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RESUMEN

En los peces teledsteos el hipotalamo secreta la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), cuando las gonadotropinas son liberadas actian directamente
sobre las gonadas (ovario y testiculo) estimulindolas para producir gametos y hormonas
esteroides.

Tratamientos con farmacos antidopaminérgicos han demostrado ser eficientes en la
estimulacion de la ovulacion y la espermiacion en diversas especies de teledsteos.

La reserpina es un farmaco que depleta a la dopamina y el presente trabajo contribuye al
conocimiento de éste efecto, sobre la ovogénesis. Nuestro objetivo fue valorar
histolégicamente el efecto de la reserpina en la ovogénesis de la carpa comin (Cyprinus
carpio). La metodologia consistié en un bioensayo con 29 carpas hembras juveniles. Al
grupo experimental se le aplicaron intraperitonalmente 8 inyecciones de reserpina (Il
mg/ml/kg de peso) una cada 48 h., al grupo testigo se le administrd la misma cantidad de
inyecciones de vehiculo (propilenglicol-dimetil sulfoxido 9:1), mientras que 2l grupo
control no se le aplico ninguin tratamiento. Una vez transcurridas 48 horas después de la
dltima inyeccién los organismos fueron sacrificados, las gonadas se extrajeron y se
dividieron en tres regiones (anterior, media y posterior ), procediéndose inmediatamente
a su fijacion. Posteriormente se procesaron por la técnica histoldgica de rutina, tiiiendose
con hematoxilina y eosina. El conteo del numero total de ovocitos se llevo a cabo por
medio de microscopia optica , contemplado todos los ovocitos de un corte en una
laminilla, considerando cuatro repeticiones mas, esto en cada una de lar regiones
(anterior, media y posterior) de Ia génada, lo que da un total de 30 cortes revisados por
pez.. Entre cada laminilla existe una deferencia de 50um o de 100um dependiendo del
grado de madurez del ovario; cuando la gonada no presentaba ovocitos vitelogénicos a
simple vista se desecharon 50pm de tejido entre una Jaminilla y otra, y cuando los
ovocitos vitelogénicos si se apreciaban se eliminaron 100pum. En los resultados obtenidos
se aprecia un incremento estadisticamente significativo (p <0.05) en los ovocitos de tipo
1b en el grupo experimental con respecto a los demas grupos, lo que sugiere que éste

farmaco estimula las primeras fases de la ovogénesis en la carpa comin.



INTRODUCCION

La acuacultura es una actividad que dia 2 dia va adquiriendo mayor relevancia
tanto en nuestro pais como a nivel mundial. Son numerosos los esfuerzos que las
instituciones gubernamentales de México y organismos de apoyo intemacionales (FAO),
canalizan para su promocién. fomento y desarrollo; y entre ellos destacan las acciones en
materia de reproduccién inducida, nutricion y sanidad de diversas especies de peces,
particularmente de ciprinidos, en virtud de que constituyen un grupo con amplias
posibilidades para satisfacer parte de las necesidades basicas de alimentacidn, sobre todo

en areas rurales, donde los indices de marginacion son muy elevados.

En este sentido, las lineas de investigacion son muchas y muy varadas. Sin
embargo, los trabajos se han enfocado en gran medida, a los aspectos de reproduccidn, ya
que de ellos depende el suministro oportuno de crias, que sustentan los programas de

siembra y repoblacion tanto de cuerpos de agua como unidades de produccion de todo el

pais.
Los métodos hasta ahora usados se dividen en dos vertientes:
1) La administracion de extractos hipofisiarios de peces y mamiferos.
2) la aplicacion de decapéptidos hipotalamicos y sus analogos.
El principal inconveniente de la primera vertiente, es el gran nimero de organismos que
se requieren sacrificarse para la obtencién de pequefias cantidades de extractos

hipofisidrios; la segunda presenta ciertas limitaciones, ya que su practica resulta bastante

costosa.



También la aplicacion de antagonistas de la dopamina como la domperidona, el
pimozide, la espiperona y sustancias que la depletan como la reserpina, han demostrado
tener efectos significativos en la ovulacion y la espermiacion de algunas especies de
teledsteos (Peter y Nahomiak, 1985; Lin, et al, 1993; Chang y Peter, 1983;
Sokolowska, et al., 1988).

Hormonas

Las glandulas endocrinas o de secrecion intema carecen de conductos por lo que
vierten su secrecion al torrente sanguineo. Las hormonas son mensajeros quimicos que se
transportan a través de la sangre a otro tejido que constituye su objetivo a fin de
estimular una actividad bioquimica o fistologica especifica.

Segun la naturaleza quimica de las hormonas, varia su mecanismo de accion:

a) Las hormonas esteroides se transportan a través de proteinas especificas que
se encuentran en el plasma. Estas hormonas atraviesan con facilidad la membrana
plasmatica, uniéndose a una proteina receptora del citosol o del nucleo y actian para
estimular Ja sintesis de RNA mensajero (RNAm), lo que promueve la sintesis de proteinas

especificas.

b) Las hormonas proteicas y las catecolaminas causan importantes cambios
metabolicos en el tejido de los "6rganos blanco”, por la activacion de diversos sistemas
enzimiticos después de su union a receptores especificos en la membrana.

