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RESUMEN

Estudios con farmacos antidopaminérgicos han demostrado ser efectivos
para estimular la espermiacién y la ovulacion en diversas especies de peces
teleésteos. La reserpina, farmaco que depleta a la dopamina ha mostrado que
estimula la espermiacion en la carpa, si bien éste ha sido utilizado
experimentalmente, se desconoce su influencia sobre el sistema hipofisiario, por lo
cual el presente trabajo contribuye al conocimiento del efecto de la reserpina sobre
la hipoéfisis. El objetivo del presente trabajo fue valorar histolégicamente el efecto de
la reserpina sobre el nimero y volumen de las células gonadotropas de carpa comun
{Cyprinus carpio). La metodologia consisti6 en un bioensayo con carpas Cyprinus
carpio machos. A los grupos experimentales se les aplicaron diferentes dosis de
reserpina (0.5, 1 y 1.5 mg/Kg de peso), por medio de inyecciones intraperitoneales.
Después de 48h de la ultima inyeccién todos los organismos fueron sacrificados,
disectandoles las génadas para ser procesadas por técnica histoldgica de rutina y
tenidas con hematoxilina-eosina. Por otra parte, también se les extrajo la hipo6fisis,
las cuales fueron fijadas, procesadas y tefiidas por la técnica de Jafri (1979). El
conteo de las células gonadotropas se realizé6 por microscopia éptica y la evaluacién
del volumen de dichas celulas se llevé a cabo con un ocular micrométrico a 100x,.
Los resultados del nimero aproximado de células gonadotropas indican que los
grupos experimentales presentaron un aumento significativo (p <0.05), con respecto
a los grupos control y testigo, mientras que el volumen de las células gonadotropas
de los grupos experimentales con dosis de 0.5 y 1 mg/Kg de peso presentaron un
incremento significativo (p<0.05) con respecto a los grupos control, testigo y
experimental (1.5 mg/Kg de peso). Por otra parte los |.G.S. no presentaron
diferencia significativa (p>0.05). Estos resultados nos muestran que la reserpina
provoca un aumento sobre el volumen de las células gonadotropas y que al igual que
en el numero de las mismas, la dosis que produce un mayor efecto es la de 1 mg/Kg
de peso. El efecro de la reserpina se puede explicar debido a que un mayor namero
de células gonadotropas se encuentra liberada de los efectos de |la dopamina, en
consecuencia éstas puedan sintetizar mas GtH(s), acumularla temporalmente en su
citoplasma y provocar un aumento en su volumen. Por otra parte, al encontrarse los
niveles de GtH(s) elevados, éstos podrian ocasionar que se estimulara la secrecion
de esteroides sexuales, los cuales podrian tener un efecto de retroalimentaciéon
positiva sobre el desarrollo de las células gonadotropas, ocasionando también un
aumento en su mitosis y en la secrecion de GtH(s). Las gdénadas de los grupos
experimentales presentan una mayor abundancia de estados avanzados de
espermatogénesis (espermatozoides), mientras que en los grupos control y testigo
se encuentran diferentes categorias celulares que van desde espermatocitos
primarios hasta espermatozoides. Por lo que podemos concluir que la reserpina
causa un incremento significativo en el nimero de las células gonadotropas, en su
volumen, lo que es paralelo a que la actividad gonadal de la carpa comun Cyprinus
carpio se vea favorecida en el testiculo.



INTRODUCCION

Existen dos sistemas de informacién importantes en los vertebrados: los
sistemas nervioso y enddcrino, los cuales son interdependientes y a menudo acttan
juntos formando el sistema neuroenddcrino, el cual es fundamental para el control

de la reproduccion (Espinosa y Labarata, 1986).

La conducta reproductiva de muchos peces esté influenciada por los sentidos
a través de la percepcidn de los cambios del ambiente que aparecen cuando se
aproxima la primavera. Los érganos de los sentidos reciben estimulos fisicos y
quimicos del ambiente. Los cambios fisicos en el flujo del calor o del tacto son
percibidos a través de los receptores de la piel; los estimulos visuales implican
cambios en la intensidad y cualidad de la luz; y los acusticos son recibidos a traveés
del oido interno o de la linea lateral. Los estimulos quimicos son los que se

experimentan a través de los 6rganos del olfato y del gusto (Lagler et al., 1984).

Una vez que los estimulos fisicos y quimicos del ambiente son traducidos al
hipotdlamo se modifica la produccién y liberacién de las hormonas hipotaldmicas
que, en peces son transportadas a través de los axones neurales a la hipdfisis,
donde estimularan la liberacién de gonadotropinas al torrente circulatorio. Las
gonadotropinas actuan sobre las génadas para inducir la gametogénesis y la
produccién de esteroides, los cuales influyen sobre el crecimiento gonadal, la

maduracién y la puesta (Peter et al., 1890).



El entendimiento de estos mecanismos ha permitido aumentar artificialmente
la eficiencia de dichos procesos en especies en peligro de extincién y en especies de

valor comercial (Espinosa y Labarata, 1986).

Una de las glandulas clave para el control hormonal de la reproduccién es la
hipéfisis. Muchos procesos fisioldgicos estan influenciados directa o indirectamente
por sus secreciones (Eckert et al., 1990). La hipéfisis es una glandula en la que se
realizan la sintesis, el almacenaje y la liberacion de varias hormonas peptidicas

(Eckert et al., 1990).

Las hormonas de la hipéfisis de los peces pueden ser divididas en dos
grupos, uno que controla la funcidén de otras glandulas endécrinas y el otro que

influye en procesos enzimdticos selectos en uno o varios tipos de células somaticas.

En el primer grupo se encuentran la hormona adrenocorticotrépica, cuya
funcién es directa en el tejido productor de hormonas de la corteza adrenal, tiene
también un efecto estimulante en la produccién de melanina en el pez dorado
(Carassius auratus); la tirotrépica, la cual controla la secrecién tiroidea y la

gonadotrépica que mantiene las funciones gonadales (Lagler et al., 1984).

En el segundo grupo hay varias hormonas como la melénica (MAH) que actua
sobre las células portadoras de melanina de la piel; la estimuladora de los
melanéforos (MSH) que acttia antagénicamente a la hormona meldnica y expande el
pigmento en las células de color, esta hormona sintetiza posteriormente melanina; la
prolactina que estd implicada en la regulacién electrolitica en los teledsteos y en la

melanogénesis junto con la hormona estimuladora de los melandforos y la del
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crecimiento que promueve el crecimiento en longitud del cuerpo de los peces (Lagler

et al., 1984).

La hipéfisis es de suma importancia en el sistema enddcrino, se encuentra
localizada en |la base del diencéfalo, por detras del quiasma éptico y por delante del
saco vasculoso. Es un dérgano que ontogénicamente tiene dos origenes: por una
parte, la invaginacion del proceso ventral del diencéfalo, formara a la neurohipéfisis
o lébulo nervioso; y por otra, la invaginacion ectodérmica (bolsa de Rathke) del
techo de la cavidad bucal embrionaria, dara lugar a la adenohipdfisis (Peter, et al.,

1990).

La neurohipéfisis estd formada principalmente por fibras nerviosas axonales
amielinicas que se originan en los nudcleos hipotaldmicos. Contiene un tallo, que es
una extensién de tejido por abajo del tercer ventriculo, por el cual pasan las fibras
axonales de las células neurosecretoras y un engrosamiento o lébulo

neurohipofisiario que aloja las terminaciones nerviosas (Espinosa y Labarata, 1986).

La neurohipdfisis se diferencia regionalmente en dos partes: la parte nerviosa
y la eminencia media. Esta dltima tiene irrigacién sanguinea comun con la pars
distalis de la adenohipéfisis. La parte nerviosa tiene una irrigacién sanguinea
independiente de la pars distalis. Los teleésteos carecen de eminencia media en el
sentido cladsico y, por tanto, no poseen un sistema portal externo dirigido a la

hipéfisis (Espinosa y Labarata, 1986).

