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RESUMEN

S¢ ha propuesto que adicional al
informacion

control cjercido por las hormonas, la

que transcurre por los nervios ovaricos modula  la secrecidén de

esteroides, la respuesta ovarica a las gonadotropinas (Kawakami y col., 1981) y
los m ismos de scl

ion de aquellos foliculos que van a llegar a ovular en

respucsta al pico prcovulatorio de Lil (Burden, 1985). Asi mismo, sec ha

mostrado quc la modulacion que esta inervacion cjerce es diferente en la ctapa
puberal y en la adulta (Lara y col., 1990, Flores y col., 1990).

En la rata vieja la concentracion de noradrenalina ovarica ¢s mayor que en
la rata ciclica, por lo que en cste estudio se planted estudiar ¢l papel de la
inervacién catecolaminérgica en el proceso de pérdida de la funcidon reproductiva.

Dado que 1a rata vicja de la cepa ClI-ZV no estaba caracterizada fue

necesario  describir los cventos de  pérdida  ciclicidad y de

la owvulaciéon
cspontined, concentracion y actividad monoaminérgica cn

el arca predptica
hipotalimica anterior (POA-AMIA) y en el hipotalamo medio basal (HMB) y la

concentracion de 17(3-estradiol y progesterona plasmatica para obtener ¢l modelo
de estudio, que nos penmiticra analizar la participacion de la incrvacion simpatica
cn ¢l control de la funcién ovarica.

De esta caracterizacion sc decidié trabajar con la rata vicja que presenta
estro vaginal pcrsistente a las edades de 12 y 18 meses de edad, utilizando ratas
jévences ciclicas como control. Sc analizé ¢l efecto de la desnervacién por la
inyeccion de guanctidina en una dosis de 20 mg/kg de peso durante 8 dias sobre

1a respucsta ovirica ante ¢l estimulo hormonal de gonadotropinas. Los resultados
obtenidos muestran que en la rata joven ciclica la desncrvaciéon provocéd

disminucién cn la proporcién de animales ovulantes (6/11 vs 14/14, p< 0.05) y en
el nimero de ovocitos liberados (5.18 & 1.60 vs 11.23 + 0.54, p< 0.05). El

estimulo con PMSG-hCG provocéd superovulacién (21.3 + 1.63 vs 5.18 + 1.60,
p< 0.05).



En la rata en estro vaginal persi , de 12 de edad, ya no se

presenté ovulacién csponta y las cc aciones plasmaticas de estradiol
fucron clcvadas y constantes. En estos animales ¢l estimulo gonadotrépico indujo
la ovulacién en 5 de 13 animales con una cuota ovulatoria de 2.4 + 1.3 ovocitos.
En la hembra desnervada a los 12 mescs de edad, ¢l estimulo hormonal provocéd
1a ovulacion en 6 dc 13 animales los que ovularon 5.5 + 1.22 ovocitos.

Los resultados presentados cn cste trabajo, muestran que la inervacién
catccolaminérgica modula los procesos ncurocndoécrinos que conllevan a la

senescencia reproductiva.



INTRODUCCION

Perfites hormonales en la rata vieja

En las hembras dc los mamiferos, 1a funcionalidad del ¢je hipotalamo-hipéfisis-
ovario, estd caracterizada por la presencia de ciclos (Feder, 1981). En la rata,
los ciclos se denominan estrales , tienen una duracién de 4 6 5 dias y pucden

ser analizados a partir de la toma diaria del frotis vaginal. El ciclo estral puede
dividido en dos dias de diestro, caractcrizados por la presencia de

ser
leucocitos, uno de proestro cn cl que se obscrvan células cpiteliales nucleadas y

un estro distinguido por la presencia de cdélulas cpiteliales anucleadas. La

caracterizacion citologica de cada una de cstas fases, es un reflcjo de los

cambios neuroendoécrinos del individuo.
exhibe cambios citolégicos en respuesta a los

El epitelio vaginal
estrogenos y la progesterona (Montes y Luque, 1988). Asi, la concentracién de
estradiol en plasma comicnza a incrementarse en ¢l dia de diestro Il , alcanza

su concentracién maxima en la maiiiana del proestro. Los estrogenos son
utero y de la presencia de los picos

responsables de la distension  del
de gonadotropinas: la hormona luteinizante (LH), la hormona

preovulatorios

estimulante del foliculo (FSH) y la prolactina (PRL). Al mismo ticmpo se
observa una elevacion de la concentracion plasmitica dc progesterona, que
disminuyc cn el estro temprano . En el dia del estro el foliculo preovulatorio sc¢
rompe para liberar al ovocito y (Feder, 1981) y comienza cl proceso de
luteinizacion, constituyendo asi los cuerpos lateos que se encargan de secretar
progesterona y 20 a-dihidro-progesterona (Short, 1982). Después de que se ha
producido Ia ovulacion, los estrogenos, la LH , la FSH y la PRL se manticnen

en concentraciones basales (Esquema 1).
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Esquema 1. Citologia vaginal (diestro 1, diestro 2, proestto. y cstro), recceptividad sexual,
concentracioncs plasmaticas de estradiol, hormona luteinizante (LLH), hormona estimulante del
foliculo (FSH), hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y variacién dcl peso del tterc
durante ¢l ciclo estral (Tomado de Feder, 1981).




Esta condicion de ciclicidad sc presenta a lo largo de la vida fértil del
individuo, y sc pierde a medida que el animal envejece. En ¢l caso de Ia rata v
otros roecdores como el ratén; el primer estado de aciclicidad senescente se
caracteriza por la  presencia de estro vaginal persistente (IEVP), el epitelio
vaginal se observa comificado y existe receptividad sexual  constante,
manifestaciones que indican altas concentraciones plasmaticas de estrogenos y
bajas dc progesterona. Ademis se observa disminucion en la frecuencia de 1a
ovulacion y en consecucncia disminuye la fertilidad.

En la rata vigja en la que atin sc presenta 1a ovulacion, se observa que los
estrégenos plasmaticos aumentan y la progesterona disminuye, asi mismo se
presentan  concentraciones clevadas de testosterona y de androstenediona
(Nass y col., 1984). La disminucion ¢n la sccrecion de progesterona durante el
envejecimiento puede contribuir  al alargamiento del ciclo cstral, esto sec ve
apoyado por ¢l hecho de que cn las ratas vicjas el implante subcutanco de
progesterona retarda la pérdida del ciclo estral (vom Saal y col., 1994).

Antes de perder la ciclicidad, ¢l pico preovulatorio de LH es de menor
magnitud y sc retarda de dos a tres horas con respecto al de un animal joven
(Lu, 1983); ésta reduccidon en la magnitud del pico de LH también sc observa
cuando éste es inducido por la administracion de estradiol en ratas y ratones
ovaricctomizados a diferentes edades (Lu y col.,, 1981). Estos resultados
permiten sugerir que las concentraciones clevadas de estradiol en las ratas con
comificacion vaginal persistente, provocan una disminucion en la sensibilidad

hipotalimica ¢ hipofisiaria a los estrogenos (retroalimentacion positiva) (Blake



y col, 1983; Lu y Klecdzikgs, 1981; Matt y col., 1993), aunquc no afecta la
retroalimentacion negativa (Matt y col., 1993).

Los estudios en cuanto a la secrecion de FSH son controversiales, ya que
micntras algunos autores muestran  que no cxisten diferencias cn las
concentraciones plasmiiticas de esta honnmona conforme avanza la edad (De
Paoclo v Chappel, 1986), otros indican que la disminucién de la hormona en el
plasma después del pico preovulatorio es mas lenta en los animales de mayor
edad cn comparacién con lo que ocurre en  adultas jovenes (Nass y col.,
1984). Ya que las concentraciones de FSH son reguladas por la inhibina tanto
como por el estradiol, no scrina sorprendentec  pensar que  existan cambios de
éstos a medida que el animal envejece, afectando ademas 1a dinamica folicular.

Al presentarse Ia pérdida total de la funcion reproductora, la citologia
vaginal muestra  anestro persistente (los frotis vaginales exhiben solamente
leucocitos) y las concentraciones de estradiol y progesterona cn plasmma han
disminuido hasta ser similares a los de un animal castrado (Gee y col. , 1983 ;
Lu y col. 1979). Por lo tanto, los eventos que descncadenan ¢l proceso de
envejecimiento reproductivo pucden estar asociados con cambios fisioldgicos

en el ovario y/o en ¢l sistema nervioso central (SNC).

El ovario

En el ovario de los mamiferos, el nimero de ovocitos esta predeterminado por
la especie; durante la vida embrionaria o en la postnatal temprana ya cuenta con
los 6évulos que dispondrid durante la etapa reproductiva. La mayoria de cllos

estan destinados degenerar, proceso al que se le denomina atresia folicular



(Adams, 1982), y se estima que alrededor de un 50% de cllos se picerde antes

de la pubertad.

En la etapa adulta, el nimero de foliculos oviricos en crecimicento

(preantrales) disminuye con la edad, micntras el namero de foliculos de Graff

de ovocitos liberados por ovulacién y de cuerpos litcos permanece normal

hasta el final de la vida fértil. En el animal vicjo en el que ya no se presenta la

ovulacién espontinca se observa que cl crecimicento folicular es limitado, con
altos indices de atresia hasta que los ovocitos se terminan (Butcher y Page,
1981).

Algunos estudios sugicren que [a disminucion
la pérdida de la funcion

de foliculos oviaricos

pudiera ser la principal causa que desencadena
Se ha mostrado que el trasplante de ovarios de ratonas jovenes a

reproductora .
1962). Se ha reportado que existen

vicjas restablece Ia ciclicidad (Krohn,
varios métodos que pueden alterar Ia tasa de pérdida folicular, entre cllos se
encuentra la radiacién con rayos X, la hipofisectomia y la hemicastracion. Al
parecer la duracion de la vida reproductiva ¢s controlada en gran parte por el
ritmo con que disminuyen los ovocitos en ¢l ovario (Butcher y Page, 1981).

La rata posce una importante reserva de ovocitos hasta el momento en
que desaparece la ciclicidad ( entre 1500 y 3000 ovocitos), no asi para cl
ratén de la cepa CS7BL/6J que al momento de presentar la aciclicidad conserva
alrededor de 100 foliculos (Nelson y Felicio, 1985) . Asi mismo, en los
roedores y principalmente en los ratones  existe gran variabilidad en la relacion
acliclicidad-ntimero de foliculos, ya que algunas cepas cesan el ciclo con 500

foliculos y otras siguen ciclicas y ovulando con solamente 100 foliculos (vom

Saal, 1994).




El decremento en ¢l niuncro de foliculos en  crecimicento y por tanto de
foliculos atrésicos resulta en una disminuciéon del tamaiio del tejido intersticial
del ovario durante ¢l envejecimiento; lo cual puede afectar la cantidad y ¢l tipo
de esteroides sccretados por cl ovario y repercutir en la funcionalidad del cje
hipotalamo-hipéfisis-ovario (Butcher y Page, 1981, Novak, 1970). En las
hembras del ratén el niimero de cucrpos litteos en ratonas permancce constante
confoime avanza la edad, sin cmbargo degeneran en menor tiempo de lo que
ocurre en animales jovenes (Harman y Talbert, 1970); por otro lado en !a rata
vicja se¢ ha mostrado que no existe alteracion de la funcion luteal (Miller y
Ricgle, 1980; Butcher y Page, 1981).