Una via frecuente de transduccion de la sefial hormonal es la utilizacion del 3 -
5°-adenosin mono fosfato ciclico (AMPc) que actiia como un segundo mensajero para

transmitir la estimulacion dentro de la célula. (O Riordan, et al., 1988).

En los peces teledsteos la hipofisis esta directamente inervada por fibras
neurosecretoras; por lo que las neurohormonas provenientes del hipotalamo son

liberadas directamente a la adenohipofisis o hipofisis anterior (Peter, et al, 1990).



La hip6fisis anterior de los teledsteos esta constituida por tres partes, la parte
rostral de la pars distalis (RPD), la proximal de la par distalis (PPD) y por ultimo el
lobulo neurointermedio , constituido por la pars intermedia (PI) esta tltima se comunica
con la neurohipofisis caudal. Las células lactotropas se encuentran en la RPD. las
corticotropicas solo en los bordes entre el RPD y el PPD vy las tirotropas en muchos
teleosteos estan repartidas en el RPD, el PPD contienen principalmente células

gonadotropas y somatotropas (Omeljanuik, et al., 1987) (Peter, et al., 1990).

En los teleosteos la vascularizacion de la hipofisis se realiza por una o dos
arterias hipofisidrias que irrigan a la neurohipofisis y al tejido neurohipofisiario. En la
neurohipofisis se forma una serie de capilares llamado plexo primario que desemboca en
la adenohipéfisis (plexo secundario) drenando a las células endocrinas. En algunas
especies se ha encontrado un sistema portahipofisiario vestigial en donde las
neurosecreciones finales no terminaron en el plexo capilar primario; por lo que el
transporte de neurohormonas a la adenohipofisis se da por terminales neurosecretoras
que inervan al tejido. [Esto contrasta con lo ocurrido en peces primitivos o
filogenéticamente mas antiguos en donde el sistema portahipofisiario sirve de transporte a

las neurohormonas (Peter, et al., 1990).

Los estudios anatomicos de la inervacion neurosecretora en la adenohipofisis
muestran, que en el cuerpo de la pars distalis y la pars intermedia las ierminales
neurosecretoras se confinan en un conducto extravascular, separado de la células
endocrinas por membranas basales y la terminacion puede establecer un contacto

sinaptoide directo con las células endocrinas.

Las fibras se encuentran principalmente en donde se concentran las células

gonadotropas, detectando algunas otras en el l6bulo neurointermedio.



Recientemente se ha descubierto que el origen de las hormonas liberadoras de la
gonadotropina, es la region anteroventral del nicleo predptico. Lo anterior se basé en la
destruccién de dicha region, lo que ocasiona que las fibras que contienen material
neurosecretor entre las células gonadotropas desaparezcan, mientras el numero de fibras

en otra parte de la pituitaria no cambia (Peter, et al., 1990).

EL OVARIO

El ovario del pez cuenta con diferentes tipos de ovocitos:
Ovocitos de tipo la: Primera fase de crecimiento o estado de cromatina
nucleolar. Su contenido de citoplasma es escaso, con un nucleolo unico localizado

centralmente (nucleolo basofilo grande).

El ovocito esta completamente rodeado por unas pocas células foliculares de

aspecto escamoso.

Ovocitos de tipo 1b: Estado perinucleolar. El nicleo aumenta de tamaiio y
aparecen multiples nucleolos, aparentemente reflejando una amplificacion de los genes
ribosomales (Vicent et al., 1969; Vlad, 1976). Estos nucleolos aparecen arreglados en la

perniferia de la vesicula germinal.

Durante esta fase de crecimiento, muchos ovocitos de teledsteos acumulan

agregaciones basofilas y material electrodenso en el citoplasma perinucleolar.

Ovocitos de tipo 2: La primera estructura que aparece en el citoplasma del
ovocito durante la fase de crecimiento son las vesiculas vitelinas. Estas contienen material
PAS-positive y aumentan en talla y nimero, teniendo movimiento periférico dentro del
ovoplasma. Estudios con el pez cebra muestran que las vesiculas vitelinas incorporan
rapidamente histidina y glucosa, lo que sugiere que contienen una glicoproteina que es

sintetizada por el ovocito (Wallace y Sellman, 1981).
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Ovocitos de tipo 3: En vertebrados no mamiferos el principal evento
responsable del enorme crecimiento del ovocito comprende la captura vy
empaquetamiento de vitelogenina un precursor del vitelo encontrado en el plasma y que
es sintetizado en el higado. En los teledsteos la contribucion relativa del deposito de la
proteina vitelina en ovocitos tempranos en crecimiento esta un poco encubierta por un
par de factores, que son una extensa elaboracion de alvéolos corticales lo cual se inicia
antes de la vitelogénesis y por el aumento de tamafio final del ovocito debido a la

hidratacion seguida de la vitelogénesis (Wallace y Sellman, 1981).

El material (proteinas ovaricas) que se incorpora por micropinocitosis es

transferido para formar esferas 6 granulos vitelinos dentro de la periferia del ovoplasma.