El suministro de sangre a la neurohipdfisis estd basado en una o dos arterias
hipofisiarias, las cuales proveen de sangre a sus regiones anterior y posterior, y a la

adenohipéfisis; un plexo primario de capilares se forma primero en el tejido de la
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neurohipéfisis y desemboca a una serie de capilares (plexo secundario) que pasa
dentro de la hipéfisis y vasculariza las células enddécrinas. Las  terminales
neurosecretoras no han sido observadas en los plexos capilares primarios. En
algunas especies de teledsteos existe un sistema portahipofisiario vestigial, pero las
neurosecreciones finales no terminan en el plexo capilar primario. La entrega
funcional de neurchormonas a la adenohipdéfisis es por terminales neurosecretoras

que han invadido al tejido (Peter et al., 1990).

En la adenohipéfisis se pueden reconocer tres lébulos: uno rostral o "pars
distalis rostral"” (PDR), otro méas caudal o "pars distalis proximal” (PDP) y un Iébulo
intermedio o "pars intermedia" (Pl), que se haya en contacto estrecho con la

neurohipéfisis (Peter et al., 1990).

Existen diferentes categorias celulares en los l|6bulos hipofisiarios de los
peces teledsteos, distinguibles por su morfologia, sus propiedades tintoriales, sus
reacciones inmunolégicas y su funcién (Espinosa y Labarata, 1986; Peter et al.,

1990).

La pars distalis rostral contiene células lactotropas, mientras que las
corticotropas estan localizadas a lo largo del borde entre la pars distalis rostral y la
pars distalis proximal. Las tirotropas, en algunas especies de teledsteos estan
repartidas en la pars distalis rostral, pero pueden encontrarse también entre la pars
distalis rostral y la pars distalis proximal o en ambas partes o sdlo en esta ultima; la
pars distalis proximal contiene principalmente células gonadotropas y somatotropas
(Peter et al., 1990). La distribucién de estas células se puede observar en forma

esquematica en la Fig. No. 1.
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FIGURA 1. Representacién esquemadtica de una seccidn sagital de pituitaria
de un tele6steo mostrando la distribucién de los tipos celulares en la adenohipéfisis
(Prol, células que producen prolactina; ACTH, corticotropas; GTH, gonadotropas;
TSH, células tirotropas; STH, somatotropas; MSH, melanotropas; PAS, células
Schiff-positivas; RPD, pars distalis rostral; PPD, pars distalis proximal; PI, pars
intermedia; area gris, neurchipéfisis, (Van Oordt, P. G. W. y Peute J., 1983).

De acuerdo a sus propiedades tintoriales ante determinados colorantes se

distinguen las siguientes categorias celulares:

1. Cromoéfobas; células que no se tifien o lo hacen muy poco, se observan
transparentes o blancas en los cortes histolégicos. Existen tres subpoblaciones de
cromdéfobas: a) las células no secretoras indiferenciadas, que pueden ser células

madres, b) cromdfilas parcialmente degranuladas, que contienen escasos granulos y
6



c) foliculares, el tipo croméfoba predominante, que forman una red de estroma que
sostiene a otras células (Douglas, F. P., 1991).

2. Croméfilas; son células secretoras de hormona de la adenohipéfisis, se
tinen de forma intensa debido a los grandes grédnulos secretores citoplasméticos en
los que se almacenan sus hormonas. Se dividen en dos clases: a) aciddéfilas; no
contienen glicoproteinas ni grupos acidos fuertes. Reaccionan con eosina, naranja G
y/o eritrosina. Son més abundantes en la periferia de la glandula, por lo general son
mas grandes y mas numerosos; a este grupo pertenecen las células lactotropas, que
secretan prolactina y las somatotropas, secretoras de la hormona del crecimiento.
b) basdfilas, que poseen glicoproteinas y grupos acidos fuertes que reaccionan
especificamente con el acido peridédico de Schiff (PAS), el azul alciano (AB) y el
aldehido-fucsina (AF). Son mé&s abundantes en el centro de la glandula, por lo
general son mas grandes que las acidéfilas, con menor nimero de granulos mas
pequenos. En este grupo estan integradas las células gonadotropas, secretoras de
gonadotropinas (GtH); las células tirotropas, que secretan hormona estimulante de la
tiroides; las células corticotropas, secretoras de la hormona adrenocorticotrépica; vy
las células melanotropas, que producen la hormona estimulante de los melanocitos

(Douglas, F. P., 1991).

La adenohipéfisis produce las hormonas gonadotropas, que mantienen las
funciones gonadales. La actividad de las células productoras de gonadotropinas esta
regulada por neurohormonas de origen hipotaldmico y por las hormonas de origen
gonadal. Las células productoras de gonadotropinas tienen una posicion importante
en la cadena de estructuras que sirven para asegurar la reproduccién y la

continuidad de las especies (Espinosa y Labarata, 1986).



En los peces teledsteos las células gonadotropas, generalmente se localizan
en la parte ventral de la pars distalis proximal, pero en épocas de mayor actividad
pueden estar invadiendo periféricamente a la pars intermedia o a otras regiones de la

pars distalis proximal (Peter, et al., 1990).

Las investigaciones histofisiolégicas han permitido estudiar los cambios
observados en el hipotdlamo y asociarlos con las modificaciones encontradas en las
células adenohipofisiarias, atendiendo al tamano y forma, tanto de las células como
de los nucleos, a los aspectos funcionales (almacenaje, liberacién), a las variaciones
tanto cuantitativas de orgdnulos como el reticulo endopldsmico, aparato de Golgi o
mitocondrias (Carrillo, 1977; Van QOordt y Peute, 1983). Las técnicas
inmunocitoquimicas han permitido asociar a cada uno de estos tipos celulares con la

hormona que posiblemente secretan (Cambre et al., 1986).

La inmunocitoquimica es la herramienta més importante y la mas actual en la
identificacion de las células gonadotropas. Los primeros estudios de identificacion
inmunocitoquimica en peces corresponden a McKeown y Van Overbeeke (1971),
quienes, mediante anticuerpos contra la LH y la FSH ovinas, observaron que en la
pars distalis proximal del salmén "sockeye" (Qncorhynchus nerka) habia una
categoria celular que presentaba reaccién ante los anticuerpos anti-LH, pero no ante
el anti-FSH, Billard et al., (1971) corroboraron estos resultados en el mismo salmén
(Oncorhynchus nerka), encontrando una respuesta diferente en la carpa comun
(Cyprinus carpio), en la que todas las células basdfilas de la pars distalis proximal,

sin excepcién reaccionaban ante el anti-LH.



La forma mas correcta de estudiar a las células gonadotropas es
correlacionando los resultados de la histofisiologia con los de la inmunocitoquimica

(Cambre, et al., 1986).

Desde que se iniciaron los primeros estudios en la hip6fisis de los teledsteos,
los diferentes autores han especulado la posibilidad de que existan uno, dos o mas

tipos de células gonadotropas.

En el pez dorado (Carassius auratus) se pudo observar que coexisten dos
tipos de células (tipo | y tipo Il) (Dobourg et al., 1985). Esto ha sugerido que ambos
tipos celulares podrian estar involucrados en la secrecion de gonadotropinas, pero no
descartan la posibilidad de que estas dos categorias celulares representen dos
estados fisiolégicos diferentes de un mismo tipo celular, hecho observado por Kah

(1986).

Por medio de técnicas inmunocitoquimicas se pudo demostrar la existencia
de dos gonadotropinas GtH | y GtH |l, secretadas por dos diferentes tipos celulares
en la hipéfisis de la trucha arcoiris (Salmo gairdieri irideus) (Nozaki et al., 1990 a y

b).

El la Fig. No. 2 podemos observar un modelo esquematico de la regulacién

neuroenddcrina de la liberacién de gonadotropinas en peces teledésteos.