Por otra parte, sc¢ ha descrito que conforme avanza la edad del animal se
presenta disminucidn en la respucsta det ovario estimulado con gonadotropinas
evaluada como el aumento de peso y el numero de ovocitos ovulados (Collins y
col. 1980). Sin embargo Erickson y col. (1979) encuentran que cl nimero de
receptores a LH en las células de la granulosa de foliculos de Graff no varia
entre ratas vicjas en cstro persistente y ratas jovenes en ¢l dia del proestro y
tampoco lo hace Ia capacidad de estos foliculos para aromatizar

androstenediona a estrogenos.
Hipotdilamo- hipdfisis

E! proceso de envejecimiento en el sistema nerviosos central (SNC) se
caracteriza por una serie de cambios estructurales y funcionales entre los que se
observan hipertrofia necuronal, disminucién del nuimero de ncuronas,

hiperactividad glial y supersensibilizacién de los receptores (Finch, 1993) .



En ¢! humano se¢ ha descrito disminucidon  del namero de ncuronas
hipotalamicas y cambios morfolégicos (disminuye ¢l niunero de arborescencias
dendriticas) asociados con la edad (Kushima y col., 1961); en cl raton
senescente no sc¢ ha descrito la pérdida de neuronas GnRlIlérgicas,
responsables directas de la secrecion de gonadotropinas (Finch, 1993).

Las altcraciones en ¢l control de la sccrecion de gonadotropinas por cl
SNC durante la ctapa de envejecimiento, han sido atribuidas a los sistemas
monoaminérgicos implicados en la modulacion de la liberacion de la GnRH
(Barraclough y Wise, 1982 ; Clemens y Meites, 1971). En roedores machos de
dos ailos de edad sc ha descrito que en ¢l hipotilamo medio, la tasa de
recambio de las ncuronas noradrenérgicas esta reducida en un 25 % (Simpkins
y col., 1977) , micntras que en ¢l hipotalamo medio basal de ratas y ratones
machos dec dos ailos de edad, la dopamina disminuye de un 10% a un 40 %
(Demarest y col. 1980). Cambios similares ¢n las concentraciones basales de
monoaminas son reportados para las hembras senescentes de los roedores
(Rogers y Bloom, 1985),

En las hembras, la pérdida de la ciclicidad puede asociarse a cambios
en la densidad de receptores al-adrenérgicos a nivel del SNC y al contenido o
la actividad necural noradrenérpgica (Estes y Sympkins, 1984, Weiland y col.
1989). En ratas intactas que prescntan  comificacion vaginal persistente se
observa una disminicién en la concentracién de noradrenalina cn el area
preoptica y en cl hipotalamo medio basal (Simpkins, 1984), otros autores han
mostrado en ratas vicjas disminucién del neurotransmisor en ¢l nticleo

predptico medial y en el nucleo supraquiasmatico ( Weiland y col. 1989).



Por ¢l contrario, trabajos realizados por otros autores ' reportan que la
noradrenalina aumenta  en la emincncia media y en. el hipotalamo. ventro
medial (Weiland, y col. 1989).

En hipofisis i1 vitro de ratas  adultas jovenes o vigjas, ¢l estimulo con
GnRH induce disminucién cn la liberacion de LH (Smith y col. , 1982); sin
embargo cl transplante de hipoéfisis de ratas vicjas aciclicas en ratas jévenes cs
capaz de mantener la ciclicidad del animal (Peng y Huang, 1972 ). En ratas
jovenes o vigjas ovaricctomizadas  a las que s¢ les administra durante cinco
dias concentracionces fisiolagicas de cstradiol, ¢l estimulo con GnRH es capaz
de inducir el aumento brusco de 31 (Peluso y col. 1977) . Estos resultados
permiten sugerir que la falla del eje no se encuentra a nivel hipofisiario.

Las concentraciones altas de  estrogenos modificarian no so6lo la
sensibilidad hipofisiaria, sino también la hipotalamica. Brawer y col. (1983)
sugieren que Ia exposicion del hipotalamo de la hembra al pico preovulatorio de
estrogenos y aan a  concentracioncs basales pucde ser fundamental en el
envejecimiento del hipotialamo, en donde se observa que los estrogenos inducen
aumento cn la actividad dc los astrocitos. La testosterona también puede influir
cn estos procesos, ya que sc ha demostrado que ¢l hipotilamo posce el sistema

cnzimaitico para aromatizarla (Nafiolin y col. 1976) .
La participacion de la inervacion en el control de la ovulacion.

En el ovario pueden distinguirsec tanto componentes simpaticos como
parasimpaticos del sistema nerviosos autdnomo, los cuales penetran al ovario
via ¢l plexo hiliar perivascular.



La inervacién simpdtica es aportada por ¢l plexo ovirico, rama de los
plexos adrtico y renal, y por el nervio oviarico supcrior que sc origina a partir
del ganglio ccliaco (Burden, 1985).

Por ¢! plexo ovidrico transcurre infonmacién de tipo sensorial, los
necurotransmisores clisicos en este tipo de inervacion son la substancia P (SP),
¢l gen relacionado con el péptido de la calcitonina (CGRP) y la noradrenalina.
Mientras que, por el nervio ovirrico superior transcurre cl ncuropéptido Y
(NPY), cl péptido intestinal vasoactivo (VIP) y la noradrenalina (Lawrence y
Burden, 1980; Ahmned y col., 1986). El mayor aporte de noradrenalina que
recibe la gonada cs por el nervio ovirico superior;, ademas se ha mostrado que
cl ovario presenta células cromafines capacces de realizar la sintesis de novo de
este neurotransmisor (Bahr y Ben-Jonathan, 1984). La actividad secrctora de
este tipo celular varia durante el ciclo estral (Wrutniak-Zolnowska 1980).

Por ecstudios de inmunohistofluorescencia se ha demostrado que los
plexos nerviosos estan estrechamente relacionados con  foliculos primordiales
y con foliculos en desarrollo, haciendo contacto con las células de 1a teca y el
misculo liso perifolicular pero sin entrar a la granulosa ni a los cuerpos liteos.
La cantidad de fibras nerviosas presentes en la génada varia con la especie, las
hay desdc las densamente innervadas como la cobaya y la gata, hasta las de
inervacién cscasa como la rata (Burden, 1985).

Aguado y col. (1982) han descrito que las células de la teca y de la
granulosa del ovario de la rata presentan receptores a catecolaminas del subtipo
B2. El nimecro y la actividad dc estos receptores estin en funcion del estado
fisiologico del animal, asi la mayor concentracién de estos receptores sc

encuentra antes de la ovulacion (Jordan, 1981).




Sc ha propucsto que adicional al control ¢jercido por las hormonas, la
informacioén que transcurre por 10s nervios oviricos podria estar modulando ia
scerecion de esteroides y la respuesta del ovario a las gonadotropinas
(Kawakami y col., 1981). Al parccer, 1a modulacién que cjerce 1a incrvacion
sobre las funciones ovaricas se inicia desde ctapas tempranas del desarrollo. En
1a rata ¢l proceso dc foliculogénesis se llecva a cabo en las primeras 48-72 horas
de vida, a pesar de que los receptores a FSH y LH no estan presentes
(Malamed y col., 1992). Asi mismo, sc postula que la incrvacién participa ¢n
tos mecanismos de seleccion de aquellos foliculos que van a llegar a ovular en
respuesta al pico preovulatorio de L1 (Burden, 1985).

Brink y Grob (1973) observan que cn ratones sometidos a desnervacion

unilateral existe un decremento significativo en el namero de foliculos maduros

del ovario desnervado, y que no existe respuesta de crecimiento folicular at

estimulo con gonadotropinas. En la rata adulta la seccién del nervio ovirico

superior, principal fuente de inervacion noradrenérgica al ovario, provoca
disminucion de la tasa ovulatoria por ¢l ovario desnervado y falta de respuesta
a la administracion de hCG (Chavez, et al 1991).

Estudios in vifro con células teco-intersticiales han mostrado que la
scerecion de androgenos en respuesta al estimulo con hCG incrementa cuando
sc agregan agonistas adrenérgicos al medio ( Dyer y Erickson, 1985).

En la rata prepuber la desnervacion fanmacolégica por la administracion
de guanectidina (fannaco que destruye selectivamente las terminales simpaticas)
retrasa la edad de apertura vaginal y 1a primera ovulacion (Flores y col. 1990;
Lara y col. 1990), modifica la distribucion de la poblacién folicular, reduce el
namero de receptores B-adrenérgicos en las células de la granulosa y provoca

disminuciéon de las concentraciones plasmaticas de LH (Lara y col. 1990). En la

10



rata adulta la administracion de guanctidina induce una disminucién en la cuota
ovulatoria (Flores y col, 1990), micntras quec cn la cobaya la simpatcctomia
inducida por la administracién de 6-OHDA no modifica el nimero de cuerpos

lateos (Curry y col. 1984)




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las altimas décadas se han sumado las evidencias que apoyan la idea de
que en cl control del crecimiento folicular y de la ovulacion participa la
inervacién simpatica. En el caso de la rata la modulacién que cjerce csta

inervacion cambia con la edad del animal, ¢s de tipo estimulante cn la prepuaber
¢ inhibLitoria para la adulia.

Por otra partc y como sc ha

mecencionado  anteriormente, el
envejecimiento reproductivo s €l resultado de cambios fisiologicos a nivel del
sistema nervioso central y de las propias génadas; cambios que dependen de la
especie y atn de 1a raza en estudio

A la fecha no ha sido esclarecido cual es el papel que juega 1a inervacidn
simpatica en cstec proceso de envejecimiento y, dado quc previamente hemos

mostrado que la concentracidn de noradrenalina oviarica s¢ incrementa en los
animales

vicjos (Rosas y col. 1995), en este cstudio se decidié analizar la
participacién de la inervacion simpatica en la pérdida de 1a ciclicidad y la

ovulacion espontaneca que caracterizan a la sencscencia reproductiva asi como
la respuesta del foliculo a la estimulacién gonadotropica .
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HIPOTESIS

En la rata prepiber y adulta joven, la inervacion simpatica del ovario modula la
respucsta del foliculo ovirico a las gonadotropinas. A medida que la rata
envejece s¢ incrementa la concentracidén de noradrenalina ovarica y no sc
produce la ovulacion espontanea. Por lo que en el animal vicjo la desnervacion
simpatica,

inducida por la administracion dc guanetidina, restablecera la

respuesta ovulatoria ante ¢l estimulo gonadotropico

13



OBJETIVO

> Estudiar la participacién de la inervacidn catecolaminérgica del ovario en la

modulacién de los eventos que conducen a Ia sencscencia reproductiva

METAS

1. Caracterizar los cventos de la pérdida de la ciclicidad vaginal y de Ia

owvulacién espontinea durante el proceso de envejecimiento reproductivo.