Ovocitos del tipo 4: Como en muchos otros vertebrados, en los peces
teledsteos, los ovocitos posvitelogénicos en el ovario estan fisiologicamente detenidos en
la profase de la meiosis uno y no pueden ser fertilizados. Antes que los ovocitos sean
fertilizados se completa la primera fase de la division meiética, Esta fase involucra la
ruptura de la vesicula germinal (GVBD), la condensacion y el ensamble de cromosomas
en e] primer uso meié6tico y la expulsion del primer cuerpo polar. La meiosis es detenida
en la segunda metafase y poco tiempo después los ovocitos maduros son ovulados

(Nagahama, et al., 1994).
Regulacion de Ia Ovogénesis por Gonadotropinas

En trabajos in vitro se ha demostrado que algunos esteroides de 21 carbonos
son poderosos indicadores del rompimiento de la vesicula germinal. Estos esteroides
incluyen a la progesterona (P), la 17 « hidroxiprogesterona (17 P) y la 17a, 20pB 4-
pregnen-3-ona (17,20 P) (Nagahama, 1994).



Por otra parte las gonadotropinas (GtH)s son quienes tienen los mayores
efectos en el control del desarrollo ovarico en los teledsteos. Muchos estudios han
mostrado la estimulacion de la  esteroidogénesis ovarica por la GtH. Durante la
vitelogénesis la GtH estimula la produccion de 173-estradiol, que, en tumo induce a la
sintesis hepatica de vitelogenina (VTG) (Tyler. et al,, 1991; Fostier. et al., 1979 ) yel
ovocito alcanza completamente su crecimiento; la GtH estimula la produccion de
progestagenos los que inducen a la maduracion  por medio de la 170,208
hidroxiprogesterona (17,20 3-P) u hormona inductora de la maduracion (MIH) la cual es
encargada de activar al factor promotor de la maduracion (MPF) y la ovulacion

(Nagahama,et al., 1994).

Se han encontrado dos tipos de GtHs, la GtH Iy la GtH II , que se localizan en
células separadas de la hipofisis y la tasa de sintesis de ambas varia durante el desarrollo
reproductivo (Nozaki, et al., 1990a, 1990b). Aunque ambas son esteroidogénicas, la
GtH II es mas potente induciendo la maduracion de los ovocitos a través de la hormona
17,20 B-P como se menciono anteriormente, mientras que la GtH I tienen una funcién
primaria en la estimulacion de la vitelogénesis comprendida dentro del desarrollo del

ovocito (Tyler, et al., 1991).

Ambos tipos de gonadotropinas estin formadas por dos diferentes cadenas
proteicas a las cuales se les llama fraccion o y fraccion 3. Al igual que en los vertebrados
tetrapodos las gonodotropinas de peces tienen una de sus fracciones en comuin, es decir,
una de las subunidades proteicas es idéntica para ambos tipos de gonadotropinas, (la

fraccion o) y su especificidad radica en la otra fraccion (la f ) (Cardenas 1996).
Regulacion de la Liberacion de Hormonas Gonadotrépicas (GTHs)
El hipotilamo de los peces teledsteos tiene dos formas moleculares de la

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la GnRH del salmon que representa

una variacion con respecto a su homoélogo de mamifero (mGnRH) en las posiciones 7y 8



(sGnRH; [Trp7, Leu®]m-GnRH) y la GnRH equivalente a la del pollo que presenta
variacion con respecto 2 la mGnRH en la posicion 5 y 8 (¢cGnRH-11; [His®, Trp7 TyrS]m-
GnRH. Ambas estimulan la liberacion de la GtH y de la hormona del crecimiento (GH)
por parte de la hipofisis (Huang, et al., 1991).

Habibi y colaboradores en 1992, demostraron en un experimento que el péptido

¢GnRH-II es mas activo que el sGnRH en inducir la liberacion de la GtH.

La hipofisis del pez dorado contiene dos clases de sitios de unién de GnRH: uno
es de alta afinidad y baja capacidad y el otro es de baja afinidad y alta capacidad. Las dos
clases de sitios de union experimentan variaciones estacionales en su numero, y son mas

abundantes durante la etapa de recrudescencia gonadal (Habibi, et al., 1989).

Por otro Iado la accion de las catecolaminas en la liberacion de hormonas en las
hembras del pez dorado ha sido estudiadas por Chang et al (1985). Y al suministrarles
L-B -dihidroxi-fenilalanina (L-DOPA) , dopamina y apomorfina causaron un incremento
en los niveles de la GH en sangre y al suministrar drogas que bloquean la sintesis de las

catecolaminas causan una reaccion inversa, decrementando los niveles de dicha hormona.

La dopamina actia como un inhibidor enddgeno de la liberacion de GtH en
muchas especies de teledsteos (Peter, et al., 1988; Chang y Peter, 1983; Nahomiak et
al., 1986). En pez dorado estudios in vivo con antagonistas de la dopamina como el
pimozide y la domperidona, solos o en combinacion con analogos de GnRH demuestran
que la dopamina es un inhibidor espontaneo de la GnRH (Chang y Peter 1983:
Omeljaniuk et al. 1987).

El aumento de la dopamina hace decrecer la capacidad del receptor a GnRH.

(Peter et al 1991).



Los mecanismos a través de los cuales la dopamina inhibe Ia liberacion de GtH
en las células gonadotropas parecen estar mediados por la disminucion en los niveles de

adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y de iones de calcio intracelular (Ca++) en ellas.

