos celulares hace que se observen menos y

mas dispersas. (Ramirez, 1993).

El haber contado espermatocitos, en particular los E2, es un
parametro confiable para valorar el efecto de la reserpina en la
espermatogénesis dado que van a dar origen a espermiatides vy
espermatozoides. En las dos etapas celulares anteriores
(espermatogonias y El), la espermatogénesis puede quedar detenida
en la época de recrudescencia gonddica, por lo que dichos
estadios pueden durar relativamente mucho tiempo, pero no ocurre
esto cuando hay E2, ya que al realizarse en ellos la meiosis 1II,
s6lo se dividen para formar espermdtides, por lo gque no se

detiene ya el proceso en ellos (Leeson 1989).

El incremento en Els y E2s muestra gque hubo un efecto en la
espermatogénesis que se puede traducir como una activacién de més
células, ya gque el tener organismos con semen indica gque ya se
inicié el proceso fisiolégico y al aplicar reserpina ocurre en
mayor escala, como consecuencia seguramente de la liberacidén de

GtH en la hipb6fisis que ya ha sido reportado (Sokolowska, 1988;

Chang, 1983).

El hecho de haber encontrado mayor cantidad de cistos de
espermatocitos, sobre todo de E2s en el grupo experimental donde
existié diferencia estadisticamente significativa, en comparacién
con los demds grupos, permite corroborar de manera indirecta que
la reserpina, de acuerdo con Sokolowska (1988) y Chang, (1983),

al depletar 1la dopamina, permite gue haya mayor liberacién de
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gonadotropinas (GtH) y, por consiguiente, se ve favorecida 1la

espermatogénesis.

Es conocido gque 1la reserpina agota al minimo 1la
concentracién de catecolaminas en 24 horas, y éstas son
restauradas lentamente. Al aplicar dosis repetidas de reserpina
hay una accién acumulativa (Drill, 1978; Chang, 1983) y por
consiguiente, al haber administrado en este trabajo este farmaco,
se puede deducir gque se favorecié la deplecidédn de dopamina, y

como consecuencia, el incremento en la liberacién de GtH.

Otro de los efectos de la reserpina es la disminucidén de la
sintesis de norepinefrina debido a que bloguea la captacidén de
dopamina, precursor de la norepinefrina, por los granulos de
almacenamiento que contienen la enzima beta-hidroxilasa (Drill,
1978) y como consecuencia de esto, la disminucién en los
niveles de GnRH en el telencéfalo e hipotilamo (Peter, 1990), lo
gue ayuda a comprender el por gué al inyectar reserpina con
andlogos de GnRH sean mucho mayores los niveles de GtH en suero,

como lo demostrdé Sokolowska (1988).

Peter (1990) demostré gque al inhibir la sintesis de
catecolaminas existid un incremento significativo de GnRH sélo en
el bulbo olfatorio, lo gque muestra gue el que no se sintetice
norepinefrina por efecto de la reserpina, no ocasiona una
disminucién total de GnRH. Ademé&s, al provocar la dopamina un
decremento en la capacidad y afinidad de los receptores de GnRH,
pequenas cantidades de esta hormona tienen un mayor efecto sobre

las células gonadétropas en la sintesis y liberacién de GtH en
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ausencia de dopamina, como lo demostraron Peter, (1991) vy

Omeljaniuk. (1989a).

En organismos juveniles se ha observado gque existe una
retroalimentacién positiva entre GtH y esteroides sexuales, al
parecer para favorecer la madurez gonddica, (Crim, 1983; Peter,
1991) por lo que dosis sostenidas de reserpina pueden ocasionar
un incremento sostenido en los niveles de GtH en plasma,
(Sokolowska, 1988) la consiguiente deplecién de dopamina cerebral
y un incremento en los esteroides sexuales, lo cual trae como
consecuencia un incremento en la espermatogénesis como 1lo

demostrdé Chang. (1983).

Si bien es posible observar un incremento en E2 en el grupo
testigo, pudiera deberse al proceso de manipulacién durante el
experimento, pues en ninguno de los casos se utilizé anestésico
durante la aplicacién de las inyecciones, y es sabido gue bajo
condiciones de estrés la liberacidn de adrenalina y noradrenalina
se incrementa. Esta Gltima, de estar presente en la hipéfisis
cerca de las células gonaddtropas es capaz de inducir 1la
liberacién de GtH, pudiendo con ello favorecer un pequefio
incremento en la espermatogénesis. (Peter, 1990). Sin embargo, en
el grupo experimental gque fué manipulado bajo las mismas
condiciones y aungue el estrés también pudo influir, hubo un
aumento considerablemente mayor de E2, por lo que la reserpina

tuvo que estimular la espermatogénesis.

Los sistemas hipofisiario y gonadico son dependientes de

AMPc y ((Ca)i) (Chang, 1993), por lo dgue seria

40



interesante aplicar andlogos por medio de liposomas a organismos
de esta especie, a fin de saber si estos andlogos son capaces de

estimular la espermatogénesis in vivo.

Seria recomendable repetir el mismo experimento, pero
registrando variaciones de GtH y testosterona en sangre, con el
objeto de conocer si estas hormonas se comportan de manera
similar a la reportada en condiciones normales cuando existe un
incremento en 1la gametogénesis. También se puede realizar un
estudio del comportamiento de las células de Leydig, para
establer si realmente existe un incremento en su actividad
celular y, por consiguiente, mayor sintesis y secrecibén de

testosterona.

Como demostrdé Sokolowska (1988), la reserpina favorece 1la
espermatogénesis con una dosis de 1 mg/Kg peso en carpas maduras
ya gue registrd un incremento en los niveles de GtH sérica y en
los vol(menes de esperma hasta 48 horas después de la inyeccién.
En este trabajo los datos obtenidos son similares para carpas
juveniles ya Qgque al parecer también incrementa 1la
espermatogénesis pues se observé un aumento en el peso gonadal y
en el nGmero de cistos secundarios encontrados en peces juveniles

inyectados 8 veces con dosis similar, una cada 48 horas.
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CONCLUSIONES- S

1)Al inyectar intraperitonealmente ocho veces 1 mg/Kg de peso
Reserpina existe un ligero incremento no significativo en el IGS

en machos juveniles de carpa comn Cyprinus carpio.

2)La reserpina no promovié un incremento significativo en el

nimero de cistos de E1 en el testiculo de carpa comn Cyprinus
carpio.

3)La reserpina produce un incremento significativo en el nimero

de cistos de espermatocitos secundarios en el testiculo de

Cyprinus carpio.
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Se muestran los conteos realizados de E1 en los organismos
control inicial en las regiones anterior media y posterior.

APENDICE 1

ORGANISMOS ANTERIOR MEDIA POSTERIOR
1 925 474 637
2 759 765 753
3 131 923 283
4 859 778 817

En el Gnico caso que hubo diferencia significativa (Kruskal
fue en el ejemplar nGmero tres,
posterior con respecto a la anterior y media.

Wallis, p< 0.05)
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