2. Cuantificar la concentraciéon de monoaminas ¢n el hipotialamo anterior (POA-
AFHA) e hipotialamo medio basal (HMB) y la concentracién plasmatica de

17-B estradiol y progestcrona en ratas adultas jévenes y vigjas intactas.

3. Evaluar la respuesta del ovario al estimulo hormonal con gonadotropinas en

la rata adulta vicja intacta o desnervada farmacolégicamente con

guanctidina.

4. Cuantificar la concentraciéon de monoaminas c¢n hipotilamo anterior
(POA-AHA) c hipotilamo medio basal (HMB) en ratas adultas jovenes y
vigjas con desnervacién simpatica por guanetidina con o sin estimulo

gonadotrépico.

5. Cuantificar la concentracién plasmatica de 17-p estradiol y progesterona en

ratas vicjas con desnervacion simpatica.



MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas jovenes y vicjas de la cepa CH-ZV;
mantenidas con fotoperiodo de 14 h de luz (de 5:00 a 19:00 h) y 10 h dc

obscuridad, temperatura ambiente y libre acceso al agua y alimento.
Estudio del ciclo estral

En todos los animales se recalizé ¢l estudio del ciclo estral por la toma diaria
de frotis vaginales que fueron teilidos con hematoxilina - cosina (H-E). El
anilisis se llevdé a cabo por medio de un indice de ciclicidad basado en Ia

frecuencia de estros observados segin el cociente :

Indice de

numero de estros registrados
ciclicidad (ac) =

numero total de dias evaluados

Los valores que sc obtuvieron permitieron tipificar la citologia vaginal
de un determinado grupo; cuando un animal fue ciclico se obtuvo un valor de
0.25 , cuando el valor fue mayor indicé una alta incidencia de estros y cuando

fue menor los estros fucron escasos.



Procedimiento de autopsia

Se pesoé al animal y fue sacrificado por decapitacién entre las 11:00 y 13:00 h,
Se colectd la sangre del tronco en un tubo de cnsaye, sc centrifugdé por 15
minutos a 3000 rpm y sc¢ extrajo el suero para la cuantificacidon de 17p-
estradiol y progesterona por RIA utilizando un kid de fase sélida (COT-A-
COUDNMT 7™, apéndice).

El cercbro se cxirajo rapidamente, sc colocd en solucién salina fria y se
disecaron las dreas predptica hipotalimica anterior (POA-ATIA) ¢ hipotalamo
medio basal (HMB), las quc se conservaron a -70 °C hasta la cuantificacion
de monoaminas por cromatografia liquida de alta resolucion HPLC como se
describe en el apéndice (Fladficld et al.; 1985).

La actividad ncuronal se calculd como el cocientec de la concentracion
del metabolito entre la concentracién del neurotransmisor (Kerdelhué 1989). El
metabolito utilizado para noradrenalina fuc MHPG; para dopamina DOPAC y
para serotonina 5-HIAA.

La hipofisis se diseco y se peso en balanza de precision. En el tronco se
practicé un cortc en el abdomen abarcando picl y misculo empezando 2 ecm
arriba dec la vagina sobre la linea media y extendiéndose hacia izquierda y
derecha hasta poner al descubierto la cavidad peritoneal, una vez identificados,
se¢ disecaron los ovarios y cl utero y se pesaron en balanza de precision . Con
ayuda de un microscopio estercoscépico se disccaron los oviductos y en ellos
se contaron los ovocitos, segin la metodologia habitual del laboratorio (Chavez
et al. ; 1991). El corte quinirgico se prolongd hasta la cavidad toriacica de

donde se diseco el timo del cual se obtuvo ¢l peso.




Andlisis estadistico

Los datos de peso de los drganos, la concentracién de monoaminas

hipotalamicas y de esteroides en el plasma fucron analizados utilizando la
prueba t-Student. El niimero dc ovocitos liberados se analizé por la prucba de
Kruskal-Wallis scguido por la prucba de U de Mann Whitney. La tasa de
animales ovulantes (nimero de animales ovulantes entre ¢l nimero total) se
analizé por la prueba exacta de Fisher. Sélo sc tomaron como vilidas aquellas

diferencias en las que 1a probabilidad fue igual o menor al 5%.

1. Caracterizacion de la ciclicidad, ovulacion, concentracion

plasmatica de estradiol y progesterona y concentracion tisular

de monoaminas hipotalamicas en ratas hembras viejas de la cepa
Cli-ZVv.

En la literatura sc han descrito los e¢ventos fisiolégicos que penmiten

caracterizar al animal vicjo y, s¢ pucde apreciar que la edad en 1a que fa rata

envejece depende de factores intrinsecos. Dado que de la cepa CII-ZV se

desconocia la cdad a la que se¢ empiczan a manifestar cstos cambios que

conllevan a la senescencia reproductiva, se decidid tipificar nuestra cepa de
animales.

A ratas adultas de la cepa ClI-ZV de 3, 12, 15, 18 y 20 micses de edad
sc les rcalizo cl seguimicnto del ciclo estral por la toma diaria de frotis
vaginales. Dec los animales de tres meses sec utilizaron  sélo aquellos que
presentaron 2 ciclos consecutivos de 4 dias de duracién. De las hembras de 12




a 18 meses de edad sc utilizaron aquellas que presentaron  comificacion

raginal persistente y de las ratas de 20 meses de edad se scleccionaron las que
presentaron diestro continuo.
En todos los casos se cuantificd ecstradiol y progestecrona en suero,

monoaminas en drea preoptica hipotalimica anterior ¢ hipotdlamo medio basal

y se¢ obtuve el peso de los organos.

2. Respuesta ovulatoria al reemplazo hormonal con
gonadotropinas en 1a rata vieja intacta o con desnervaciéon

catecolaminérgica inducida por la administracion de guanetidina.

Se ha postulado quc la modulacion que ejerce la inervacién catecolaminérgica
en la respuesta del foliculo ovirico a las gonadotropinas, depende de la edad
del animal. Asi, se sugicre que es de tipo inhibitorio en la rata prepuber y
estimulante en la adulta (Flores y col., 1990; Lara y col., 1990).

Para estudiar la posible interaccion entre los cambios que caracterizan al
proceso de envejecimiento y la informacién necural que recibe ¢l ovario se
realizd el siguiente experimento con base al modclo obtenido después de
haber realizado la caracterizacion de la cepa.

A ratas adultas de la cepa CIlI-ZV dec 3,12 6 18 meses de edad, se les

realizé el scguimicento del ciclo estral por la toma diaria de frotis vaginales. De
los animales de tres meses s¢ utilizaron sélo aquellos que presentaron al menos
dos ciclos consecutivos de 4 dias de duracién. De las ratas de 12 y 18 mescs de

edad se utilizaron aquellas que presentaron estro vaginal persistente.



Para todas las edades mencionadas se formaron los siguicntes grupos
experimentalces:

1. Testigo absoluto (TA): Animales intactos de 3, 12 6 18 meses de edad
sacrificados al estro vaginal.

2. Desnervacién catecolaminérgica (GTD): Se inyectd por via subcutinea una
dosis 20 mg/kg de peso corporal de guanctidina monosulfatada (Sigma, St
Louis, MO, USA). El fairmaco se administré diariamente durante ocho dias .

3. Solucidn salina (SS): En este grupo experimental se administré solucion
fisiolégica en la sccuencia y volumen utilizado en cl grupo anterior.

4. Ovulacion inducida (Gnt’s): Se inyectd por via subcutinea 45 u.i. de
gonadotropina del suero de 1a yegua preiiada (PMSG; Sigma, St Louis, MO,
USA), 56 horas después 30 u.i. de gonadotropina conénica humana (hCG;
Sigma, St Louis, MO, USA), y s¢ les sacrificd 20 h después.

5. Ovulacion inducida en Ia rata desnervada (GTD+Gnt’s): A hembras de 3, 12
6 18 meses de edad se les realizo la desnervacién catecolaminérgica con
GTD y al quinto dia del tratamiento se realizd la prucba de owvulacion

inducida.




RESULTADOS

1. Caracterizaciéon de Ia ciclicidad, ovulacién, concentracion
plasmatica de estradiol y progesterona y concentracion tisular
de monoaminas hipotalamicas en ratas hembras viejas de la cepa
Cil-Zv.

1. Ciclicidad y ovulacién

La rata de tres mescs de edad (adulta joven) de la cepa ClI-ZV sc caracteriza
por presentar ciclos estrales de 4 dias de duracion (diestro 1, diestro 2,
procstro, estro). El 100% (13/13) de los animales ovularon cn ¢l dia del estro
esperado con una cuota de 11.2 + 0.5 ovocitos, sin diferencias cntre los
liberados por cl ovario izquierdo y ¢l derecho (6.1 £ 0.5 vs 5.2 £ 0.5, NS).

Dec los 12 a Jos 18 meses de edad los animalces fueron aciclicos y mas del
90% presentaron  cstro vaginal persistente sin que se observaran signos dc
ovulacion espontanca. A la edad de 20 meses el frotis vaginal se caracterizo
por una mayor incidencia de diestros, con algunos dias de estro intercalados,
sin presentar proestros. Aproximadamente ¢l 5% dc los animales de 20 meses
presentaron ancstro (unicamente dicstros). La tabla | muestra el valor del

indice de ciclicidad para estos animales.

20



Edad en meses__ lindice de ciclicidad
3 0.25 + 0.00
12 0.74 + 0.07
15 0.78 + 0.06
18 0.82 + 0.04

Tabla 1. Indice de ciclicidad para animales intactos adultos jovenes y viejos.

11 . Peso de los drganos

E! peso corporal de los animales vicjos (12 a 20 meses de edad) fue
significativamente mayor al de los animales jovenes (Fig. 1a).

El peso de los ovarios de las ratas vigjas mostré una tendencia a la
disminucion quc llegé a ser estadisticamente significativa sélo a los 15 meses,
respecto a las ratas jévenes (Fig. 1b); el Gtero mostré una notoria hipertrofia a
partir de los 12 meses de edad (12 meses 726.39 = 69.18 mg vs 3 meses
363.92 + 17.32 mg, p<0.05) que se mantiene hasta los 20 meses (Fig. 1c).

El peso del timo de las ratas viejas disminuyé significativamente cuando
se les compard con la rata de 3 meses (Fig. 1d). El peso dec la hipdfisis no

presento diferencias entre las edades cstudiadas.
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a) Peso corporal b) Masa ovirica

o mg
300 78
200 50
100 25
o4 o
meses
c)Utero d) Timo
mg mg
900 - - - 200
-
750
600 200
450 :
300 - 100
150 )
o 1 o4
3 12 15 18 20 3 12 15 18 20
meses meses

*p< 0.05 vs 3 meses (prucba t-Student)

Fig. 1. Media k e.e.m. del peso corporal (g), peso dec los ovarios, titero y timo (mg)
de ratas adultas sacrificadas a diferentes edades.
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111 . Concentracidn y actividad de los sistemas monoaminérgicos

Area Predprica hipotalémica anterior (POA-AFHA)

La concentracién de noradrenalina en POA-AHA dec una rata joven fuc de 2.19

+ 0.41, ésta concentracién se duplicé en cl animal vicjo, desde los 12 hasta los

20 meses de edad. La concentracién de dopamina se incrementé en las

hembras de 15 a 20 meses dec cdad. Mientras que la concentraciéon de

serotonina no se modificé en las ratas viecjas (tabla 2).