La secrecién de gonadotropinas en peces tele6steos estd regulada por la
accion estimulatoria de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y por la

accién inhibitoria de la dopamina (DA) (Omeljaniuk et al., 1989; Peter., 1983).
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FIGURA 2. Modelo de regulacién neuroenddcrina en peces teleésteos. La
secrecién de gonadotropinas esta regulada por las acciones estimulatorias (+) de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y por la accién inhibitoria (-) de la
dopamina. La dopamina actua bloqueando el efecto de la GnRH y sobre las células
gonadotropas a nivel de receptores D2. La norepinefrina (NE) y el A&cido-y-
aminobutirico (GABA), favorecen la liberacién de GnRH. El neuropéptido Y (NPY) vy la
serotonina (5-HT), estimulan la secrecion de GtH en las células gonadotropas,
ademas esta ultima también induce la liberacién de GnRH. Las gonadotropinas (GtH)
actuan directamente sobre las gdénadas, estimulando la produccién de esteroides
sexuales y gametos. Los esteroides sexuales como la testosterona (T) y el estradiol
(E2) tienen una accion de retroalimentacién positiva o negativa, dependiendo del
estado de madurez de los peces. El estradiol puede bloquear los efectos
estimulatorios de el GABA (Peter et al., 1991).

11



La dopamina actia a dos niveles, directamente sobre las células
gonadotropas inhibiendo la liberacion espontanea de GtH y por otro lado
indirectamente bloqueando el efecto de GnRH sobre la liberacion de GtH (Peter.,

1983; Omeljaniuk et al., 1989).

La posibilidad de una accién directa sobre las células productoras de
gonadotropina esta apoyada por el hecho de que la apomorfina, agonista
inespecifico de la dopamina, inhibe la liberacidn espontdanea de GtH en células

gonadotropas de hipd6fisis cultivadas in vitro (De Leuw et al., 1984).

También se ha demostrado que la accidn inhibitoria de la dopamina es a nivel
de receptores D2 en las células gonadotropas, ya que cuando se agregan al cultivo
sustancias como el agonista SKF38393, cuya accion es mediada por receptores D1,
no se inhibe su secreciéon basal o en respuesta a estimuladores (Omeljaniuk et al.,

1987, Van Asselt et al., 1988).

Se han utilizado antagonistas dopaminérgicos en combinacién con analogos
de la GnRH en especies como el pez dorado (Chang and Peter, 1983; Chang et al.,
1984b, ; Sokolowska et al.,, 1985; Sloley et al.,, 19891) y la carpa comdn
(Sokolowska et al., 1988), obteniendo un aumento en los niveles plasmaticos de

gonadotropinas, asi como en la ovulacién y la espermiacion.

Otras sustancias influyen en la secrecién de gonadotropinas actuando a
diferentes niveles, tal es el caso de la norepinefrina (NE) (Chang et al., 1984) vy la 5-
hidroxitriptamina serotonina (5-HT) que estimulan la liberacién de GnRH en el pez
dorado (Carassius auratus). En estudios in vitro se ha demostrado que la serotonina,

ejerce una accién directa sobre las células gonadotropas del pez dorado (Carassius
12



auratus) ocasionando una accién estimulatoria sobre la secrecién de GtH (Somoza

et al., 1988 y 1991).

In vitro el neuropéptido Y (NPY) puede actuar directamente sobre las células
gonadotropas para inducir la secrecién de gonadotropinas en el pez dorado
(Carassius auratus) (Kah et al.,, 1989; Peng et al., 1990) y en la trucha arcoiris

(Salmo gairdneri R.) (Danger et al., 1991).

Después de que las gonadotropinas son secretadas, éstas actuan
directamente sobre las génadas (testiculo y ovario), estimulandolas para producir
gametos y esteroides que ayudardn tanto a los procesos de gametogénesis, como a

establecer las caracteristicas sexuales secundarias (Harvey y Hoar, 1980).

En la mayoria de los peces teledsteos, los testiculos son dos érganos pares,
alargados y unidos por la parte dorsal a la cavidad corporal. Segln las especies, la
estructura testicular varia, siendo los dos tipos mas comunes: el lobular y el tubular.
La mayor parte de los teledésteos poseen testiculos con arreglo tubulo-cistico,
caracterizado por tener tubulos seminiferos con cistos, que son grupos de células de

los diferentes estadios de la espermatogénesis (Carrillo, 1977; Billard et al., 1982).

El testiculo de los teleésteos posee una parte germinal y una parte
intersticial. La primera contiene dos tipos celulares: las células germinales y las
células de Sertoli. La segunda posee células intersticiales, fibroblastos, vasos

sanguineos, linfaticos y células de Leydig (Espinosa y Labarata, 1986).

En el testiculo de los teledsteos existen varios tipos de espermatogonias,

de acuerdo al estado de madurez sexual. En general, las primeras generaciones de
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espermatogonias se identifican por las tallas del nucleo y de los cistos. Los
espermatocitos, pasan por las fases de leptonema, zigonema, paquinema vy
espermatocitos secundarios, distinguiéndose entre si por el tamafo y el aspecto
nuclear adoptado como consecuencia de las modificaciones cromosdmicas que
tienen lugar. Los espermatocitos secundarios son los obtenidos tras la segunda
division de maduracion y se distinguen por el aspecto contraido de sus cromosomas

y por su tamano (Espinosa y Labarata, 1986).

Los espermatocitos secundarios dan lugar a las espermatides. La
transformacién de éstas en espermatozoides maduros o espermiogénesis consiste
en la reorganizacién del nuicleo y del citoplasma, junto con el desarrollo total del
flagelo. Los espermatozoides estan solamente presentes durante la época de puesta,
o como elementos residuales de la post-puesta. Son elementos de menor tamano
gue cualquiera de las clases de espermatides y se les encuentra libres en la luz

lobular (Billard, 1979).

Las gonadotropinas actlan directamente sobre las gdnadas, estimulando la
produccién de gametos y de esteroides sexuales (Harvey y Hoar, 1980). En
experimentos con la trucha arcoiris (Salmo gairdneri Bl (Bommelaer et al., 1981), el
pez gato africano (Habibi et al., 1989) y el pez dorado (Carassius auratus)
(Kobayachi y Stacey 1990; Billard y Peter 1977) se ha demostrado que la

testosterona (T) y el estradiol (E2) tienen una accidén de retroalimentacion negativa a

nivel de la hipéfisis,

En otros estudios, se ha demostrado que los esteroides sexuales

(testosterona y el estradiol) ejercen efectos positivos sobre la secrecién de GtH en
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truchas arcoiris (Salmo gairdneril hembras y machos inmaduros (Crim y Evans

1979).

En un estudio con fragmentos de hipdfisis de pez dorado (Carassius auratus)
se comprobd que el acido-y-amino-butirico (GABA) tiene un efecto estimulatorio en
la liberacién de GnRH, causando un aumento en los niveles séricos de GtH (Kah et
al.,1991). EI GABA puede estar influenciado por el estradiol, el cual puede
provocar la reduccién de su concentraciéon en el cerebro, lo que evita sus efectos

estimulatorios sobre los niveles de GtH - Il en el suero (Peter, et al., 1991).

La influencia de las catecolaminas en la liberacién de hormonas en las
hembras del pez dorado fue estudiada por Chang et al., (1985). En estos peces, la
dopamina y la apomorfina pueden estimular la liberacién de la hormona del

crecimiento {GH).

La dopamina también regula la secrecién de la GH. En células de hipéfisis del
pez dorado cultivadas in vitro, se demostré que la dopamina ejerce una accion
estimulatoria en la secrecién de GH a través de los receptores D1 (Chang et al.,

1990).

El tratamiento de pez dorado (Carassius auratus) con dietilditio carbamato
(DDC), farmaco que bloquea la conversién de dopamina a norepinefrina ocasiona una
disminucién significativa en los niveles de GnRH en el telencéfalo y el hipotalamo.
Tratamientos en el mismo pez con o-metil-p-tirosina (eMPT), que bloquea la
conversién de tirosina a L-Dopa y consecuentemente la sintesis de catecolaminas

causaron un aumento en los niveles de GnRH significativo sélo en el bulbo olfatorio

(Peter el al., 1990). .
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La inyeccién del aminoacido neurotransmisor taurina en el pez dorado
(Carassius auratus) causé una elevacion en los niveles séricos de GtH - Il. La sintesis
del inhibidor de catecolaminas a-metil-p-tirosina causa la depleciéon de las
concentracion de dopamina en la pituitaria y eleva los efectos de la taurina sobre los
niveles de GtH - Il en suero, lo cual sugiere que la taurina podria actuar modulando
los efectos inhibitorios de la dopamina sobre la liberacion de GtH - Il (Kah et al.,

1991).

