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Resumen

RESUMEN

Se ha deserito que el sistema noradrenérgico, domapinérgico y serotoninérgico
participan en los mecanismos neuroendécrinos que regulan el inicio de la pubertad, debido a
que modulan Ja secrecion de la hormona Jiberadora de tas gonadotropinas (GnRIT) y por ende
de las gonadotropinas. Estas hormonas al 'actuar en el ovario regulan la secrecion de las
hormonas ovaricas y el crecimiento y maduracion del foliculo ovérico, sin embargo durante !
desarrollo prepuberal de la rata existe poca informacién al respecto. Por ello, el objetive del
presenta trabajo fue analizar los cambios en el crecimiento y maduracion del foliculo ovérico,
en la concentracién sérica de hormonas ovéricas (Progesterona y 17fi-estradiol), de la
hormom luteinizante y en la actividad del sistema noradrenérgico, dopaminérgico y
serotoninérgico en el hipotdlamo anterior (HA), medio (HM) y posterior (HP), durante el
desarrollo prepuberal de la rata. Asilmismo, analizar si existe vinculacidn entre los eventos
antes mencionados. Para lo cual, se utilizaron ratas de 10, 12, 14, 16, 18, 21, 24 26, 28, 30,
32,34,35 y 38 dias de edad, sacrificadas a las 14:00 horas. '

Se observd que durante el desarrollo prepuberal de la rata se presentan ondas de
desarrolio y atresia folicular. En el ovario de animales sacrificados entre los 10 y 16 dias de
edad predominan los foliculos pequeiios (>350 um de didmetro), mientras que a los 18 dias
yase 0bs§n'an los foliculos medianos (350-499um de diametro) y los foliculos preovula;torios
a partir de los 21 dias de vida. La incidencia de atresia en los foliculos pequefios es mayor a
los 12 y 14 dias v en los foliculos medianos a los 24, 28 y 38 dias.

La concentracion de LH es alta durante la etapa infantil, en las siguientes edades
disminuye y aumenta en los dias cercanos a la pubertad. La concentracion de progesterona
permanece baja durante la mayor parte del desarroflo del animal y inicamente aumenta en los
dias .previos a la pubertad (35 y 38 dias). Mientras que, la concentracion de estrégenos en
suero aumenta a medida que avanza el desarrollo de la rata, este evento es mas evidente a los

38 dias de edad. La mayor concentracion de 17B-estradiol en suero coincide con un mayor
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desarrolio del foliculo ovatico observado en los dias previos a a pubertad.

En el hipotélamo anterior y medio se presentan cuatro picos de actividad del sistema
roradrenérgico (a los 12-14, 21, 28 y 32 dias de edad) y la actividad de este sistema
disminuye a medida que aumenta el desarrollo del animal En cambio, la actividad de la
nearona dopminérgiaa en el hipotilamo anterior v medio es baja en la mayoria de las edades
estudiadas, mientras que en ol hipotilamo posterior aumenta al inicio de la etapa infantil y
disminuye pmgtpsivaimnﬁe a medida que avanza ¢l desarroflo del animal. En ¢ HA y HM I2
actividad de la neurona serotoninérgica permanece alta durante todo el desarrolto prepuberal
del animal, mientras que en hipotilamo posterior es alta en la etapa infantit pero en las
siguientes edades disminuye.

Con base en estos resultados es posible sugerir que durante el desarrollo prepuberal
de la rata se presentan ondas de desarrollo y atresia folicular, lo cual se refaciona con los
Mios en la secrecién de estrogenos por el ovario y de laLH. Asi mismo, se observa que fa
actividad de los diferentes sistemas de neurotrasmision cambia durante el desarrollo del

animal, este evento posiblemente este vinculado a la maduracién de fos mecanismos

neuroendberinos que modulan ta secrecion de las gonadotropinas y que inducen el inicio de la
pubertad,

I




Introduccion

INTRODUCCION

El sistema reproductor de la hembra estd formado por lds avarios, las trompas uterinas
(oviductos), el idtero, la vagina y los genitales externas. El ovario tiene dos funciones gue se
interrelacionan y que permiten la perpetuacion de las especies; la produccion de gametos
(6vhlos viables) vy [a sintesis de hormonas ovéricas (estrogenos, progesterona, andrégenos,

inhihina y activina) (Dominguez v col., 1931; Rossy col,, 1992).

Los mecanismos que regulan las fiunciones del ovario dependen de la interaccibn de un
conjunto de procesos neucoenddcrines que involucran al hipotalamo, ta glindula hipofisiania y
- el ovario (Fink 1983; Dominguez vy col,, 1991; Ojeda y Urbanski, 1994). E! Iébulo anterior
de Ia hipéfisis (adenohipifisis) secreta varias hormonas, entre ellas estan la hormona folicuio
estimulante (FSH), la  hormona luteinizante (LH) y la prolactina {PRL), denominadas
gonadotropinas (Genuth 1993),

La FSH y la LH regulan varios de 1os procesos relacionados con las funciones del
ovario, a su vez su secrecion es modulada por la hormona liberadora de las gonadotropinas
{GnRH) y por las hormonas secretadas por el propio ovario. La GnRH es transportada desde
el hipotdlamo por un sistema de vasos sanguineos denominado sistema porta-hipotaldmico-