Tabla 2. Media * c.e.m. de la concentracion ( ng/mg) de noradrenalina (NA),
dopamina (DA) y scrotonina (5-HT) en POA-AHA dc ratas hembras intactas

sacrificadas a diferentes edades.

GRUPO n NA DA S-NT

3 meses 7 2.19+041 0.24 + 0.07 1.63 £ 0.50
12 meses 10 4.41 +0.60 * 0.87 £ 036 2.40 £ 0.05
15 meses 11 4.43 +043 * 1.37 £ 0.26 * 1.95 + 0.31
18 meses 10 4.42 +039 * 0.96 + 0.21 * 2.02 :0.28
20 meses 12 5.76 £0.54 ¢ 1.91 %044 1.75 £ 0.26

*p<0.05 vs 3 meses (pruecba t-Student)

En la Fig. 2 se muestra de manera grifica el incremento de la

concentracion de noradrenalina que se observéd a partir de los 12 meses de

edad.
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ng/mg

8
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- - l
T T T S
4 I < + ‘
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o 3 12 (B 18 20

meses
*p<0.05 vs 3 meses (prueba t-Student)

Fig. 2. Mcdia + e.e.m. dc la concentracion ( ng/mg) de noradrenalina en POA-AHA
de ratas hembras intactas sacrificadas a diferentes edades.

En los animales vicjos la actividad ncuronal noradrenérgica en POA-
AHA fue significativamente menor, comparada con la calculada para las ratas
de 3 meses (Fig. 3).

actividad
0,4

0,3

0.2

- -

o - nd el —%F ) —F—
3 12 15 18 20
*p<0.05 vs 3 meses (prueba t-Student) meses
n.d.= Valores no detectables

Fig. 3. Mcdia + e.c.m. de la actividad neuronal noradrenérgica en POA-AHA de
ratas hembras intactas sacrificadas a diferentes edadcs.
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La actividad neuronal dopaminérgica en POA-AFIA

fuc

significativamente mayor para las ratas vigjas al compararla con la registrada

para las hembras jovenes (Fig. 4).

actividad

0,3

0.2

-
0.1
[ ===
3 12 15 18 20

“p<0.05 vs 3 meses (prueba t-Student) meses

Fig. 4. Media + e.c.m. de la actividad ncuronal dopaminérgica en POA-AHA de

ratas hembras intactas sacrificadas a diferentes cdadcs.
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La actividad neuronal serotoninérgica se incrementd en POA-AHA de las
hembras de 13 y 15 meses (Fig. 5).

actividad
0.7
0.6
0.5
0.4
0,3

T
0,2 T
0,1 | l I I |

e- 3 12 15 18 20

—t—

— ¢

meses
*p<0.05 vs 3 meses (prueba t-Student)

Fig. 5. Media £ c.e.m. dc la actividad neuronal secrotoninérgica en POA-AHA de
ratas hembras intactas sacrificadas a diferentes cdades.

Hipotdlamo medio basal (FIMIB)
En las ratas vigjas Ia concentracién de noradrenalina, dopamina y scrotonina
fue semejante a la registrada en la hembra ciclica de 3 meses de edad (tabla 3).

Tabla 3. Media £ e.e.m. de la concentracion ( ng/mg) de noradrenalina (NA),
dopamina (DA) y scrotonina (5-HT) cn HMB de ratas hembras intactas sacrificadas
a diferentes edades.

Edad n NA DA 5-n1r
3 mescs 7 2.90 % 0.50 0.83x0.17 2.06 + 0.39
13 meses 10 2.76 £ 0.21 0.69 £ 0.49 0.94 £ 0.40
15 meses 12 297 £ 0.24 0.61 £0.05 1.49 £ 022
18 meses 9 3.93 + 0.37 1.18+0.14 2.51 £0.79
20 meses 11 296+ 0.13 0.72+£0.17 1.45+0.15




La actividad de Ia ncurona dopaminérgica y serotoninérgica

modificé en los animales vicjos (Tabla 4).

‘Tabla 4.

Media

+ cem. de Ia

actividad de

la necurona noradrenérgica,

dopaminérgica y scrotoninérgica en ¢l HMB de ratas hembras intactas sacrificadas a

diferentes cdades.

Edad

NA

DA

5-HT

3 meses

0.085 + 0.024

0.070 £ 0.027

0.876 + 0.702

12 meses

0.002 + 0.002

0.042 + 0.032

0.324 £ 0.143

15 meses

0.011 +0.003

0.096 + 0.017

0730 + 0.137

18 meses

0.006 + 0.006

-

0.024 = 0.010

0.278 + 0.082

20 meses

0.014 + 0.004

0.077 + 0.018

0.120 + 0.088

* p<0.05 vs 3 mesces (prueba t-Student)

L.a actividad neuronal noradrenérgica fue significativamente menor cn los

grupos de animales vicjos (Fig. 6).

actividad
0,12

0,09

0,06

0.03

s}

-

—

3 12
*p=<0.05 vs 3 meses, prueba t-Student

1

meses

Fig. 6. Media + e.e.m. de la actividad ncuronal noradrenérgica en HMB de ratas

hembras intactas sacrificadas

a diferentes cdades.
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1V . Concentracién de estradiol y progesterona en plasma

En los animales de 12 meses de cdad la concentracion plasmatica de 17{3-
estradiol fue significativamente mayor comparada con un animal ciclico en el
dia del diestro 1, pero semcjantes al dia del estro (Fig. 7). Las hembras de 18 y
20 meses de edad presentaron una concentracion similar a la observada en la
rata joven cn diestro 1. Sélo en la rata de 20 meses Ia concentraciéon de la

hormona fue menor a la del animal ciclico ¢n 1a mailana del estro.

pg/mi
40

30

——t

20

—t—

-
I_
X

P

T
—
10

(o]

3e 3d1 12 15 18 20

meses
p=<0.05 vs 3 meses en diestro 1 (prueba t-Student)

* p<0.05 vs 3 meses en estro (prueba t-Student)

Fig 7. Media * c.e.m. de la concentracion ( pg/ml ) de 17B-estradiol cn el suero de

ratas ciclicas sacrificadas al estro (3 ©) o al diestro-1 (3 d1) o de ratas vicjas a
diferentes cdades.

Las concentraciones de plasmaticas de progesterona en las ratas de 12 a

18 meses de edad fucron semcjantes a las registradas cn una animal ciclico en
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diestro-1 o estro. En tanto que a los 20 meses de cdad se observé disminucion

significativa del esteroide comparado al del diestro-1 (Fig. 8).

ng/mi
25 S

20 A

15

H
bt

b—t—

10 -
5 il"

o

3e 3d1 12 15 18 20 meses

“p<0.05 vs 3 meses en diestro 1

Fig. 8. Media * e.c.m. de la concentraciéon ( ng/ml ) de progesterona en el sucro de
ratas ciclicas sacrificadas al estro (3 e€) o al diestro-1 (3 d1) o de ratas vicjas a
diferentes edades.
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2. Respuesta ovulatoria al reemplazo hormonal con
gonadotropinas en la rata vieja intacta o con desnervacion

catecolaminérgica inducida por la administracion de guanetidina.

A) 3 meses de edad

1. Ciclicidad y ovulacicn

Ninguno de los parametros cvaluados se modificé por la administracién de
solucion  salina, por lo que los resultados de los  grupos tratados
fannacolégicamente s¢ compararon con cl grupo testigo absoluto.

El patron de ciclicidad vaginal no s¢ modifico por la desnervacion, la
estimulacion gonadotréopica o la combinacion de estos tratamicntos.

El 100% de los animales intactos o tratados con solucién salina ovularon
al estro vaginal; en tanto que, sélo 6/11 lo hiciecron ante la desnervaciéon
farmacolégica con GTD (p<0.05). La tasa de ovulacién en los grupos de
animales intactos o desncrvados que recibicron cstimulo gonadotrépico fue
igual al grupo testigo (Fig. 9).

La cuota ovulatoria de los animales estimulados con gonadotropinas fue
semecjantc a la observada cn el grupo testigo. La desnervacidén provocé
disminucion significativa en ¢l niamero de ovocitos liberados (Fig. 10), esta
disminucién esti dada principalmente por ¢l ovario derecho (1.55 £ 0.50 vs
5.15 * 0.48 ovocitos p<0.05). En ¢l animal desnervado el estimulo con
gonadotropinas produjo un aumento en ¢l namero total ovocitos liberados,

respecto al grupo testigo ( 21.30 £ 1.63 vs 11.23 % 0.54 p<0.05).
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% de
ovulantes

100

75

S50

25

o
TA sSS GTD Gnt's GTD+Gnt's

*p<0.05 vs TA y SS (prueba exacta de Fisher)

Fig. 9. Porcentaje de animales ovulantes en ratas de 3 meses de edad,  testigo
absoluto (TA), tratadas con solucion salina (88), guanctidina (GTD), gonadotropinas
(Gnt's) o desnervadas y estimuladas con gonadotropinas (GTD+Gnt’s).

ovocitos
25 - e
20 1
15
- T
10 = x . T
1
s
o - | I
TA SS GTD Gnt's GTD+Gnt's

* p<0.05 vs TA (prueba de Kruskal -Wallis)
* p<0.05vs GTD y Gnt's (prueba Kruskal -Wallis)

Fig- 10. Mcdia * c.c.m. del nimero de ovocitos liberados por ratas de 3 meses de
edad, testigo absoluto (TA). tratadas con solucién salina (SS), guanctidina (GTD),
gonadotropinas (Gnt’s) o desnervadas y estimuladas con  gonadotropinas
(GTD+Gnt’s).
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11 . Peso de los Grganos

L.a administracién de gonadotropinas en ¢l animal intacto o desnervado produjo
un aumento significativo de la masa de los ovarios respecto al grupo testigo
(Fig. 11). Mientras que cl peso corporal, ¢l utero ¢ hipodfisis no se¢ modificod y
solo en los animales intactos estimulados con gonadotropinas ¢l peso dcl timo

disminuyd significativamente (tabla 5).

mg
120 -
1 T -
J_ S
80
. I
40
o
TA SS GTD Gnt's GTD+Gnt's

* p<0.05 vs TA (prueba t-Student)

Fig. 11. Mecdia + c.e.m. de la masa ovarica(ing) de ratas de 3 meses de edad
testigo absoluto (TA), tratadas con solucion salina (8S), guanctidina (GTD),
gonadotropinas (Gnt’s) o desnervadas y ecstimuladas con gonadotropinas
(GTD+Gnt’s).
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Tabla 5. Media + e.c.m. del peso corporal, peso del Gtero, hipéfisis y timo de ratas
de 3 meses de edad testigo absoluto (TA) tratadas con solucion salina (88),

puanctidina (GTD), pgonadotropinas (Gnt’s) o desncrvadas y estimuladas con
gonadotropinas (GTD+Gnt's).