Existen mecanismos intracelulares que median la accién de las sustancias
que regulan la secrecion de gonadotropinas; entre los cuales se encuentran: el
metabolismo del Ca 2+, la proteina cinasa C, el AMPc y el acido araquiddénico

(Chang et al., 1989, 1991 y 1993; Jobin y Chang, 1992).

En la Fig. 3 podemos observar un modelo esquemadtico que representa los
mecanismos intracelulares implicados en la secrecién de gonadotropinas regulada

por diversas sustancias.

En células dispersas de la pituitaria del pez dorado (Carassius auratus) se ha
comprobado, que la adenil ciclasa aumenta la produccion de AMPc estimulando la

liberacién de GtH (Chang et al., 1992).

In vitro se ha demostrado que la aplicacién de fosfolipasa A2 (PLA2) y de

4cido araquidénico (AA) también incrementan la liberacién de GtH (Chang et al.,

1989 y 1991).

16



CELULA GONADOTROPA

o 1
| +
PROTEIN
ADRNIL 6 PROTEING
CICLASh | T
A2
- :
" I
: |
P I3 '
" | " "
B X

f
;G 4 Cai,._ ._x y ¥ ﬂa&
_#\_"
Usce

FIGURA 3. Modelo esquematico de los mecanismos intracelulares que
median la liberacién de GtH. La adenilil ciclasa cataliza la producciéon de AMPc. La
accién de GnRH activa a la fosfolipasa A2 (PLA2), lo que provoca la movilizacién del
acido araquidénico (AA). Por otra parte la GnRH probablemente también esta
asociada al mecanismo de fosfolipasa C (PLC) generando fosfatos de inositol (IP3) y
diacilglicerol (DG), los que participan en la movilizacién del calcio intracelular (Ca i)
y activan a la proteina cinasa C (PKC), la cual estimula la entrada de calcio
extracelular (Ca e) a las células gonadotropas a través del canal de calcio
dependiente del voltaje (VSCC). El AMPc, el AA y el Ca i, provocan la liberacion de
GtH. X, posible sitio bloqueado por la dopamina (Chang et al., 1993).
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La estimulacién de GnRH probablemente esté asociada al mecanismo de la
fosfolipasa C (PLC). La accién de esta enzima genera fosfatos de inositol (IPs), los
que participan en la movilizacién del calcio intracelular [Cali, y diacilglicerol (DG),
que activa a la proteina cinasa C (PKC). La activacién de la PKC estimula la entrada
de calcio extracelular [Cale a través del canal de calcio dependiente del voltaje
(VSCC). El que promueve la entrada de [Ca ]Je a las células gonadotropas, una vez

que se aumenta el [Cali, se libera la GtH (Jobin y Chang, 1992).

La inhibicién provocada por la dopamina en las células gonadotropas puede
ser debido al bloqueo de los mecanismos mediadores a nivel de la movilizacién de
[Cali, por accién a la proteina cinasa C (PKC) o por los componentes dependientes

del AMPc (Chang et al., 1993).

En el pez dorado y la perca se ha demostrado que drogas que bloquean la
sintesis de dopamina como pimozida, domperidona, espiperona y metocloramida
(Omeljaniuk et al., 1989; Peter et al., 1988) o que depletan a las catecolaminas
como la reserpina (Sokolowska et al., 1988) son también medios efectivos para

lograr la induccién de la madurez gonadal.

En el pez dorado (Carassius auratus) el pimozida inyectado en combinacién
con anéalogos de LH-RH ha mostrado ser un medio efectivo para la induccién de
espermiacion y ovulacién, sus efectos fueron mas importantes en peces maduros
que en otros con regresién o recrudescencia gonadica. En este estudio se pudo
confirmar que hay una variacion en la respuesta al pimozide, la cual puede deberse a
las diferencias en el contenido de GtH en la pituitaria, la habilidad de la glandula para
sintetizar GtH, el numero de receptores para la dopamina y la GnRH, o a la

combinacién de estos diferentes factores (Sokolowska et al., 1985).
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En la carpa comin (Cyprinus carpio) se han analizado los efectos de la
reserpina en combinacién con analogos de la GnRH en la espermiacién y ovulacion.
Este farmaco inyectado intraperitonealmente en una dosis de 1mg/Kg aumenta los
niveles plasméticos de gonadotropinas. Asi mismo, al ser inyectado con analogos de
la GnRH se obtuvieron niveles mayores de gonadotropinas en relacién con los
organismos que Unicamente fueron inyectados con reserpina (Sokolowska et al.,

1988).

La reserpina es un alcaloide obtenido de la raiz de algunas especies de
Rauwfolia, principalmente de Rauwfolia serpentina. Depleta los depdsitos de
noradrenalina en los tejidos periféricos y de noradrenalina, dopamina y serotonina en
el sistema nervioso central. La deplecion empieza 1 hora después de |la
administracion de reserpina y es maxima a las 24 horas; desaparece lentamente, por
lo cual las dosis repetidas tienen un efecto acumulativo. La droga interfiere con la
entrada de monoaminas a los depdsitos intracelulares, aparentemente inhibiendo en
forma irreversible el mecanismo de captacién dependiente de ATP y magnesio

(Rodriguez, 1984).

La reserpina interfiere en el almacenamiento intracelular de las catecolaminas.
La disminucién de la sintesis de norepinefrina inducida por la reserpina puede
deberse al blogqueo de la captacion de |la dopamina por los grénulos de

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

La reserpina afecta algunas funciones hipotaldmicas en mamiferos
relacionadas con la liberacién de hormonas hipofisiarias; aumenta la secrecién de
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hormona adrenocorticotrépica y de prolactina e inhibe la produccién de

gonadotropina (Rodriguez, 1984).

20



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La secrecién de gonadotropinas en peces teleésteos esta regulada por
las acciones estimulatorias de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) vy
por la accién inhibitoria de la dopamina (DA). En diferentes experimentos se ha
demostrado que la reserpina, farmaco que depleta a la dopamina, aumenta la
actividad de las células gonadotropas, las cuales sintetizan mayor cantidad de GtH.
De acuerdo a lo anterior podriamos esperar que el al aplicar reserpina a carpas su
efecto se veria reflejado en el incremento del volumen de las células gonadotropas.
Por otra parte al existir una mayor cantidad de gonadotropinas, se van a estimular
las génadas para producir esteroides sexuales y gametos. Es posible que dichos
esteroides puedan actuar directamente sobre las células gonadotropas, teniendo
efectos de retroalimentacién positiva, tanto en la liberacién de gonadotropinas, asi
como en su desarrollo, ocasionando posiblemente que estas células se reproduzcan,
lo cual nos lleva a pensar que el efecto de la reserpina se podria reflejar de forma

indirecta en un aumento en el nimero de estas células.

21



JUSTIFICACION

La necesidad del hombre de cultivar organismos acudticos con el fin de
incrementar las fuentes proteicas, ha propiciado el desarrollo de la piscicultura y de
la investigacion en el campo de la reproduccién de peces, como la estimulacién a la
maduracién gonadal, la induccién a la puesta, la producciéon de crias, el
mejoramiento genético, la preservacion de gametos y la mejoria de los sistemas de

fertilizacion.