Los efectos estimulatorios de la norepinefrina en la liberacién de GtH se han
demostrado en el pez dorado tratado con dietilditio carbamato (DDC), farmaco que
bloquea la conversion de la dopamina a norepinefrina, y causa un decremento
significativo en los niveles de GnRH en el telencéfalo y el hipotalamo. Otros tratamientos
con a- metil-p-tirosina (aMPT), que bloquea la conversion de tirosina a L-dopa,
obstruyendo la sintesis de catecolaminas, causaron un incremento significativo séle en el

bulbo olfatorio (Peter, et al., 1990).

Contrariamente al efecto que la dopamina ejerce sobre las células gonadotropas,
en las somatotropas tiene un efecto estitnulatorio sobre la liberacion de la hormona del
crecimiento y la via que se utiliza para ello es a través del receptor D1, hecho que ha sido
corroborado por la utilizacion de agonistas inespecificos como la apomorfina y de

agonistas especificos como el SKF 38393 (Cardenas R.R. 1996)

Con estas y otras bases se ha demostrado que el uso de los antagonistas de
dopamina o sustancias que la depletan, solos o en combinacién con analogos de GnRH
son métodos efectivos para la induccion de la ovulacion y la espermiacion en diversas
especies (Chang y Peter, 1983; Chang, et al., 1984; Sokolowska et al, 1984, 1985b;
Peter ,et al., 1988; Sokolowska, et al., 1988).

También se han usado drogas como la espiperona, el pimozide, la domperidona
y metocloramida que bloquean la sintesis de la dopamina (Omeljaniuk et al, 1989;
Sokolowska et al, 1988; Peter et al, 1988; De Leeuw, et al.. 1989) 0 que agotan a las
catecolaminas como la reserpina (Sokoloswka, et al., 1988) y en ambos casos son

efectivos para inducir la liberacion de gonadotropinas en peces.

9



Otras sustancias que inducen la liberacion de GtH son: El Acido T -
aminobutirico (GABA). Estudios inmunohistoquimicos y bioquimicos indican que el
GABA esta presente en cercbro ¢ hipofisis de los peces teledsteos.

Trudeau et al. (1993) demostraron que inyecciones intraperitonales de GABA o
por via del tercer ventriculo cerebral, estimulan la secrecion de la GtH II en pez dorado.
En contraste de lo que pasa con mamiferos en donde ¢l papel inhibidor del GABA

controla la liberacion de la hormona luteinizante (LH).

También el neuropéptido Y (NPY) es otra sustancia que jucga un papel
importante en la regulacion de la secrecion de la (LH) en los mamiferos.

Peng et al (1993) reportaron que el NPY estimula la liberacion de GH y la
liberacion de la Gtli 1I, en fragmentos de hipofisis de pez dorado, esto en peces

sexualmente maduros en etapa de recrudescencia gonadal..

La scrotonina también promucve la liberacion de la GtH en la hipéfisis del pez
dorado, posiblemente por una accidn directa sobre las gonadotropinas o inhibiendo la
liberacion de la dopamina del nervio terminal cn la par distalis proximal (Somoza y Peter,

1991).

La GtH promueve la sintesis de 17,20 3-P en ¢l ovario, que en turno induce a
la maduracién final del ovocito. La liberacion de 17,20 B-P durante el periodo
preovulatorio ejerce un primer cfecto de feromona sobre los machos, actuando via cl
sistema olfatorio, inducicndo un incremento de Ia GtH en sangre, posteriormente se
estimula la sintesis testicular de 17,20 -1 y aumenta cl volumen de esperma y fluido
seminal. Después de la ovulacion, los ovocitos en el tracto reproductivo estimulan la

sintesis de prostaglandina F2u (PGF2a) que actda promoviendo el desove.

10



LA RESERPINA

Sokolowska y colaboradores cn (1988) observaron los efectos de la reserpina séla
y en combinacion con los analogos de GnRH en la ovulacion de carpa comin (Cyprinus
carpio). Y comprobaron que se incrementan los niveles de gonadotropinas en plasma,

teniendo el cfecto durante 48 horas.

La reserpina es un firmaco que se¢ obtiene de la raiz de algunas especics de
Rauwolfia. Es un polvo cristalino, blanquecino y dificilmente soluble en agua pero soluble

en acidos organicos como el acido citrico. Es un alcaloide indélico terciario.

La reserpina agota los depdsitos de varias aminas biogénicas del cerebro y otros
sitios periféricos, provoca también el agotamiento dc las catecolaminas (L-DOPA,
noradrenalina, adrenalina y dopamina) de diferentes tejidos (Drill, 1978 ; Goodman, et
al., 1986). Las catecolaminas de los tejidos se restauran lentamente, por lo tanto, en

humanos las dosis repetidas tienen accion acumulativa cuando se dan a intervalos de una

semana o mas.

La reserpina interfiere en el almacenamiento intracclular de las catecolaminas.
La disminucién de la sintesis de norepinefrina inducida por la reserpina puede deberse al
bloqueo de la captacion de dopamina por los granulos de almacenamiento que contiencn

ala dopamina beta-hidroxilasa.