Grupo Peso corporal Utero Hipohsis Timo
(1) (my2) (mg) (my)

TA 21472 £ 3.08 | 363.92 +17.32 13.26 £ 1.28 253.41 % 10.54
Salina 221.00 £3.87 304.39 £ 12.19 * 11.66 + 0.57 188.77 £ 38.20
GTD 202.89 + 6.78 | 333.65 + 14.58 13.66 £ 0.72 215.93 + 8.24
Gnt’s 233.09 £ 13.31] 378.88 £ 33.89 1506+ 1,17 *] 19547 £ 14.32°

GTD+Gnt’s| 215,17 £ 4.06 | 364.58 £ 17.73 13.05 + 091 216.42 + 23.68

* p<0.05 vs TA (prucba t-Student)
® p<0.05 vs SS (prucba t-Student)

111 . Concentracion y actividad de los sistemas monoaminérgicos

Area predptica hipotaldmica anterior (POA-AFA).

En la rata intacta la administracién secuencial de gonadotropinas provocéd
incremento en la concentracién de noradrenalina, similar al que sc observé en
¢l animal desnervado con el mismo estimulo hornmonal. La concentracion de
dopamina no se modificd cn ninguno de los grupos experimentales; mientras
que en el animal desnervado y estimulado con gonadotropinas se incrementd la

concentracion de scrotonina, respecto a la del animal tratado con guanctidina

(Tabla 6).
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Tabla 6. Media £ c.c.m. de la concentracién ( ng/ mg) de noradrenalina (NA),
dopamina (DA) y scrotonina (5-11T) en POA-AIIA de ratas adultas de 3 meses de
edad testipo absoluto (TA), tratadas con guanctidina (GTD), gonadotropinas (Gnt’s)
o desncrvadas y estimuladas con gonadotropinas (GTD+Gnt's).

Grupo n NA DA s-ur
TA 7 219 £ 0.41 0.24 £ 0.07 1.63 £ 0.50
Gnt's 11 479 £ 0.74 * 0.23 +0.12 2.46 £ 013
GTD 7 2.90 + 0.36 0.47 £ 0.71 0.64 +0.51
GTD+(Gint’s 11 4.05 +0.50 * 0.87 £ 0.46 2.45+03 l.é
* p< 0.05 vs TA (prucba t-Student)

* p< 0.05 vs GTD (prucba t-Student)
La desnervacion simpatica o la estimulacion con PMSG-hCG  no

modificod la actividad ncuronal noradrenérgica, ¢n tanto que el tratamiento
hormonal cn hembras previamente desnervadas provocd disminucion de la
actividad de este sistema de neurotransmision. En el animal intacto, de 3 meses
dec edad, la actividad dopaminérgica no se detecto con el método utilizado; 1a

desnervacion simpatica , el reemplazo hormonal o la combinacién de ambas
.indujeron aumento de la actividad. La actividad secrotoninérgica mostro
aumento significativo en los animales con desnervacion simpatica o estimulo
con gonadotropinas (Tabla 7).

Tabla 7. Media + c.em. de la actividad dec ]a ncurona noradrenérgica,
dopamindérgica y scrotoninérgica cn POA-AHA dc ratas adultas de 3 meses de edad
testigo absoluto (TA), tratadas con guanctidina (GTD), gonadotropinas (Gnt’s) o
desnervadas y cstimuladas con gonadotropinas (GTD+Gnt's).

Grupo n NA DA S-1T
TA 7 0.271£0.117 no detectable 0.137 + 0.041
Gnt's 1 0.019 £ 0.053 0.213 x0.099 0.614 £ 0.135*
GTD 7 0.049 = 0.021 0.037 £0.014 0.027 X 0.017*
GTD+Gnt's 1 0.006 + 0.003 * 0.360 £ 0.273 0.271 + 0.089
*p<0.05 vs TA
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Hipotdlamo medio basal (HAMB)

La desncrvacion inducida por guanetidina incrementd la concentraciéon de
noradrenalina. La administracion de gonadotropinas en el animal intacto o
desnervado no modificd la concentracion de los ncurotransmisores evaluados
(tabla 8).

Tabla 8. Media * c.e.m. de la concentracién ( ng/ mg) de noradrenalina (NA),
dopamina (DA) y scrotonina (5-HT) en HMB de ratas adultas de 3 meses de cdad
testigo absoluto (TA), tratadas con guanctidina (GTD), gonadotropinas (Gnt’s) o
desnervadas y estimuladas con gonadotropinas (GTD+Gnt’s).

GRUPO NA DA S-HT
TA 290 051 0.83 +0.17 2.06 + 0.39
GNTS 3.42 £ 0.38 2.30 £ 085 2,10+ 0.43
GTD 4.31+0.15 * 2.67 £ 1.34 2.59 + 0.01
GTD+Gnt’s 3.70 £ 033 0.93 + 0.3 1.21 £ 0.24

* p<0.05 vs TA (prucba t-Student).

B) 12 meses de edad
1. Ciclicidad y ovulacion
En nuestra cepa de animales ¢l frotis vaginal de las ratas de 12 meses de edad
sc caracteriza por la presencia de estro vaginal persistente; en donde
predominan las células de descamacién (estro tipico), aunque sc pueden
encontrar en menor proporcion leucocitos y células nucleadas.

La desnervacién provocd modificaciones en la citologia wvaginal, de
manera que ¢l 50% dc los animales presenté varios dias de dicstro.

La ovulacion cspontinea ya no se presentd en los animales intactos,
tratados con solucion salina o desnervados. El tratamicento con gonadotropinas
indujo la ovulacion ecn S de 13 animales. Esta respuesta fue semcjante si ¢l

animal ¢s previamente desnervado (Fig.12).
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Fig. 12. Porcentaje de animales ovulantes en ratas de 12 meses de edad, testigo

absoluto (TA) tratadas con solucion salina (§8), guanctidina (GTD), gonadotropinas
(Gnt’s) o desnervadas y estimualdas con gonadotropinas (GTD+Gnt's).

Del 38% de animales que ovularon ante ¢l estimulo con gonadotropinas
la cuota ovulatoria por ambos ovarios fue de 2.40 * 1.30, dondc el ovario
izquierdo ovulé 1.25 * 0.95 y el derecho 1.40 £ 0.57 ovocitos. Cuando se
realizé la misma sustituciéon hornmonal en el animal desnervado liberaron un
namero total de 5.5 + 1.22 ovocitos, el ovario izquierdo ovulé 3.17 + 0.95 y el
derecho 2.33 + 0.67 ovocitos, sin llegar a ser diferentes estadisticamente

respecto al grupo estimulado con PMSG-hCG ( Fig. 13).
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Fig. 13. Moecdia & e.c.m. del niimero de ovocitos totales liberados por ratas de 12
meses de edad, testigo absoluto (TA) tratadas con solucién salina (SS), guanetidina
(GTD), gonadotropinas (Gnt's) o desnervadas y c¢stimualdas con gonadotropinas
(GTD+Gnt’s).

Il . Peso de los organos

La masa ovirica de los animales desnervados o tratados con solucién salina
fue semcjante al grupo testigo. La sustitucién hormonal en el animal intacto o
en ¢l desnervado provocd incremento significativo en el peso de los ovarios

(Fig. 14).
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Media + c.c.m. dec la masa ovarica(mg) de ratas de 12 meses de cdad
salina (88), guanctidina (GTD).
gonadotropinas

En el grupo con desnervacion simpitica disminuyo el peso corporal y el
peso del timo, respecto al registrado en ratas intactas (tabla 9).

Tabla 9. Moedia * c.c.m. del peso corporal , Gtero, hipéfisis y timo dec ratas de 12
meses cdad testipo absoluto (TA), tratadas con solucidén salina (S8S). guanctidina
(GTD), gonadotropinas (Gnt’s) o desnervadas y estimuladas con gonadotropinas

(GTD+Gnt’s).

Grupo L3 Peso corporal Utero HHipofisis Timo
(g) (mg) (mpg) (mg)
TA 13 283.50 £11.13 72639 £ 6918 153 x 084 94,66 * 800
Ss 6 25500 £ 11.92 637.95 +71.63 1492 + 1.26 R0O.70 £ 8.42
GTD 12 249.53 + 11.67* | 568.66 +41.22 14.06 + 1.58 67.74 £ 801°
Gnt's 13 265.05 + 6.60 670.26 + 45.05 16.02 + 0.86 8432+ 7.7}
GTD+Gnt's | 14 25993 + 6.50 697.51 % 50.79 1593 + 0.83 B2.53 + 5.21

* p<< 0.05 vs TA (prucba t-Student).

33




111 . Concentracion y actividad de los sistemas monoaminérgicos

Area predptica hipotalimica anterior (POA-AHA)
En la rata de 12 meses de edad intacta o con dernervaciéon simpatica, ¢l
estimulo con gonadotropinas no modificé la concentracién de noradrenalina,

dopamina o serotonina (Tabla 10).

Tablia 10. Media * c.em. de la concentracién (ng/mg) de noradrenalina (NA),
dopamina (IDA) y scrotonina (5-HT) en POA-AHA de ratas de 12 meses de edad
testigo absoluto(TA), con estimulo gonadotropico (Gnt’s) o desnervadas y con
gonadotropinas (GTD+Gnt's).

Grupa n NA DA S-1Tr
TA 10 4.41 + 0.60 0.87 £ 0.36 2.40 + 0.05
Gnt’s 11 5.25+0.59 0.78 1 0.08 3.18+ 0.58
GTD+Gnt’s 8 6.10+ 1.23 1.42 + 0.39 2,72 £ 0.49

En los animales intactos de 12 meses de edad no se detectd actividad
para las neuronas noredrendérgicas, cn estos animales el estimulo secucncial con
PMSG-hCG incremento Ia actividad de estas ncuronas (0.200 + 0.007), el
mismo tratamiento hormonal en animales previamente desnervados no provocod
cambios. En cuanto al sistema dopaminérgico ¢l tratamiento honnonal
disminuyo significativamente la actividad de la ncurona (0.104 + 0.009 vs
0.212 vs + 0.043, p< 0.05) y no se modificd si ¢l el animal es desnervado antes
del estimulo gonadotrépico (0.138 + 0.029 vs 0.212 vs + 0.043 NS). La

actividad serotoninérgica no se modificéd con ninguno de los tratamicntos.

39



Hipotdlamo medio basal (HMB)

En el HMB la sustitucion hormmonal provocd aumento en la concentraciones de

las tres monoaminas. En ¢l animal desnervado y estimulado con gonadotropinas

sélo se incrementéd Ia concentracion de noradrenaling (1abla 11).