En el aspecto de induccién a la puesta y la estimulacién a la maduracién
gonadal se han desarrollado varios métodos utilizados a nivel mundial, entre los

cuales podemos mencionar:

La administracién de extractos hipofisiarios de mamifero (Peter et al., 1985)
y de pez (Houssay, 1931). La aplicacién de decapéptidos hipotaldmicos y sus
analogos, los cuales aumentan la secrecidn de gonadotropina (s), siendo el precio
alto su principal inconveniente (Donaldson, et al., 1972). Otro método para inducir
a la maduracién y puesta es el empleo de antagonistas dopaminérgicos, tales como
la domperidona (Omeljaniuk et al., 1989; Peter et al., 1988; Lin y Peter, 1990),
pimozida {Gissis et al., 1988; Lin et al., 1988; Chang et al., 1984b; Sokolowska et
al., 1985a, 19865b; Billard et al., 1983), espiperona (Lin y Peter, 1990} vy reserpina
(Sokolowska et al., 1988). Con relaciéon a este Ultimo aunque se ha descrito su
influencia sobre el sistema neuroenddcrino hipotaldmico, no se conoce con exactitud
la accién que puede tener a nivel hipofisiario, por lo cual el presente trabajo

contribuye al conocimiento de los efectos que provoca este farmaco en la hipéfisis.
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OBJETLVO GENERAL

Valorar histolégicamente el efecto de la reserpina sobre las células gonadotropas de

la carpa comun (Cyprinus carpio)

OBJETIVOS PARTICULARES

- Valorar histolégicamente si en las células gonadotropas existe alguna variacién

apreciable en nimero, o volumen después de aplicar reserpina.

- Estudiar si hay una relaciéon dosis-respuesta entre los cambios histoldgicos

hipofisiarios y a las distintas dosis de reserpina (0.5, 1 y 1.5 mg/Kg de peso)

- Corelacionar los cambios hipofisiarios con cambios en actividad gonadotrépica

evaluando en el testiculo: indice gonadosomatico y desarrollo gonadal.
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METODOLOGIA

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron 30 machos de carpa comun
{Cyprinus carpio)l de aproximadamente 190 + 20 g de peso, los cuales fueron
sometidos a dos semanas de aclimatacién con condiciones controladas, en donde la
temperatura se mantuvo constante a 20 + 1°C, el fotoperiodo tuvo un régimen de
12 h de luz (8:00 - 20:00) y 12 h de obscuridad (20:00 - 08:00). Las carpas fueron
alimentadas ad libitum con alimento comercial balanceado Purina y se mantuvieron
con aireacidon constante. Estas condiciones fueron mantenidas durante todo el

experimento.

Al inicio del experimento fueron tomados 5 organismos al azar para formar el
Grupo 1 (Control inicial) , los cuales se sacrificaron al iniciar el experimento con el
objeto de evaluar la condicién inicial de la hipéfisis y su estado gonadal antes del
tratamiento, asi como para evaluar el indice gonadosomdtico. Los 25 organismos

restantes fueron divididos aleatoriamente en 5 grupos de 5 organismos cada uno.
Grupo 2 (control), los cuales no recibieron tratamiento alguno, sélo fueron
sometidos a las mismas condiciones de aclimatacién y manipulacién de los demaéas

grupos.

Grupo 3 (testigo), a estos peces se les aplicaron 8 inyecciones de vehiculo,

una cada 48 hrs.
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La reserpina (Sigma Chem 58F-0346) fue preparada en tres diferentes
concentraciones: 0.5, 1 y 1.5 mg/ml de vehiculo (propilenglicol y dimetiisulféxido
(9:1)) e inyectada intraperitonealmente, con la ayuda de una jeringa insulinica, con

aguja No. 26.

Los Grupos 4 (experimental 1), 5 (experimental 2) y 6 (experimental 3),
fueron tratados con diferentes dosis de reserpina (0.5, 1 y 1.5 mg/Kg de peso
respectivamente), para cada caso se aplicaron 8 inyecciones de reserpina en las
dosis correspondientes cada 48 hrs, durante 3 semanas comprendidas en el mes de
febrero. En la Fig. 4 se resume la metodologia empleada para los distintos grupos de

trabajo.

Todos los organismos fueron sacrificados 48 h después de la ultima
inyeccién, se pesaron e inmediatamente se decapitaron; se les extrajeron las
génadas cuidadosamente, las cuales fueron pesadas en una balanza granataria para
obtener el indice gonadosomético (I.G.S.), asi mismo se evalué el grado de

desarrollo gonadico, utilizando la escala de Nikolsky, 1963. (anexo No. 1).

Las génadas fueron fijadas en formol neutro durante 72 h, lavadas en agua
corriente y deshidratadas en alcoholes graduales para finalmente incluirlas en
parafina (Paramex. Lab. "Del Rio" S. A.). Se realizaron cortes transversales de 3 pm
de grosor, no seriados, con la ayuda de un microtomo rotatorio tipo Minnot
{American Optical), los cuales fueron tefidos con la técnica de hematoxilina y eosina

(HyE) (Luna, 1968).
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Los cortes histolégicos fueron examinados en un microscopio Carl Zeiss
bifocal compuesto. La evaluacién del grado de desarrollo gonadico fue basada en el

tipo celular predominante.

Las hipéfisis al igual que las génadas fueron removidas inmediatamente y
fijadas en formol sublimado (cloruro de mercurio 5.43 g; formaldehido 40% 10 ml;

agua destilada 90 ml). Después de 24 h se lavaron en agua corriente durante 2 h.

Posteriormente las hipéfisis fueron descalcificadas 5 h en una solucién de
EDTA al 0.1 M, lavadas con agua destilada y deshidratadas en alcoholes graduales
para que finalmente fueran incluidas en parafina {Paramex. Lab. "Del Rio" S. A.). Se
realizaron cortes sagitales seriados de aproximadamente 5 pum de grosor, con la

ayuda de un microtomo rotatorio tipo Minnot American Optical.

Los cortes fueron tefidos con la técnica de tincién combinada de pituitaria de
pez, (Jafri, S. I., 1979) (anexo No. 2). Los conteos de las células gonadotropas
fueron realizados en un microscopio Carl Zeiss bifocal compuesto, tomando en
cuenta toda la serie de cortes de la hipéfisis. Tomando en cuenta el tamafo de las
células de aproximadamente 25 + 5 um, el conteo celular se realizé6 cada 5 cortes,
con el propésito de que las células que se contaran no fueran las mismas. Los
resultados del conteo se expresd de la siguiente forma, nimero aproximado de

células gonadotropas por hipéfisis.

En los cortes histolégicos es dificil observar el nicleo de las células
gonadotropas, ésto puede deberse a la ubicacion de estas células en el corte y a la
gran cantidad de granulos que contienen, lo cual no permite que el nicleo sea

visible. Debido a lo anterior el indice nicleo citoplasma no refleja una buena medida
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del tamano celular, por lo que se decidié obtener el volumen de las células

gonadotropas de la siguiente forma:

La evaluacion del volumen celular, se llevo a cabo con la ayuda de un ocular
micrométrico American Optical de 8x calibrado con una reglilla objetivo de 2 mm
American Optical, montado en un microscopio Reichert Nr 353 552. Las mediciones
de las células gonadotropas se llevaron a cabo con un obetivo 100x registrando el
ancho y largo de las células. Debido a que la mayoria de las células presentaban
formas elipsoides o esféricas, se obtuvo el volumen celular a partir de las siguientes
ecuaciones n{1/2 a + b) (elipse)y 4/3 nr'" (esfera). La evaluacién se llevé a cabo en
20 células por corte elegidas al azar, utilizando 3 cortes por organismo.

Posteriormente se obtuvo el promedio del volumen celular por grupo.

Los resultados fueron analizados estadisticamente por medio de la prueba de
Kruskall Wallis (p<0.05), con el fin de establecer si habia diferencias entre los
tratamientos vy la prueba U de Mann Whitney (p<0.05) (Siegel S., 1978) para

comparar los grupos experimentales con los grupos control vy testigo.

De los resultados de los I.G.S, nimero de células gonadotropas y volumen
celular, se obtuvieron los porcentajes de los valores promedio de cada grupo,

tomando los grupos controles como el 100% para cada caso.

Posteriormente se realizé la impresién fotografica de los cortes de las
gbénadas y de células gonadotropas de los cortes de hipéfisis en un fotomicroscopio

marca Nikon mod. Labophot-2.
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METODOLOGIA
Carpa comin (Cyprinus carpio)
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FIGURA 4. Esquema metodolégico que muestra las diferentes actividades

realizadas durante el trabajo experimental.
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RESULTADOS

En las observaciones de hipéfisis se puede apreciar que la mayoria de las
células gonadotropas de todos los grupos se encuentran localizadas en la pars

distalis y en forma escasa en la pars intermedia de la adenohipéfisis,.