En presencia de concentraciones suficicntes de dopamina, la reserpina in vitro
no obstaculiza la sintesis de noradrenalina, adrenalina, ni la dc seratonina. Algunos
farmacologos indican, que si bien disminuye la concentracion de aminas cercbrales, las
aminas libres no menguan y que los efectos del sistema nervioso central dependen de la

concentracion de aminas libres en el sitio receptor. Sc ha podido comprobar que la

i1



depresion del sistema nervioso central se correlaciona mejor con la disminucidn de la

concentracion de catecolaminas cerebrales (Goodman et al., 1986).

Algunas de las acciones de la reserpina en el sistema endocrino se parecen a los
estados de estrés. Ademas la reserpina en mamiferos puede inhibir el surgimiento del
estro y la menstruacion, cambia la respuesta decidual uterina alterando la fecundidad y

bloquea la liberacion de gonadotropinas de la hipofisis (Drill, 1978).

12



OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue valorar histologicamente la influencia de Ia reserpina en la

ovogenesis de la carpa comun (Cyprinus carpio).

13



METODOLOGIA

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron 29 hembras juveniles de carpa
comun (Cyprinus carpio) de una longitud total de 13.5 a 18 cm., las cuales fueron
sometidos a dos semanas de aclimatacion, en donde la temperatura se mantuvo a 19°C
1°C, con un fotoperiodo de primavera (12 h. de luz y 12 h. de obscuridad) vy aireacion
continua. Los peces fueron alimentados ad libitum con alimento comercial balanceado

para pollos de marca Purina. El experimento fue realizado en abril y mayo.

La reserpina fue preparada en una concentracion de Img/ml., disuelta en un
vehiculo de propilenglicol - dimetil sulfoxido (9:1), e inyectada intraperitonealmente con

jeringas insulinicas y agujas del nimero 26, a una dosis de 1 mg/kg.

Los peces fueron divididos al azar en cuatro grupos. Estos grupos fueron

llamados segum su tratamiento.

Control Inicial: Los organismos fueron sacrificados al inicio del experimento,
con el fin de evaluar la condicion de su estado gonadal antes del tratamiento; las gonadas
fueron medidas y pesadas para obtener el indice gonado-somatico utilizando la siguiente

formula: peso génada/ peso organismo x 100. (n = 8).
Control: Los organismos de este grupo no recibieron ningin tratamiento vy
fueron sacrificados al mismo tiempo que los organismos del grupo testigo y experimental,

(n=17).

Testigo: A estos peces se les aplicaron 8 inyecciones de vehiculo (propenilglicol-

dimetil sulfoxido 9:1) una cada 48 horas (n = 6).
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Experimental: A los organismos pertenecientes a estc grupo se les administraron

8 inyecciones de reserpina (1mg/kg de peso), una cada 48 horas (n = 8).

Cuarenta y ocho horas después de la dltima aplicacion, todos los organismos
fueron medidos (longitud total) y pesados al igual que las gonadas. Posteriormente se
sacrificaron. Las gonadas fueron fijadas en formol neutro, después, se dividieron en tres
regiones (anterior, media, y posterior), se lavaron cn agua corriente y se deshidrataron en
alcoholes graduales para su inclusion en parafina. De cada region de la gonada sc
realizaron 5 cortes no seriados con un intervalo entre cllas de 50 o 100pm dependiendo
dec la madurcz del ovario a simple vista (cuando hubo un predominio  de ovocitos
previtelogénicos fue de 50pum y por el contrario si predominaban los ovocitos
vitelogénicos fue de 100um). Los cortes se llevaron a cabo con la ayuda de un
microtomo rotatorio tipo Minnot, las laminillas fueron teiiidas con la técnica de

hematoxilina y eosina (HyE).

Las preparaciones fueron examinadas con ayuda de un microscopio compuesto
Carl Zeiss, se realizaron conteos de la cantidad dc ovocitos previtelogénicos (estadios
1A, 1B, y 2) y de ovocitos vitelogénicos (cstadios 3 y 4), segun los criterios de Wallace
y Sellman (1981).

Para obtener los datos del niumero total de ovocitos que sc registraron por
grupo, se realizaron contcos de todos los ovocito presentes en los cortes en ambas
gonadas, para cada pez y finalmente sc efectiio la sumatoria del namero de ovocitos de

cada tipo contados en todos los organismos que integraban un tratamiento
Finalmente se tomo la medida del diametro de cada tipo de ovocitos (1a, 1b, 2, 3

y 4), midiendo 25 células de cada uno con una reglilla micrometrica de 2 mm y sacando

posteriormente ¢l promedio en cada tipo * su error estandar.
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Las pruebas estadisticas utilizadas para procesar los datos obtenidos, fueron la

de ANOVA (p<0.05) y la de comparaciones multiples de Turkey.
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RESULTADOS

Los indices gonadosomaticos (I.GG.S) muestran un ligero incremento tinicamente
en el grupo tratado con vehiculo (grupo testigo) en comparacion con los otros grupos,
sin embargo, estos datos no presentan diferencias significativas (ANOVA p<0.05 )(tabla
1, figura 6 ). El tratamiento con reserpina no causo ningan aumento en el peso de la

gonada ni en el indice gonadosomatico con respecto al grupo testigo

Las gonadas de todos los peces utilizados en ¢l experimento presentaron en

términos generales un aspecto inmaduro, correspondiente a organismos juveniles.