Tabla 11. Media £ c.can.  de la concentracion (ng/mg) de  noradrenalina (NA),
dopamina (DA) y scrotonina (5-11T) en cl HMB de ratas de 12 meses de edad testigo
absoluto(TA)., con estimulo ponadowdpico (Gnt's)

o desncrvadas  y
gonadotiopinas (GTD+Gnt's).

con
[ Gruro | n ] NA DA ST |
TA 10 | 276021 0.69 *+ 0.49 094 £040 |
Gnt's 1 | 6300098+ 2.21 £ 0.43~ 2.60£0.55 ~ |
GTD+Gnt's 8 587 % 1.26% 1.19 £ 0.32 213 +053 |
* p< 0.05 vs TA (prucba t-Student)

En el hipotalamo medio basal no sc¢ detecto actividad para las neuronas
noredrenérgicas, en estos animales ¢l estimulo seccuencial con PMSG-hCG

incrementd 1a actividad de estas ncuronas (0.023 1 0.005), ¢ste incremento
fue aun mayor en los animales previamente desnervados (0.122 + 0.009). En

cuanto al sistema dopaminérgico, cl tratamicento hormmonal en ¢l animal intacto
no modificod 1a actividad de 1a neurona (0.111 £ 0.031 vs 0.042 + 0.032 NS), ni
cn el animal desnervado (0.081 + 0.014 vs 0.042 + 0.032 NS). La actividad
serotoninérgica no sc modificd en ninguno de los grupos experimentales.

1V . Concentracicn plasmdtica de estradiol y progesterona
La desnervacion farmacologica con GTD induyjo un aumento en la
concentracion de estradiol que fue cinco veces mayor al testigo (30.2 + 3.8 vs

>150 pg/ml). La concentracion plasmatica de progesterona mostrd disminucion

que no llegd a ser estadisticamente significativa (4.2 £ 1.4 vs 15.4 * 6.2 ng/ml,
NS).
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C) 18 meses de edad
1. Ciclicidad y ovulacién

Al igual que en las hembras de 12 meses de edad ¢l frotis vaginal se caracteriza
por la presencia de cstro vaginal persistente; en donde predominan las células
de descamacion (estro tipico), aunque se pueden encontrar cn  Imcnor
proporcidon leucocitos y células nucleadas. En los animales con o sin
desnervacion simpatica, el tratamiento secuencial de  gonadotropinas no
modificé la citologia vaginal, es decir las ratas continuaron en  cstro vaginal
persistente.

En ¢l animal intacto de 18 meses de edad ¢l estimulo gonadotropico no
induce ovulacién. Esta falta de respuesta también se observo cn el animal en el

que se ha eliminado la informacion simpatica por la administracion de GTD.

1. Peso de los érganos

En Ia hembra de 18 meses de cdad la desnervaciéon con GTD no modificd la
masa ovarica, comparada con la del animal testigo (48.0 + 825 vs 50.88 =
10.53, NS). La inycccion de gonadotropinas en el animal intacto o en el animal
desnervado indujo un aumento en la masa ovarica (Fig. 15). El peso corporal
9 del atero no se modificé en los animales desnervados con o sin estimulacién

gonadotropica, en tanto que el peso del timo disminuyo significativamente en
las hembras tratadas con GTD (tabla 12).
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Fig. 15. media £ c.c.m. de 1a masa ovarica de ratas  de 18 mescs de edad, testigo
absoluto (TA) tratadas con solucion salina (88), guanctidina (GTD), gonadotropinas
(Gnt’s) o desncrvadas y cstimuladas con gonadotropinas (GTID +Gnt's).

Tabla 12, Mecdia *+ c.e.m. del peso corporal , Gtero, hipofisis y timo de ratas de 18
meses de cdad  testigo absoluto (TA), tratadas con solucion salina (8§S), guanctidina

(GTD), gonadotropinas (Gnt’s) o desnervadas y estimuladas con gonadotropinas
(GTD+Gnt's).

Grupo n Peso corporal Utcro Hipofisis
(ng) (mg)
TA 10 284 30+ 1233 700 6% £ 45 42 17.54 2 1.27
SS 5 247.00 £ 12.22 | 722 60 % 66.80 21.44 £ 0.85* 62 22 +7.00
GTD 12 260.17 + 856 681 87 £ 50.00 I8 82 + 1.30 5216 + 3 86*
Gnt’s n 285 90 * 5. 50 745 65 x 70.58 17.60 £ 0.60 7078717
GTD+Gnt's 13 261.77 £ 511 679.37 + 3275 16 63 4. 1.97 68.25 £ 4.52

*p< 0.05 vs TA (prucba t-Student)
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111 . Cancentracisén y actividad de los sistemas monoaminérgicos

Area predptica hipotaldmica anterior (POA-AFHA)

En la rata de 18 mescs de edad 1a desnervacién farmacologica no modificd I
concentracion  dc  noradrenalina, dopamina y secrotonina. El  estimulo
gonadotrépico en ¢l animal desnervado no produjo cambios en la concentracion

de las monoaminas (tabla 13) .

Tabla 13. Mcdin & c.e.in.  de la concentracion (ng/mg) de  noradrenalina (NA),
dopamina (DA) y scrotonina (5-11T) cn POA-AIA dc ratas de 18 meses de cdad

testigo  absoluto(TA), con desnervacion simpatica (GTD) o desnervadas y con
gonadotropinas (GTD+Gnt's).

GRUPO n NA DA S-11T
TA 10 4.424 £ 0.391 0.957 £ 0.213 2.021 +0.284
GTD 9 3.721 £0.436 3397+ 1.351 2.450 £ 0.245
GTD+Gnt’s 9 4.706 + 0.499 2.431 £ 0.939 2374 £ 0183

L.a actividad de 1a neurona noradrenérgica en la hembra de 18 meses de
cdad fuc de 0.022 *+ 0.007, la desnervacion simpatica depleta la actividad de
cste sistema y no c¢s reestablecido por ¢l estimulo con PMSG-hCG. El
tratamiento con GTD disminuyo Ia actividad dopaminérgica (0.017 x 0.009 vs
0.097 * 0.014, p<0.05); en el animal desnervado la  estimulacion

gonadotropica 1a incrementd (0.162 = 0.024 vs 0.097 + 0.014, p<0.05).
Hipotcdlamao medio basal (HMB)

En la rata de 18 meses de edad la administracion de GTD provocd disminucion
en la concentracion de noradrenalina, esta disminucion se presentd aiun cuando

el animal desnervado es sometido al tratamiento secuencial con PMSG-hCG.
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La concentracidn de dopamina y scrotonina no se¢ modificé en estos grupos

experimentales (tabla 14).

Tabla 14. Mecdin * c.e.m.  de la concentracion (ng/mg) de  noradrenalina (NA),
dopamina (DA) y scrotonina (5-1IT) en HMB de ratas de 18 meses de edad testigo
absoluto(TA), con desnervacién simpatica (GTD) o desncrvadas y con
gonadotropinas (GTD+Gnt's).

GRULPO n NA DA 5-HT
TA 2 3.93 0373 1.178 + 0.138 1.778 + 0.239
GTD o 2.62 0415 > 0.569 + 0.253 1411 & 0.078
GTD+Gnt's 12 2.00 £ 0.228 * 0.713 £ 0.226 1.824 + 0.095

* p<0.05 vs TA (prucba t-Swdent)

En el hipotialamo medio basal de los animales intactos no se detectd
actividad para la ncurona noradrenérgica, este mismo comportamicento se¢
observo en la hembra con simpatectomia con o sin estimulacion gonadotropica.
El tratamiento con GTD no provocod cambios en {a actividad dopaminérgica
(0.069 % 0.160 vs TA=0.024 + 0.0l NS); cn ¢l animal desnervado la
estimulaciéon gonadotropica la incrementd (0.454 + 0.205 vs 0.024 £ 0.01
p<0.05). La desncrvacion simpatica provocé increimnento en la actividad de la
neurona serotoninérgica (1.921 + 0.192 vs 0.278 + 0.082, p< 0.05) quc sc
mantuvo cuando ademas se cstimulo con gonadotropinas (1.057 + 0.129 vs

0.278 + 0.082, p< 0.05).
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DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo muestran que en la rata de la cepa
CI1I-ZV la pérdida de la funcién reproductora, ocurre alredcdor de los 12 meses
de edad y quec csta caracterizada por la ausencia del ciclo estral y de Ia
ovulaciéon espontanca. La  inervacion  simpatica modula los  procesos
neuroendoécrinos que conllevan a la senescencia reproductiva.

La cepa de ratas estudiada tiene una esperanza de vida de 22 + 2 meses
en condiciones estiandar de bioterio (obscervacion personal). Conforme el animal
va envejeciendo (12 meses de edad) aumenta ¢l peso corporal, debido a la
acumulacion de tejido adiposo. Este aumento de peso es semejante a lo
reportado para la rata con sindromec del ovario poliquistico, cuya citologia
vaginal corresponde a un estro persistente (Barria y col., 1993).

En los roedores la aciclicidad vaginal ¢s un cvento tipico del proceso de
envejecimiento reproductivo que se presenta cntre los 6 y los 18 meses de
edad, dependiendo dec 1a cepa estudiada y csta caracterizada por periodos de
cornificacion vaginal persistente (I:VP) scguidos de anestro (vom Saal, 1994).
En la cepa CII-ZV Ia pérdida del patron del ciclo estral se presenta a los 12
mescs de edad, 1a mayoria de los animales presenta estro vaginal persistente  y
solamente algunos de ellos ( aproximadamente ¢l 5%) llegaron a la condicién
de anestro a Ia cdad de 20 meses.

En la literatura cxiste controversia acerca de a que nivel del eje
hipotialamo-hipofis-ovario, se desencadena ¢l proceso de cenvejecimicnto
reproductivo. Algunos autores proponen que sc inicia en ¢l sistema nervioso

central, por hiperactividad de los astrocitos y degeneracion de las ncuronas
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(Brawer y col., 1983; Finch, 1993; Wise y col., 1996 ). Otros investigadores
postulan que es a nivel del ovario donde sc inician estos cambios que conducen
al envejecimiento reproductivo, debido a la deplecion de los foliculos en
crecimicnto, al aumento de la atresia y a los cambios en la masa del tcjido
intersticial (Butcher y Page, 1981).

En los rocdores scnescentes la cornificacion vaginal persistente es un
indicadr de que la scerecidon de los cstrogenos es ténica, las concentraciones
plasmaticas de progesterona son bajas y las de FSH son altas y los pulsos de
LH no ocurrcn, lo que se traduce en la pérdida de la ovulacién_espontinca
(Huang y col., 1978; Lu, 1983 ; Nelson y Felicio, 1985). En la cepa CII-2V
desde Jos 12 hasta los 15 meses de edad, 1a concentracién de estradiol en el
plasma es elevada y semcejante a lo descrito en la literatura para animales viejos
con la misma citologia vaginal (Lu y col.,, 1981b). En respucsta a las
condiciones cnddcrinas que prevalecen en la rata con EVP sc observa
hipertrofia del utero ¢ involucidon conspicta en ¢l timo, lo que nos permite
sugerir quc durante el proceso de envejecimicnto la secreciéon tonica de
estradiol induce cambios morfo-fisioldgicos en varios 6rganos involucrados con
1a reproduccion (vom Saal y col., 1994).