Las observaciones microscépicas de la hipéfisis de los grupos control inicial,
control y testigo muestran una gran cantidad de células tirotropas y corticotropas,
mientras que las células gonadotropas estdn presentes en forma escasa (Figs. 5 y
6); en el caso del grupo experimental 3 (1.5 mg de reserpina/Kg de peso) se puede
observar que presenta un ligero incremento de células gonadotropas (Fig. 7). Por
otra parte, en los grupos experimental 1 (0.5 mg de reserpina/Kg de peso) y
experimental 2 (1 mg de reserpina/Kg de peso) se pudo notar la presencia de una

mayor cantidad de células gonadotropas (Figs. 8 y 9 respectivamente).

En los conteos de las células gonadotropas se puede apreciar que los grupos
experimentales presentan un aumento considerable de células (Tabla No. 1), con
respecto a los grupos control y testigo. Estadisticamente se pudo confirmar que
existen diferencias significativas por las pruebas de Kruskall Wallis y U de Mann
Whitney, p<0.05 entre el nimero de células gonadotropas de los grupos
experimentales 2 (2,506), 1 (1,361), 3 (610), comparados con el grupo control
(365). Por otra parte al comparar los resultados de los experimentales 1, 2 y 3 con
el grupo testigo (417) se observa que no hay diferencias significativas (p>0.05) con

el grupo experimental 3.



Al presentar estos datos en términos de porcentajes considerando la media
del grupo control como el 100% se puede observar que los grupos experimentales 2
y 1 presentan un aumento del 704.99% y 382.91% respectivamente, mientras que
el grupo experimental 3 (171.64%) se encuentra con valores similares a los del

grupo control inicial (61.74%), control (100%) vy testigo (117.46%) (Fig. 10).

Los resultados anteriores nos indican que la reserpina ejerce un cierto efecto
sobre las células gonadotropas aumentando su numero, pudiendo observar que la
dosis que actia de una manera mas efectiva es la de 1 mg de reserpina/Kg, la
segunda fue la de 0.5 mg de reserpina/Kg de peso y por ultimo la de 1.5 mg de

reserpina/Kg de peso.

En las observaciones de la hipéfisis se pudo apreciar que las células
gonadotropas de los organismos experimentales, tratados con reserpina en sus
diferentes dosis eran ligeramente mas grandes, en comparacion con las células de

los organismos del grupo control y del testigo.

Los resultados de la evaluacién del volumen de las células gonadotropas nos
indican que los grupos experimentales 1 (246.94) y 2 (304.93) presentan un
aumento considerabe de éste (Tabla No. 1). Estadisticamente el volumen de las
células del grupo experimental 3 (214.30) comparados con los del grupo control
(220.57) y testigo (189.34) no presentan diferencias significativas (p>0.05). Por
otra parte al comparar los grupos experimentales 1 y 2 con los grupos control y
testigo si existen diferencias significativas (Kruskall Wallis y U de Mann Whitney,

p<0.05).
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Al presentar estos datos en términos de porcentajes considerando la media
del grupo control como el 100%, se observa que existe un aumento en el volumen
de las células gonadotropas de los grupos experimentales 1 (123.11%), 2
(1562.03%) y 3 (106.84%); registrando los valores mas bajos los grupos control
inicial (101.67%), control (100%) y testigo (94.40%). El grupo experimental 2
presenté un incremento del 52% con respecto del grupo control, mientras que el

experimental 1 tuvo una ascenso de 23.11% (Fig. 11).

Estos resultados nos muestran que la reserpina provoca un aumento sobre el
volumen de las células gonadotropas y que al igual que en el nimero de las mismas,
la dosis que produce un mayor efecto es la de 1 mg/Kg y posteriormente la de 0.5

mg/Kg.

Los resultados de la evaluaciéon del desarrollo gonadal, segin la escala de
Nikolsky, nos indican que todos los organismos empleados en el experimento se

encontraban entre los estados IV y V (maduro y reproduccion).

Las observaciones de las génadas muestran que en los grupos control inicial,
control y testigo se encontraron diferentes categorias celulares que van desde
espermatocitos primarios, secundarios, espermdtides hasta espermatozoides (Figs.
12 y 13). A diferencia de los grupos experimentales 1, 2 y 3, en los cuales sélo se

encontré una gran cantidad de espermatozoides (Figs. 14 y 15).

Por lo que respecta a los resultados de los indices gonadosomaéticos se
observa que no presentan grandes diferencias entre si (Tabla No. 2). El grupo
experimental 2 presenta un pequefio aumento con respecto al grupo control, aunque

se comprobé que estadisticamente no existen diferencias significativas (Kruskall
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TABLA No. 1
EFECTO DE LA RESERPINA SOBRE LAS CELULAS

GONADOTROPAS DE CARPA COMUN
(Cyprinus carpio)

NUMERO DE LAS CELULAS GONADOTROPAS

iGRUP:Oi S "MEDIA * DE.
CONTROL INICIAL 219.50 T 12.25
CONTROL 355.50 T 22550
TESTIGO 31760 T 14707
EXPERIMENTAL 1 T.361.25 T 43885 * A
EXPERIMENTAL 2 2.506.25 + 93971 * A
EXPERIMENTAL 3 610.20 ¥ 34031 *

VOLUMEN DE LAS CELULAS GONADOTROPAS

|GRUPOS MEDIA + D.E.

CONTROL INICIAL 203.93 = 7.49
CONTROL 220.57 + 9.32
TESTIGO 189.34 + 32.03
EXPERIMENTAL 1 246.94 + 36.81 * A
EXPERIMENTAL 2 304.93 H 53.05 * A
EXPERIMENTAL 3 214.30 + 42.23

Media de los valores obtenidos por grupo del numero de células gonadotropas y de su volumen.
(desviacién estandar (D.E.); namero de organismos por grupo (5)). Los experimentales 1, 2 y 3 fueron
tratados con reserpina (0.5, 1 yl1.5 mg/kg de peso respectivamente).*Grupos que presentan diferencias
significativas, con respecto al grupo control. A Grupos que presentan diferencias significativas, con
respecto al grupo testigo (Kruskall Wallis y U de Mann Whitney, p<0.05).
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TABLA No. 2

EFECTO DE LA RESERPINA SOBRE LOS L.G.S.
DE LA CARPA COMUN (Cyprinus carpio)

1[G:R:Uj Po:s MEDIA + D.E.
CONTROL INICIAL 317 ¥ 0.36
CONTROL 490 B 0.64
TESTIGO 796 T 1.03
EXPERIMENTAL 1 394 B 0.70
EXPERIMENTAL 2 5.17 ¥ 1,65
EXPERIMENTAL 3 3.90 T 0.75

Media de los [.G.S. obtenidos por grupo (desviacion estandar (D.E.); nimero de organismos por grupo
(5)) . Los experimentales 1, 2 y 3 fueron tratados con reserpina (0.5, 1 yl.5 mgkg de peso
respectivamente). Los grupos no presentan diferencias significativas (Kruskall Wallis, p>0.05)
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FIGURA 5. Seccién sagital de hipéfisis de Cyprinus carpio del grupo control, donde

se observan células corticotropas (A) y células tirotropas (D). Tincién para Pituitaria |

de pez. ( x 300).