Al examinar los cortes histologicos se observaron diferentes tipos de ovocitos
(1a, 1b, 2, 3 y 4 ), cada uno con caracteristicas particulares como ya antes sc habia
mencionado (figuras 1, 2, 3, 4 y 5). Al obtener las medidas de cada tipo de ovocito,
encontramos que el diametro para los ovocitos de tipo la fue dec 0.027 % 0.001mm,
mientras que para los ovocitos de tipo Ib fue de 0.151 + 0.027mm; en ¢l caso de los
ovocitos de tipo 2 fue de 0.300 £ 0.013mm; y para los ovocitos de tipo 3 y 4 fue de

0.800 £ 0.031 y 0.958 £ 0.015mm respectivamente.

En la tabla 2 se representa ¢l namero total de ovocitos contados en cada grupo,
y nos permite observar quec la mayor cantidad de ovocitos se registran en el grupo
experimental y especificamente en los tipos la, 1b y 2, a pesar de que ¢l namero de

organismos dificre en cada grupo.

En la tabla 3, los datos permiten ver claramente una tendencia hacia el
incremento en nimero de ovocitos especialmente para los de tipo 1b  cn el grupo
experimental con respecto a los otros grupos. Otros datos que podemos seiialar con
respecto a esta tabla, es que si comparamos la poblacion de ovocitos presente en las

hembras del grupo control inicial con las de los otros grupos, es facilmente observable un
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incremento, aun tratandose del control, al cual no se le aplico ningin tratamiento. Por
otro lado si comparamos al grupo control con los organismos tratados con vehiculo
podemos apreciar que en éste ultimo el numero de ovocitos en algunos tipos (1a, 2 y 3)
disminuye. Finalmente si comparamos al grupo experimental con todos los demis,

encontramos un incremento en los ovocitos de tipo la, 1by 2,

En este casos ( el nimero de ovocitos por pez ) los datos fueron usados para
determinar el valor porcentual que representaba cada grupo con respecto a nuestro

control, al que consideramos el 100% (tabla 4).

En nuestro experimento las células de tipo 1b fueron las mas abundantes en
todos los grupos estando en una proporcion de 4 a 8 veces mas en relacion a las demas

que le siguieron en numero (ovocitos de tipo la).
Finalmente los resultados revelaron que el aumento en los ovocitos de tipo 1b

en el grupo experimental no fue debido al azar, sino que es una visible respuesta a la

reserpina.
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Figura 1. Fotografia de ovocitos que se encuentran en la primera fase del crecimiento o en
estado de cromatina nucleolar. Estos ovocitos presentan un umico nucleolo localizado

centralmente. (X 800, Hy E).
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Figura 2.Fotografia de un ovocito en estado perinucleolar (tipo 1b), el cual muestra multiples
nucleolos que aparecen arreglados en la periferia de la vesicula germinal. Este es el tipo de

ovocito que aparece con mayor frecuencia en el grupo experimental (X 200, Hy E)
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Figura 3 Fotografia de un ovocito de tipo 2, en el cual podemos apreciar la presencia de

vacuolas vitelinas en la penferia del ovocito y la también de algunos nucleolos localizados
centralmente Presenta a un ovocito de tipo tres en donde los granulos vitelinos se hacen

presentes (X 80, Hy E).
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Figura 4 . Fotografia de un ovocito en estado de acumulacion de vitelo (tipo 3). El cual
permite ver la acumulacion de granulos vitelinos en el centro del ovocito y en la periferia
del mismo se aprecian algunas vacuolas vitelinas (X 80, HyE).
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Figura 5. Fotografia de un ovocito maduro (tipo 4). En el cual se aprecia la ruptura de la

vesicula germinal, que es el principal indicador del inicio de la fase de division meidtica

(X 80, HyE).
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GRUPOS PT PG IGS

I+

EXPERIMENTAL 54.19 2.45 4.37 1.63

n=8

H+

TESTIGO 47.87 3.00 6.22 2.23

n=6

+

CONTROL 48.43 1.69 3.84 1.86

n=7

Tabla 1.Influencia de Ia veserpina sobre el indice gonadosomiitico. Se observa el peso
total (PT) de cada organismo. ¢l pese de ambas gonadas (PG) y el indice
conadosomiitico (1.G.S). obtuviendo 1a media mas. menos su ervor estandar (X £ EE.).
La prueba estadistica con la que se manejaron los datos fue la de ANOVA (p< 0.05) ¥

no mostro diferencia significativa entre cada grupa.
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Ovocitos Exp. Test. Cont. Cont. Inic.
1a 17,727 6198 13,889 5,534
16" 11.3* 23.5* 12.0"
1b 88,253 44945 41,055 38,295
79.6* 82 69.4" 84.0*
2 2,437 778 1,809 643
2.2 1.4 3.0" 1.4*
3 571 628 1,532 160
0.005* 1.1* 2.6 0.0035*
4 1,810 2255 901 955
1.6 4.1* 1.5 2.0*
TOTAL 110798 54805 59184 45587