E£n las ratas vicjas s¢ ha descrito que la concentraciéon plasmatica de
progesterona cs aproximadamente la mitad de la concentracion basal, registrada
en el estro o en la manana dcl diestro-1, de un animal ciclico (MHuang, y col.,
1978), cstos resultados dificren a los mostrados cn cste estudio, donde la
concentracion de la hormona es similar a la basal dc las ratas ciclicas. Estas
cvidencias nos permiten sugerir que los ovarios de las ratas CII-ZV presentan
una mayor capacidad de sintctizar progesterona, lo que se podria probar si al

darle colesterol marcado €ste se transforma en progesterona.
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Nelson y Felicio (1985) scilalan que en [a rata en IEVDP la cantidad de
foliculos e¢s suficiente para dar una respucsta esteroidogénici. Esto se ve
apoyado por el hecho de que en estos animales {a concentracion plasmatica de
la FSH es aita y la sccrecidon es tonica (Huang y col., 1978). Las hembras
senescentes de la cepa CII-ZV presentan receptividad sexual constante (datos
no mostrados), en respuesta a la secrecion elevada de estradiol, lo que permite
sugerir que en los ovarias anan existe desarrollo folicular, sin que culmine con la
ovulacion espontanca por la falta del pico precovulatorio de LLFL.

Erickson y col. (1979) sciialan que en los ovarios de animales con EVP,
cl niamero de receptores a la LH en las células de la granulosa es semcjante al
de un animal ciclico en el dia del proestro. En ¢l presente estudio se observo
que sélo los ovarios de los animales de 12 meses de edad, en EVP, son capaces
de ovular ante el estimulo secuencial de PMSG-hCG, lo que apoyaria quec la
falta de ovulacion se debe a la ausencia de la elevacion brusca de la LH y no a
cambios en ¢l nimero de sus receptores en el ovario. Sin embargo, el estimulo
hormonal es capaz de inducir aumento de la masa ovarica independicentemente
de la edad de los animales; estos resultados difieren a lo mostrado por Talbert
(1968), quiencs seiialan que la respuesta de aumento de peso dec las génadas
decrece en funcion de la edad.” Las discrepancias observadas entre estos
cstudios pucden deberse a la cepa de animales en estudio, asi como al esquema
de administracion hormonal utilizado.

En ¢l proceso de envejecimiento no sélo se suceden cambios a nivel de
las gonadas sino también en ¢l SNC. Las neuronas GnRH-érgicas forman una
ruta llamada septo-predptico infundibular que abarca las dreas predptica,
anterior, paraventricular y medial del hipotalamo (Silverman y col., 1994). La

actividad secrctora de cstas neuronas cs controlada por varios sistemas de
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ncurotransmision, entre cllos los monoaminérgicos, cuya actividad es modulada
por los estrogenos ( Kordon y col., 1994). Se sabe que en el animal ciclico, ¢l
pico de estradiol que ocurre en la mailana del proestro induce una caida en la

actividad dopaminérgica ¢ incrementa la noradrenérgica por la tarde de este dia

(entre las 15:00 y las 17:00 horas); cstos cambios estimulan a las neuronas

GnRH-érgicas y provocan la secrecion preovulatoria de gonadotropinas que sc

presenta en la tarde del proestro (Rance y col., 1981). Es posibie que durante

reproductivo se produzcan cambios cn los sistemas

el envejecimiento
monoaminérgicos quc sc traducirian en la alteracion de Ia scerecion de la
GnRH. 7
Weiland y col.
hipotalamo (NPM) dc¢ ratas quc presentan
noradrenérgica cs menor, aunque Ia concentracién del ncurotransmisor sca

(1989) muestran que en el micleco predptico medial del
EVP, la actividad neural

similar a la de un animal ciclico en ¢l dia del estro. En el presente trabajo se
observé que cn las ratas en EVP la actividad ncural noradrenérgica cn
POA-AHA es casi nula, micntras que la dopaminérgica es muy clevada, y dado
que la secrecién de estradiol se toma constante y moderadamente elevada,
podemos proponer que Ia falta de ritmicidad en la secrecion de este esteroide es
la responsable del incremento en la actividad del sistermna dopaminérgico y de la
inhibiciéon de la actividad noradrenérgica. Este conjunto de eventos se traduce

en cambios del patrén de secrecion de la GnRIif y por ende de LH, lo que

explicaria la falta de ovulacion espontanea, aian cuando hay crecimiento

folicular. Esto mismo nos lleva a postular que existe un factor de liberacion

para la LH (LHRI) y otro para la FSH (FSHRH).
Trabajos realizados por Lu y col., (1981a) muestran que si ratas jévenes

ciclicas o vicjas en EVP son ovaricctomizadas y cinco semanas después de la
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operacidn se les administra una dosis de benzoato de estradiol seguida por una

de progesterona, el patrén de secrecion de la LH es semejante en amplitud para
ambos grupos, aunque de menor magnitud en las ratas vicjas. Esta respuesta no
s¢ presenta si la inyeccidon de los esteroides se hace tres dias después de 1a
castracién. Estos resultados apoyan la idea de que la descensibilizacion en el
sistema nervioso central, inducida por el estradiol es reversible al inicio del
cnvejecimiento, y serian los cambios cn los patrones de sccrecion de los
esteroides los que inducen la pérdida de 1a funcion reproductiva.

El conjunto de evidencias mostradas cn este trabajo permite sugerir que
¢l envejecimiento reproductivo inicialmente se manifiesta por cambios en el
patron dc sccrecion de las hormonas  sexuales ¥y que al parecer estan
modulados por la inervacion intrinscca de la gonada.

Varios autores muestran que la falta de inervacion catecolaminérgica del
ovario modifica, Ia sensibilidad del ovario a las gonadotropinas, la secrecién de
esteroides y la ovulacion (Chavez y col., 1991; Kawakami y col., 1981; Lara y
col., 1990). En nuestro trabajo, los animales jovencs desnervados por Ia
administracion de guanectidina responden con superovulacion al  estimulo
secuencial de PMSG-hCG, resultados que apoyan la idea de que la inervacion
catccolaminérgica modula de mancra inhibitoria la respuesta del foliculo
ovarico a las gonadotropinas (Chavez y col.,, 1991; Flores y col., 1990;
Kawakami y col., 1981) y que participa en la dinamica del crecimiento folicular
y en la scleccion de aquellos foliculos que van a ovular (Domingucz y col.,
1991).

En los ovarios de la rata CII-ZV, con EVP, existen foliculos grandes
sanos y quisticos (datos no mostrados), la histologia dc cstos ovarios es

semecjante a la descrita en animales con sindrome del ovario poliquistico (Barria
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y col., 1993; LLara y col., 1993). En la rata vicja la disminucion en la respuesta,
ovulatoria pucde deberse al incremento en la concentracién de noradrenalina
ovarica (Rosas y col., 1995) tal y como ocurre al inducir el estro vaginal
persistente por la administracion de valerato de estradiol (Lara y col., 1993)

En las hembras que comiecnzan a prescntar EVP, 12 meses de cdad, la
capacidad ovulatoria que tienen los foliculos ante ¢l estimulo gonadotrépico es
menor que en un animal ciclico. Cuando cn estos animales vicjos se realiza 1a
simpatectomia sc¢ induce aumento en la ovulacion sélo si son estimulados
hormonalmente, sin embargo, esta respucsta es menor a la observada en la
hembra desnervada a los tres meses de edad. Estos resultados nos permiten
hipotctizar que en Ia rata de 15 meses de edad con o sin incrvacion simpatica,
no se da la ovulaciéon aan cuando se de ¢l estimulo con PMSG-hCG, debido a
que cn el ovario disminuyo la poblacion de foliculos.

La respucsta del ovario depende de Ia inervacion intrinseca y del
ambiente hormonal del individuo. Asi, la regulacién que cjerce la informacion
neural en la rata adulta joven cs de tipo estimulante, en la prepuber es de tipo
inhibitorio (Flores y col., 1990) semcjante a lo que ocurre cn Ia rata vigja.

La inervacion catecolaminérgica modula la respuesta del ovario i vitro a
la hCG, se ha mostrado que en la rata prepaber desnervada por la
administracion de GTD disminuye la secrecion de progesterona y estrogenos
en ovarios incubados en presencia de hCG (Lara y col., 1990). Los resultados
presentados en este trabajo muestran que la desnervacion fanmacolégica por
guanctidina en ratas de 12 meses, con EVP, incrementa las concentraciones
plasmaticas de estradiol y disminuye la de progestecrona.

Como ya se¢ menciond, las ratas viejas en EVP comparten caracteristicas
con la hembra que presenta el sindrome del ovario poliquistico, en las que hay
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aumento de la concentracién plasmatica de androgenos y de la atresia  folicular
(Barria y col., 1993; Lara y col., 1993). Estas alteraciones han sido utilizadas
para explicar la ausencia de owvulacion;, en nucstro modelo de estudio sc
observé que en aquellos animales que han presentado EVP por un periodo
mayor a los tres meses, los ovarios se tornan insensibles al estimulo secuencial
con PMSG-hCG. Esta respuesta podria deberse a que ¢l ovario de cstos
animales presenta modificacion en el niumero y/o afinidad de los receptores a la
FSH, lo que podria estar disminuyendo la sintesis del complejo enzimatico
P450scc necesario para la aromatizacion de los androgenos. La expresion de
los receptores a la FSH puede estar mediada por la informacion neural que
transcurre por las fibras simpaticas (Ferruz y col., 1991).

Los resultados del presente trabajo nos permiten sugerir que los efectos
observados en ¢l animal desnervado no se deben solamente a la falta de la
informacion ovarica, ya que Ia administracion subcutanea de guanctidina,
disminuye la concentracion de catecolaminas cn el HMB, region ubicada por
fuera de la barrera hematoencefilica, sin que s¢e modificaran en POA-AHA.

En resumen ¢l envejecimicnto reproductivo se caracteriza por la pérdida
de los ritmos en la secrecion de las hommonas esteroides y de las
gonadotropinas. De acuerdo a nuestros resultados podemos proponer el modclo
dec regulacion del ¢je hipotalamo-hipofisis-ovario en la rata en estro vaginal
persistente (Esquema 2). Asi, la pérdida de la sincronia en la secrecion de las
hommonas parcce originarse e¢n ¢l ovario y estar modulada por la inervacion
simpadtica . Las concentraciones plasmaiticas de estrogenos que prevalecen en
cl animal vicjo, producidos por los foliculos que han sido cstimulados por las
concentraciones constantes de la FSH, descensibilizan a  las neuronas
monoaminérgicas que regulan la secreciéon de Ia GnRH, en consecucncia |, la
hipdfisis produciria menor concentracién de LLH y no se culmina con la

ovulacion.
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Esquema 2.
progesterona y el crecimiento folicular estin modulados por la inervacién simpatica

del ovario. Los foliculos, estimulados por la FSH, secrctan dc manera constante
estradiol el cual descensibiliza a las ncuronas monoaminérgicas quec regulan la
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La pérdida de la sincronia en la secrecién de los estrégenos, la

secrecién de la LHRH y no se culmina con la ovulacion.
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CONCLUSIONES

La rata de la cepa CII-ZV pierde ¢l ciclo estral a partir de los 12 meses de
edad y la citologia vaginal sc caracteriza por presentar estro vaginal
persistente.