J L 1 I
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FIGURA 6. Seccién de corte sagital

células corticotropas (A) y células tirotropas (D).Tincién para
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Pituitaria de pez. (x 300) .
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FIGURA 8. Seccién sagital de hipéfisis de_C. carpio del grupo experimental 1. Se ,

observan diferentes tipos celulares. A: células

gonadotropas, D: células tirotropas. Tincion para

pituitaria de pez.
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PROMEDIO DEL NUMERO DE CELULAS (%)

FIGURA 10
EFECTO DE LA RESERPINA SOBRE EL
NUMERO DE CELULAS GONADOTROPAS
DE CARPA COMUN (Cyprinus carpio)

C 1 C T E 1 E 2 E 3
GRUPOS

Valores promedio del numero de células gonadotropas

representados en porcentajes, tomando la media del grupo

control como el 100%. Los experimentales E1, E2 y E3

fueron tratados con reserpina (0.5, 1 y 1.5 mg/kg de
peso respectivamente)
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VOLUMEN DE LAS CELULAS GONADOTROPAS (%)

FIGURA 11

EFECTO DE LA RESERPINA SOBRE EL
VOLUMEN DE LAS CELULAS GONADOTROPAS
DE CARPA COMUN (Cyprinus carpio)

C 1 C T E 1 E 2 E 3
GRUPOS

Valores promedio del volumen de las células gonadotropas
representados en porcentajes, tomando la media del grupo
control como el 100%. Los experimentales E1, E2 y ES3
fueron tratados con reserpina (0.5, 1 y 1.5 mg/kg de

peso respectivamente)
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FIGURA 12. Seccién transversal del testiculo de C.carpio del grupo control.

E2:

primarios,

E1:espermatocitos

diferentes categorias celulares.

observan

|| probablemente espermatocitos secundarios o esperméatides y E3: espermatozoides.

(x 300).
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FIGURA 13. Corte transversal de testiculo del grupo control. Se aprecian

espermatocitos primarios (E1) y espermatozoides (E3). Técnica Hy E. (x 600).
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la pared lobular

FIGURA 14. Testiculo del grupo experimental 2, donde se observa

Técnica de

gran cantidad de espermatozoides (E3) y tejido intersticial (Ti).

(PL),

Hematoxilina y Eosina. (x 300)
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del grupo experimental 2,

FIGURA 15. Seccidn transversal de testiculo de C. carpio

se aprecia la pared lobular (PL), la presencia de espermatozoides (E3) y los flagelos

(x 600).
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INDICES GONADOSOMATICOS (%)

FIGURA 16

EFECTO DE LA RESERPINA SOBRE LOS IGS
DE CARPA COMUN (Cyprinus carpio)

120

T E 1 E 2 E 3
GRUPOS

Valores promedio representados en porcentajes tomando la

media del grupo control como el 100%. Los experimentales

E1, E2 y E3 fueron tratados con reserpina (0.5, 1y 1.5
mg/kg de peso respectivamente)
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Wallis, p>0.05). Al presentar estos datos en términos de porcentajes se observa

que no hay gran diferencia entre ellos (Fig. 16).

DISCUSION

Estudios con farmacos antidopaminérgicos han demostrado ser efectivos
para estimular la maduracién y la puesta en diversas especies de teledsteos. Tal es
el caso de la reserpina, farmaco que depleta la dopamina, la cual fue usada en el

presente trabajo para valorar histolégicamente su efecto sobre las células

gonadotropas de la carpa comun Cyprinus carpio.

Los resultados de las observaciones microscépicas de la hipéfisis de la carpa
comun (Cyprinus carpio) nos indican que la técnica de tincién empleada sélo permite
diferenciar entre la adenohip.éﬁsis (pars distalis, pars intermedia) y la neurohipdfisis
(Fig. 17) no se puede dar la ubicacién exacta de las células gonadotropas (pars
distalis proximal o rostral), lo que se puede observar es que la mayoria de estas
células estan localizadas en la adenohipdfisis en la pars distalis y de forma escasa en
la pars intermedia, como lo demostré Peter et al., (1990), pero por estudios como
los realizados por Val-Sella et al., (1977) en la carpa comun Cyprinus carpio

podriamos suponer que presentaron una ubicacién en la pars distalis proximal.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo: ndmero de células
gonadotropas, volumen celular e indices gonadosomdticos no cumplen con las
caracteristicas de normalidad, homogeneidad de varianzas, independencia Yy
linealidad para realizar una prueba paramétrica, por lo cual se procedié a utilizar las

pruebas estadisticas no paramétricas de Kruskall Wallis y U de Mann Whitney, tal y
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!
FIGURA 17. Fotografia panorémica de corte sagital de hipofisis de Cyprinus carpio :!

del grupo experimental 2, en donde se observan las regiones de la adenohipdfisis ¥

(pars distalis (PD) y pars intermedia (PI). Tincién para pituitaria de pez. |
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como lo han realizado Chang et al.,, (1983 y 1984a), Sokolowska et al., (1988),

entre otros.

El aumento en el numero de células gonadotropas en los grupos
experimentales tratados con reserpina puede explicarse quizé, a que como un mayor
nimero de éstas se encuentra liberada de los efectos de la dopamina, en
consecuencia puedan sintetizar mas GtH (Sokolowska et al., 1988; Chang et al.,
1993), acumularia temporalmente en su citoplasma y ésto facilite la identificacion
de un mayor nimero de células gonadotropas. En base a los datos disponibles en la
literatura parece poco probable que la reserpina pueda inducir directamente la

mitosis de dichas células.

Sin embargo, la reserpina de manera indirecta podria ocasionar un aumento
en el ndmero de las células gonadotropas, ya que al aumentar los niveles de GtH en
plasma (Sokolowska et al., 1988) y estimular de esta forma la produccién de
esteroides sexuales, éstos, especificamente el estradiol (E2) podria actuar
directamente sobre las células gonadotropas ejerciendo un efecto positivo sobre su
desarrolio, tal vez induciendo mitosis, como lo que se ha observado en la hipdfisis
de las anguilas, en donde el estradiol (E2) ocasiona un aumento marcado en el
nimero y en el tamano de las células gonadotropas (Olivereau, M. y Olivereau, J.,

1979).

El aumento en el volumen de las células gonadotropas de los grupos
experimentales puede deberse a que la reserpina ocasiona que dichas células que se
encuentran libres de la accién de la dopamina sean mds activas, ya que de acuerdo
con los estudios realizados en pez dorado Carassius auratus se ha demostrado que

al aplicar reserpina se elevan los niveles de GtH y aumenta la actividad de las células
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gonadotropas (Chang et al., 1983). Por otra parte, el incremento en los niveles de
GtH, pueden provocar aumento en los esteroides sexuales, los cuales han
demostrado que en la carpa comun ejercen un efecto de retroalimentacién positiva
sobre las células gonadotropas, provocando que estas células presenten una mayor

actividad y secrecién de GtH ( Trudeau, et al., 1991).

La reserpina agota al minimo la concentracién de catecolaminas en 24 h, y
éstas son restauradas lentamente. Al aplicar dosis repetidas de reserpina hay una
accién acumulativa (Drill, 1978; Chang et al., 1983) y por consiguiente, al haber
administrado en este trabajo dicho farmaco, se puede deducir que se favorecio la

deplecion de dopamina, y como consecuencia, el incremento en la liberacion de GtH.

En base a los resultados obtenidos podemos decir que si hay una relacién
entre los cambios hipofisiarios y las diferentes dosis de reserpina (0.5, 1 y 1.5
mg/Kg de peso); las concentraciones de 0.5 y 1 son las que tuvieron mejores
resultados al aumentar el niUmero de células gonadotropas y el volumen celular,
mientras que la dosis mas alta (1.5) presenta valores parecidos a los controles.
Todo parece indicar que a ésta concentracién el sistema ha llegado a su capacidad
limite, por lo que a concentraciones mayores de reserpina el sistema se muestra
indiferente, con lo cual se corrobora que la dosis adecuada de reserpina es de 1

mg/Kg de peso como lo informé Sokolowska et al., (1988)

Los indices gonadosomaticos nos muestran que no hay diferencias entre los
diferentes grupos. El I.G.S. no es un pardmetro muy confiable para determinar el
desarrllo de la génada por lo que De Vlaming (1982), recomienda que el 1.G.S. sea
corroborado con imégenes de cortes histoldgicos, los cuales nos ayudan a disernir

sobre la madurez gonadal de los organismos.
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Las imagenes al microscopio de las génadas de los grupos experimentales
presentan mas espermatozoides y no se aprecian estadios tempranos de la
espermatogénesis (espermatocitos primarios, secundarios), como ocurre en el grupo
control y testigo, con lo anterior podemos decir que la reserpina favorece la

espermatogénesis.