Tabla 2. Numero total de cada tipo de ovocitos contados por grupo y proporcion de
cada poblacién de ovocitos. En esta tabla se puede observar como la poblacion de
ovocitos de tipo 1b en el grupo experimental es mayor que en los otros, aunque el
numero de organismos que constituye cada grupo difiere entre cada tratamiento (grupo
experimental n=8, grupo testigo n=6, grupo control n=7 y grupo control inicial n=8). El
asterisco indica el valor de cada tipo de ovocito con respecto al total de todos los tipos

de ovocitos de cada grupo expresado en porcentaje.
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Ovocitos EXP. TEST. CONT CONT. INIC.
1a 22159 *+ 4844 10332 =+ 2286 1,984.1 * B525 691.8 * 2261
ib 11.031.6 *= 2457.0 7.480.8 * 17905 §5,865.0 = 987 4786.9 + 1454.9
2 J04.6 * 2308 1287 ¢ 473 2584 % 258 80.4 + 521
3 714 ¢ 37 1047 = 56.7 2188 * 1452 20 148
4 226.3 : 1239 375.8 & 1725 190.1 % 133 118.4 o 79

Tabla 3. Efecto de la reserpina sobre el nimere de ovocitos de cada tipo por
organismo. Aqui podemos apreciar una tendencia al aumento en las células de tipo 1a,
1b ¥ 2 en ¢l grupo tratado con reserpina, aunque Ia unica diferencia estadisticamente
significativa se presento en los ovocitos de tipo 1h en el grupoe experimental con
respecto al grupo control inicial ( ANOVA p< 0.03 y prueba de comparaciones

miultiples de Turkey). Se presentalaX + EE.
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GRUPO 1a 1b 2 3 4
CONTROL 100.00, 100.00 100.00 100.00 100.00
CONTROL INICIAL 34.86 81.61 31.10 9.10 62.78
TESTIGO 52.07 127.72 50.17 47.82 197.60
EXPERIMENTAL 111.67 188.09 117.87 32.61 118.98

Tabla 4. Porcentajes de los valores obtenidos como cada tipo de ovocitos por pez. Estos
resultados se obtuvieron considerando a nuestro grupo control como el 100% y muestran las

diferencias entre cada tipo de ovocito y cada grupo.
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IGS

n==~6

Experimental Testigo Control

Fig. 6 Influencia de la reserpina sobre el indice gonadosomatico de los
diferentes grupos, pudiendo observar que no existe una diferencia
estadisticamente signilicalivas ANOVA (p<0.05) entre ninguno de
lostratamientos.
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Numero de ovocitos
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® Testigo

X Control

i C. Inicial

1a 1b 2 3 4
Ovocitos

Fig 7 .- Efecto de la Reserpina sobre el nimero de ovocitos de cada tipo
por organismo, en donde observamos un aumenlo en los ovocitos de lipo
ib del grupo experimental ANOVA (p<0.05)
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DISCUSION

Como era de esperarse en un experimento de esta naturaleza la desviacion
estandar de la media para los IGS en todos los grupos fue relativamente alta debido a las

variaciones intrinsecas de cada uno de los organismos que constituian el lote.

En el ovario de peces se pueden encontrar células en diferentes etapas de la
ovogénesis. Usualmente los criterios que indican que los ovocitos estin en crecimiento
implican la reactivacion de fenomenos celulares entre los que se encuentra la acumulacion
de vitelo, cambios en el citoplasma y aparicion de vesiculas vitelinas entre otros. El que
algunos de estos fenomenos se vayan dando en la mayoria de los ovocitos nos sefialan el

despertar masivo del érgano (ovario) el cual se esta preparando para la reproduccion.

Es conveniente mencionar que el numero de ovocitos que se encuentra en el
ovario, es consecuencia de la proliferacion de ovogonias, y estas por medio de mitosis y
diferenciacion se transforman en ovocitos primarios, los que posteriormente dan origen
a los ovocitos secundarios. Podria sugerirse que las GtH tienen un efecto directo sobre

las ovogonias, aunque no existe ningun reporte bibliografico de esto .

Con lo que respecta a las comparaciones hechas entre la poblacion de los
ovocitos en el grupo control inicial contra los otros grupos. los datos nos indican que el
tiempo por si solo tiene un efecto sobre el crecimiento gonadico. mientras que la
comparacion del grupo control con el testigo, muestra que estrés podria haber ejercido

una influencia sobre la ovogénesis, disminuyendo algunos tipos de ovocitos.

Por otro lado, en el grupo de hembras a las que se les inyecto reserpina los
ovocitos comenzaron el proceso de diferenciacion, si bien los cambios fueron incipientes
en esa direccion. Esto pudiéramos suponer que se debid a que la cantidad de