En los animales con estro vaginal persistente las concentraciones
plasmaiticas dec estradiol y progesterona se manticnen constantes, y son
similares a las de un animal ciclico sacrificado en la maiana del estro.
Estas concentraciones hormonales pueden ser responsables del incremento
en la concentracién de noradrenalina y dopamina en POA-AHA .

En Ia rata ciclica la inervacion simpatica modula el proceso ovulatorio de
manera estimulante y sensibiliza al foliculo al estimulo gonadotropico.

La rata vicja cs capaz de ovular en respucsta al estimulo gonadotrépico,
cuando éste se realiza al inicio de 1a pérdida del ciclo estral (12 meses de
edad). Esta respucsta es amplificada si se elimina farmacolégicamente la
inervacidn simpatica.

La hipertrofia que presenta el ovario de la rata vieja, en respucsta al
estimulo de PMSG-hCG no depende de la edad, ni de la informacién
neural que recibe la génada.

En la rata en EVP 1a inervacién simpitica modula de manera inhibitoria Ia
seleccion de los foliculos que van a responder a los estimulos exégenos de

gonadotropinas
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APENDICE

Cuantificacion de monoaminas en el hipotalamo por HPLC

Obtencion de muestras

A los animales sacrificados se les diseco rapidamente ¢l cerebro, que se colocod

en una soluciéon helada de sucro fisiologico. El cerebro se endurccio por

congelamiento con nitrégeno liquido. Por medio de un sistema de navajas

paralelas se realizaron los cortes de tejido cerebral, con basc al atlas del

cerebro de rata de Paxinos y Watson (1982) . El arca preoptica hipotalamica
anterior comprende entre los 6.7 mm y 7.7 mm tomando como punto de
referencia 1a linea interaural. Como seiiales de 1a ubicacion correcta del corte se
usd la presencia dec los cuerpos mamilares. El hipotalamo medio comprende
entre 5.7 mm y 6.7 mm interaural. Como seiiales de la ubicacion correcta del
corte sc usé la presencia del fasciculo mamilotalamico (fig. 1). De cstos cortes,
con ayuda de un sacabocados (1 mm de diamctro interno) se disecaron las
porciones izquicrda y derecha de cada darea  y las mucstras se guardaron en

papel aluminio a -70 °C hasta ¢l momento de Ia cuantificacion de monoaminas
por HPLC.
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Fig. 1. Localizacion de POA-AHA ¢ HMB ( seilalados por las flechas) en un corte coronal del
cercbro de la rata (Tomados del Atlas de Paxinos y Watson, 1982).



Cuantificacién de monoaminas

La cuantificacion de monoaminas se realizé con la ayuda dec un equipo de
cromatografia liquida de alta resolucion (IIPLC por sus siglas en inglés)

acoplado a un dectector electroquimico (MPLC-ED). El equipo utilizado csta

compuesto de una bomba isocratica digital (1.-250 model Perkin Elmer Co.,

Nonwalk, CT, USA) con una vilvula de inyeccciéon de scis puertos (Rheodyne
7125 model, Cotati, CA, USA) con un loop dec 20ul. Sc usé una columna de
fase reversa C18 (Perkin Elmer Co.) de 250 x 4.6 mm reilena con particulas de
Pecosil de 10pum. Un detector amperométrico (1.C-4C, Bioanalytical systems
Inc.) con un clectrodo de trabajo de carbéon vidriado ajustado a un potencial de
0.85V wversus un clectrodo de referencia de plata-cloruro de plata (Ag/AgCl).
Para ascgurar la maxima scnsibilidad del sistema, el clectrodo de carbon
vidriado fue pulido cuando se¢ considerd conveniente. .a ganancia del detector
se ajusté a 2.0 nA y cl filtro a 0.1 Hz. Los datos fucron colectados y analizados

por una computadora (Model 1020 software, Perkin Elmer) (Fig. 2)
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Fig. 2. Equipo de HPLC

IFase mdvil

A partir dec agua ultrapura (>10MC), se preparé una solucién tampdn de
citratos (Merck-México, SA., Art.244) 0.15M, ¢l pH sec ajusté a pH=3.0 con
solucién saturada de hidréoxido de sodio, ¥y se adicioné 0.46 mM de detergente
(1-octane-sulfonic acid, Sigma Chemical Co. USA O-8380). El buffer se filtré a
través de una membrana con poro de 0.22um (Millipore, Bedford, MA USA) vy
sc desgasifico por vacio durante 30 minutos. Finalmente se adicionaron los
compuestos  organicos (4% Acctonitrilo  y 2% Tetrahidrofurano para
cromatografia, E. Merck, Darmstadt, F.R. Germany). ‘
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Preparacidn de estandares

Las soluciones madre de cada uno de los compuestos a analizar noradrenalina
((-)-Artencrol free basc), MHPG (4-Hidroxi-3-Mctoxifenil Glicol), dopamina
(3-Hidroxi-tiramina hidroclorada), DOPAC (Acido 3-4-Dihidroxi-fenilacético),
serotonina (S-Hidroxitriptamina) y 5-HIAA (Acido S-Hlidroxiindol-3-acético).

Todas las sustancias fucron adquinidas a Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo,
USA).

Calibraciidn del equipo

El equipo se calibré con el método de estandar externo, usando el area de los
picos obtenidos cn ¢l cromatograma (Fig. 3) de tres puntos de calibracion (2, 1
y 0.5 ng) y ajustando una curva lineal que incluye al origen por la regresion de
minimos cuadrados. Los valores de correlacion obtenidos fueron al menos de

0.95 para cada una de las sustancias (Fig. 4).
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Fig. 3. Cromatograma de un estandar con
aparccen los tiempo de retencion para cada ncurotransmisor.
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Fig. 4. Calibracion del método por regresidn lineal incluyendo el origen para

noradrenalina en el integrador Model 1020 software de Perkin Elmer.,




Cuantificacion de 17f3-estradiol y progesterona por RIA de Fase
solida.

La cuantificacién de 17f3-estradiol o progesterona se rcalizé por radio inmuno
analisis (RIA) de fase sélida, con un kit Coat-A-Count y utilizando al '#% |

como marca.

Obtencion de muestras
Los animales fueron sacrificados por decapitacién; la sangre colectada se degjoé

coagular por 30 minutos y se obtuvo ¢l sucro por centrifugacién a 3500 rpm, el

cual se almacend a -20 °C hasta la cuantificacion de las hormonas.

Cuamtificacion de estradiol y progesterona

El Kit para la detenminacion de éstas hormonas cuenta con tubos en los que se

un anticucrpo altamente especifico para estradiol o

encuentra presente
La

progesterona con baja reactividad de cruzamiento para otros componentes.
honnona swarcada con '** | compite con la hormona de la muestra (hosmona
fria) por los sitios dc unién al anticucrpo, la mezcla se incuba por 3 horas a
temperatura ambiente o bien por | hora a 37 °C ; después de la incubacién sc
decanta todo ¢l liquido. El tubo sc coloca en un contador gama modclo cobra
5005, Packard ™, en donde sc deternmina la concentracion de las hormonas en
funcion de las cuentas por minuto. La cantidad de radioactividad presente en el

cantidad de hormona.. La

tubo es inversamentc proporcional a la

concentracion plasmatica de la hormona se¢ determina en funcién de la  curva

de calibracién.
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Curva de calibraciin

La curva de calibracion para 173-estradiol se¢ obtuvo utilizando cstandares de
suero humano, incluidos en el kit, de 2.5, 5.0, 10.0, 20.0, 500 y 150 pg
ajustando una curva scmilogaritmica contra el valor obtenido dc cuentas por
minuto. El cocficiente de corrclacion fue de 0.9545 y cl limite de deteccion
2.500 pg (Fig. 5).

La de progesterona se elabord utilizando estandares de 0.1, 0.5, 2.0,
10.0, 20.0, y 40.0 ng ajustando dc la misma mancra que para estradiol. El
coeficiente de correlacion fue de 0.9870 y cl limite de deteccion de 0.1000 ng
(Fig. 6).
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27 Jan 97 09:96 Packard Instrument Company

Protocol il : 3 E2

WARNING: CURRENT CURVE FAILS TEMPLATE CRITERIA
RIA

Assay Type cpPM BOUND
(X 1000)

- -

930
. -
-
cpm

5.13 g . -

2.5000 PG/ML 150,000
STD # ceM DEFINED DOSE % B/F CALC. DOSE % DIFF
2 9303 2.50000 4.13854 65 .54
3 9149 5.00000 4.75763 -4 .85
4 8501 10.00000 8.59683 -14.03
5 8137 20.00000 12.07056 -39.65
6 7106 50.00000 32.65970 -34 .68
K4 5131 150.00000 280.98660 67 .32
Curve fit : LOGIT Transform : LOG Transform Y © LOGIT
Corr. Cocf. @ 0.9545 Slope -0 4886
Dect. Limit. : 2.5000 Para. Coef.
% NSB/Total : %Ref/Total : 43 819
ED20 : OFF CURVE ED 50 : OFF CURVE ccd 80 : OFF CURVE
%%Digma Std. : 3.0176
Intercept : 0.52880

Fig. 5 Curva dc calibracion para estradiol
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27 Jan 97 09: 96

Packard
Protocol #

Instrument Company

WARNING : CU‘RRBNT CURVE FAILS TEMPLATE CRITERIA
Assay Type : RIA BOUND
(X 1000)
™ B N
1.31 :
cPM T
e -
0.14 :
— - H -
NG/ML 40.0000
STD # cPM DEFINED DOSE * B/F CALC. DOSE % DIFF
2 131312 0.10000 0.16587 65.87
3 10590 0.50000 0.34182 -31.64
4 6694 2.00000 0.3145%4 -34 .25
S 3141 10.00000 9.02056 -9.79
6 2200 20.00000 21.00455 5.02
7 1432 40 .00000 56.63426 41 .59
Curve fit LOGIT Transform : LOG Transform Y : LOGIT
Corr. Cocf. 0.9870 Slope -1.0541
Dct. Limit. 0.1000 Para. Cocf. : 09757
%% NSB/Total “%RcffTotal : 39.310
ED20 1.3271 ED 50 : OFF CURVE EDS80 : OFF CURVE
%Digma Std. 2.4311
Intercept : -1.2567

Fig. 6. Curva de calibracién para progesterona
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