Como demostré Sokolowska (1988), la reserpina favorece |la
espermatogénesis con una dosis de 1 mg/Kg de peso en carpas maduras, ya que
registré un aumento en los niveles de GtH sérica y en los volimenes de esperma
hasta 48 horas después de la inyeccién. En otros estudios realizados en carpas
juveniles Cyprinus carpio de menor tamafio (aproximadamente 100 g) se ha
demostrado que la dosis de 1 mg/Kg favorece la espermatogénesis temprana,
aumentando de manera significativa la cantidad de espermatocitos secundarios en el

testiculo (Garcia, B. 1994).

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los obtenidos por
Sokolowska (1988) y Garcia (1994), ya que al parecer la espermatogénesis también
se vé favorecida en peces de 250 g inyectados 8 veces con dosis de reserpina de

0.5, 1y 1.5 mg/Kg de peso, una cada 48 horas.

Se ha comprobado en el pez dorado Carassius auratus que al inhibir la
sintesis de catecolaminas (dopamina, norepinefrina y epinefrina) por el bloqueo de la
conversién de tirosina a L-Dopa provoca un incremento en los niveles de GnRH
(Peter et al., 1990). Es posible que al eliminar a la dopamina del sistema encefalico
por efecto de la reserpina, también se podrian aumentar los niveles de GnRH vy de

esta forma ocasionar un incremento en los niveles de GtH.
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La manipulacién de los peces durante el experimento sin la aplicacién de un
anestésico pudo ocasionarles estrés, provocando de esta manera la liberacion de
adrenalina y noradrenalina. Esta ultima, de estar presente en la hipéfisis cerca de las
células gonadotropas es capaz de inducir la liberacion de GtH, pudiendo con ello
favorecer un aumento en su volumen celular y provocar un peqgueno incremento en
la espermatogénesis (Peter et al., 1990). Esto probablemente ocurrié en los
organismos experimentales y testigo, los cuales fueron manipulados bajo las mismas
condiciones, pudiendo ocasionar que el estrés influyera en nuestros resultados. Si
bien es posible observar un pequefio incremento no significativo en el nimero de
células gonadotropas y en el volumen celular del grupo testigo respecto a los grupos
experimentales, éstos ultimos presentan un aumento considerablemente mayor, por

lo que podemos afirmar que fue la reserpina la que lo provocd.

La reserpina al depletar a la dopamina del sistema hipofisiario provoca que los
mecanismos intracelulares gue se encuentran inhibidos (movilizaciéon del calcio
intracelular, la accién de la proteina cinasa C y los componentes del AMPc) (Chang
et al., 1993) se vuelven a activar, ocasionando un aumento de AMPc y de (Ca)i en
las células gonadotropas; las cuales, al encontrarse mds activas van a sintetizar y
liberar mas GtH (Chang et al., 1983), lo que va a tener como consecuencia que

exista una mayor actividad gonadica (Sokolowska et al., 1988).

51



CONCLUSIONES

1. Al depletar la dopamina del sistema tanto hipotalamico, como hipofisiario, un

mayor nimero de células gonadotropas puede sintetizar y liberar GtH.

2. La aplicacion de reserpina en las dosis de 0.5 mg/Kg v 1 mg/Kg causan un

aumento significativo en el volumen y en el nimero de las células gonadotropas de

la hipéfisis de carpa comun Cyprinus carpio.

3. Existe una relacién dosis-respuesta entre los cambios histoldgicos hipofisiarios
(nimero de células gonadotropas, volumen celular) y distintas dosis de reserpina

(0.5, 1 y 1.5 mg/Kg de peso), siendo la de 1 mg/Kg de peso la més efectiva.

4. El aumento en la secrecién de GtH por accién de la reserpina, ocasiona que la

actividad gonadal de carpa comun Cyprinus carpio, sea favorecida en el testiculo.
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ANEXO No. 1

ESCALA DE DESARROLLO GONADICO

(Nikolsky G. V., 1963)

ESTADQO I. Organismos juveniles, los cuales nunca han desovado.

ESTADO Il. INACTIVIDAD. Los gametos ain no han sido liberados y empiezan su
desarrollo; el proceso de engrosamiento de la cavidad de la génada estd completo;

las génadas son de tamafo muy pequeno; los huevos no son visibles.

ESTADO Ill. MADURANDO. Los huevos son visibles; la génada incrementa de
peso muy rapidamente; los testiculos cambian de color, de trasparentes a palo de

rosa.

ESTADO IV. MADURO. Los gametos estdn maduros; las génadas han alcanzado
su peso maximo, pero los gametos aun no son liberados al aplicarle presién al térax

del pez.

ESTADO V. REPRODUCCION. Los gametos son liberados cuando se le aplica
presiéon al pez en el térax; el peso de la génada disminuye réapidamente cuando el

proceso de desove termina.

ESTADO VI. CONSUMO. Los gametos fueron expulsados, y la cavidad gonadal
disminuyd su engrosamienro; la gonada tiene una apariencia de saco vacio,

usualmente con pocos huevecillos en el caso de las hembras o de esperma en los

machos.
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ANEXO No. 2

TINCION COMBINADA PARA PITUITARIA DE PEZ

(Jafri, S.1. H. 1979)

Fijar en formol sublimado (cloruro de mercurio 5.43 g; formaldehido al 40%,
10 ml; agua destilada, 90 ml) durante 24 h Descalcificar 5 h Después del
procesamiento de deshidratacién incluirlos en parafina y cortar en secciones de 5
um.
1. Desparafinar y llevar los cortes hasta agua.
2. Remover los precipitados de mercurio con tratamiento en lugol por 10 min.
Después en tiosulfato de sodio al 5% por 5 min.
3. Inmersién de los cortes en acido perférmico (dcido férmico 98% 45 mil.; perdxido
de hidrégeno 30% 4.5 ml., cido suifdrico concentrado 0.5 ml) por 5 min.
4. Lavar en agua corriente 10 min.
5. Lavar en alcohol del 70% 1 min.
6. Lavar en alcohol 100% 3 min.
7. Lavar en agua corriente 5 min.
8. Teiiir en azul alciano (azul alciano C.l. 74240, 3 grs; acido sulfdrico 2N 100 ml.
Disolver por calentamiento a 70° C, enfriar y filtrar pH 0.2 a 0.3) 45 min..
9. Lavar rdpidamente en agua corriente.
10. Oxidar en acido periédico al 0.5% durante 5 min.
11. Tedir en reactivo de Schiff 1 h (el reactivo de Schiff frio de Lillie y Fullmer
1976)
12. Lavar con agua corriente 3 min.

13. Lavar con agua destilada 1 min.
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14. Tefir en naranja G-acido fosfotingstico (naranja G C.l. 16230, 2 g.; &cido
fosfotingstico 1 g, agua destilada 100 ml) 20 min.

15. Lavar en agua corriente.

16. Tedir en 1% de fucsina 4cida (C. |. 42685) 10 min.

17. Lavar en agua corriente.

18. Deshidratar, aclarar y montar.

RESULTADOS

Los 6 tipos celulares de la hipdfisis responden a la combinacién de los

colorantes acidos y basicos de la siguiente forma:

FUCSINA ACIDA: LACTOTROPAS - Rojo
CORTICOTROPAS - Rosa claro

MELANOTROPAS - Rosa brillante

NARANJA G: SOMATOTROPAS - Naranjas
PAS: GONADOTROPAS - Rojo magenta
PAS + AB: TIROTROPAS - Azul marino

El material neurosecretor en la pars nerviosa y fibras en la pars intermedia se

tinen de azul claro.
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REACTIVO DE SCHIFF

(Luna, L. G., 1968)

Fucsina basica 1g
Agua destilada 200 ml
HCI 1N 20 ml
Bisulfito de sodio 1g

Carbon activado

Disolver la fucsina basica en el agua destilada caliente, llevar a ebullicién.
Enfriar a 50°C. Filtrar y adicionar el HCI. Enfriar mds y agregar el bisulfito de
sodio y una pequena cantidad de carbdén activado. Guardar en la obscuridad y en

refrigeracion durante 48h hasta que la solucién quede color paja.
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