gonadotropinas secretadas en los organismos juveniles tratados con reserpina pudo no
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haber sido lo suficientemente alta como para activar completamente y de manera rapida la
ovogénesis, pues es sabido que para la realizacion de dicho proceso se requieren mayores
cantidades de GtH que para la activacion de la espermatogeénesis ya que en experimentos
similares se indujo a la activacion de la espermatogénesis en machos juveniles de carpa
comin por la influencia de la reserpina a las mismas dosis empleadas en este trabajo
(Garcia B, 1994). Definitivamente el hecho anterior, asi como los hallazgos reportados
por Chang (1983) en los cuales se sefiala que la secrecion de GtH por fragmentos de
hipofisis de pez dorado, es inducida por la accion de la reserpina; asi mismo Sokolowska
en 1985, demostro que la hipofisis de carpa presenta un comportamiento similar al
encontrado por Chang en el pez dorado. De la misma manera Sokolowska et al (1988)
descubrieron que la reserpina sola aumenta los niveles de GtH en el suero en carpas de
ambos sexos, y en el caso de los machos favorece a la espermiacién. En las hembras
unicamente se logro la ovulacion aplicando la reserpina en combinacion con analogos de
la. GnRH, en ambos casos se utilizaron carpas sexualmente maduras. También los
hallazgos de Gonzalez (1994), quien demostré que en carpas machos juveniles de
aproximadamente de 200 g. de peso el numero de células gonadotropas se incrementa
700 % sobre el grupo control, asi como el hecho de que éstas células presentan un 50 %
mis de volimen. Todo esto nos hace pensar que el aumento en Ja poblacion de ovocitos

de tipo 1b es consecuencia de la aplicacion de reserpina.

Como ya antes fue explicado la reserpina agota a las concentraciones de
catecolaminas en 24 horas, y éstas son restauradas lentamente; por lo tanto al aplicar
dosis repetidas se da una accién acumulativa (Chang y Peter, 1983 ; Drill 1978). Por lo
que se puede decir que en el presente trabajo se logro el agotamiento de la dopamina de

sus reservas tisulares y por lo tanto un incremento en la liberacion de GtH.

Ademas, la dopamina provoca un decremento en la capacidad de los receptores
a GoRH, por lo tanto pequeiias cantidades de esta GnRH tienen un mayor efecto en las
células gonadétropas para la sintesis y liberacion de GtH (Peter et al 1991 ; Omeljaniuk et

al 1989a).
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Cuando los resultados obtenidos en la tabla 3, se procesaron en porcentajes se
mostré un incremento en el tipo de células b, sugiriendo nuevamente una activacion de
la ovogénesis. El incremento del 88.09% en el tipo de ovocitos antes mencionado del
grupo experimental sobre el grupo control y 61% sobre el grupo testigo, creemos que no
puede ser considerado come azaroso, aunque la prueba de ANOVA (p< 0.05) no revelo
una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo tratado con reserpina y los
grupos testigo y control. Consideramos que la reserpina si esta-activando el proceso de
ovogénesis, aunque probablemente se requeria una mayor cantidad de aplicaciones para
obtener variaciones estadisticamente significativas. Otra alternativa es realizar
experimentos en los cuales se incremente la dosis de reserpina a objeto de evaluar si a
mayor concentracion de esta sustancia es posible obtener mas cantidad de GtH en suero

y con ello una induccion mas réipida y significativa de la ovogénesis.

Si bien, en nuestro experimento no tenemos registros directos de una elevacion
de GtH durante el periodo de tiempo que duro el trabajo, los datos de los autores va
mencionados nos hacen creer que esto fue lo que ocurrio y nos dio como diferencia el
numero de ovocitos 1b en el grupo experimental con respecto a los otros grupos. pues el
comportamiento de los datos en el numero total de ovocitos por grupo y el nimero
de cada tipo de ovocitos por pez son muy similares. Sugiriendo una activacion de la

ovogenesis temprana.( figura 6 y 7).

De esta manera la reserpina parece ser un candidato viable para activar la
gametogénesis en carpa comun, tanto en machos ( Garcia 1994; Gonzalez 1994 ) como
en hembras, si bien se requieren experimentos en piscifactorias que nos demuestren las
bondades de ésta forma de induccion contra otras, también sera interesante evaluar si el
comportamiento reproductivo de las carpas comunes en ambos sexos no resulta
modificado por la supresion de la dopamina, ya que la reserpina no tiene un efecto

selectivo sobre 1a hipofisis y con ello la posibilidad de que en otras vias del sistema
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nervioso central la dopamina éste ausente es grande y ello se refleje entre otras

situaciones en el comportamiento.

Un aspecto interesante de comentar es que en todos los ovarios revisados
encontramos la presencia de ovocitos atrésicos de tipo 2, que aunque no se cuantificaron,
en los grupos control y control inicial aparecieron con menor frecuencia. Quiza este
hecho pueda deberse al estrés originado por la manipulacion de los organismos, el cual
podria haber influido en la proporcion de la secrecion de GtHI y II, promoviendo que
esta ultima estuviera presente en cantidades ligeramente superiores a las normales, lo
cual induciria a las células de la teca y de la granulosa a producir 17 20, P que a su ves
podria promover una madurez precoz y al no estar presente en el resto de las
condiciones celulares adecuadas causara este fenomeno. Otra probable causa seria que al
darse un incremento subito en las poblaciones celulares, los niveles de oxigeno disuelto
en el agua no fueron lo suficientemente altos como para permitir el buen desarrolio
celular. En la realizacion de experimentos posteriores seria recomendable cuantificar los

ovocitos atrésicos, con el fin de evaluar las posibles causas que los originan.

33



CONCLUSIONES

1) La reserpina promovio un incremento en la poblacion de los ovocitos de tipo 1b.

2) La reserpina es un buen candidato para inducir a la ovogénesis en peces como la

carpa comun.
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