. hipofisiaric v Hega a la adenohipéfisis donde estimula la sintesis y liberacion de las
gonadotropinas por los gonadotropos (Feder 1981; Fink 1988, Ojeda y Urbanski, 1994).
(Fig. 1). Asi mismo, la secrecidn de la GnRH es regulada por diferentes sistemas de
neuroirasmision, entre 1os que se encuentran el sistema ‘noradrenérgico, dopaminérgico,
serotoninérgiéo, por los aminodcidos excitadores como el agpartato, glutamato y la ghcina,
los péptidos como el neuropéptido ¥ (NPY), e péptido YY (PYY) y el acido y-
aminobutirico (GABA) (Kordon y col., 1994).
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Figura 1. Eje hipotilamo-hipéfisis-ovario. Diagrama del control del ciclo ovdrico por la
hormona foliculo estimulante (FSH) y la honmona luteinizante (LH) que son secretadas por la
adenochipéfisis. La sintesis y liberacién de [a FSH y la LH es yegulada por el hipotalamo via
1a hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH). A su vez, ta secrecidn de este
decapéptido es modulada por sefales internas y externas, una de Jas sedales es ef
mecanismo de retroalimentacion positivo y negativo que ejercen los estrogenos y la
pragesierona producidas par el propio ovario {Tomado de Fink, 1938).
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Eje. w&%ﬁlam@hhéfmh y sistemas de neurotrasmisién,

El hipotalame se locafiza en la base del diencéfalo y se encuentra unido a la hipofisis
por ¢ talio hipofisiario, esta delimitado de la region anterior a la caudal por ¢l quiasma optico
¥ los cuerpos mamilares respectivamente ¥ en la region lateral por los surcos hipotalimicos
faterales (Brown 19%4). En el hipotalamo, se localizan grupos de neuronas que constituyen
los adcleos hipoml_%‘iiilioos v tomando como referencia la distribucion de estos, dicha
estiuctura se puede dividir en anterior, medio y posterior. E! hipotilamo anterior se
encientra conformado par el drea predptica anterior y media, los niicleo hipotalamicos
periventricular, paraventriéular y supraquiasmitico (Simerly 1995). En el hipotilame medio
se localiza el niicleo ventromedial, dorsomedial, arcuato, supradptico y retroquiasmatico, asi
como la eminencia media. En &l hipotdlamo posterior se ubica el micleo premawilar dorsal,
premamilar ventral, posterior y tuberal magnocelular (Simerly 1995; Parent 1979) (Apéndice
B, Fig, 28). |

El hipotdlamo cumple diversas funciones encaminadas al mantenimiento del medio
_interno, y también secreté diversos péptidos que actitan localmente o son liberados a la
circulacién y ejercen su accion en Grganos distantes, como la hipdfisis. Entre los péptidos
que sintetiza se encuentra el GnRH, que es producido en los diferentes niicleos hipotalamicos
y otras estructuras extrahipotalamicas. En el hipotdlamo los somas de las neuronas que
producé.n &l GnRH {GnRHérgicas), se encuentran en el irea hipotatamica anterior, e) nicleo
arcuato, el hipotilamo medio basal. Este péptido se libera al sistema de vasos localizado en la
eminencia media (Fink 1986; 1988).

En la rata la mayoria de las fibras de las neuronas GnRHérgicas se proyectan desde &l
drca prebptica y las &reas cercanas hasta la eminencia media, conformando el haz septo-
predptico-infundibular. Algunas de estas fibras también se dirigen al rgano vascular de la
famina terminal (QVLT), a la misma drea predptica (donde terminan en la vecindad de los
somas GnRHérgicos), a los cuerpos mamilares y el area tegmental ventral (Hoffman ¥ col.,

1986, Jean-Louis y col., 1991). En estructuras extrahipotalimicas como el 1obulo olfatorio y
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en la sustancia gris mesencefilica se ha identificado a la GnRH, sin embargo la mayor
proporcion (aproximadamente el 70 %) de los somas productores def péptido se localizan en

el hipotalamo anterior y medio (Jean-Louis y col,, 1991},

La GnRH es un decapéptido constituido por la siguiente secuencia de aminoicidos
Piroglu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH; cuya estructura es idéntica en la
mayofia de los mamiferos (Fink 1986; Bousfield y col., 1994; Ulloa-Aguirre 1991). La FSH
y fa LH son dos hormonas glueoproteicas sintetizadas por los gonadotropos del 15bulo
anterior de la hipdfisis (adenohipdfisis), l2 primera hormona estimuls el crecimiento y la
sintesis de los estrégenos por el foliewlo ovarico, mientras que la segunda induce la sintesis de -

tos androgenos y la mp_tura del foliculo preovulatorio {ovulacion).

Anibas gonadotropinas estin constituidas por dos cadenas de polipétidos glucosilados

(o v B) unidas en forma no covalente. La estructura de [a cadena o es contin para ambas

.gonadoiropinas. sin embargo [a cadena § es Gnica para cada hormona y le confiere la
- especificidad biologica (Bousfield y col, 1994; Lawson y Stevens 1980 citado en Ulloa-

Aguirre - 1991). Las dos cadepas poseen unidades de carbohidratos (manosa, N-
acetilglucosamina, galactosa y fiuctosa) y de dcido sidlico (Bousfield y col,, 1994; Ulloa-
Aguirre 1991), estos restduos son los que le confieren sus propiedades fisicoquimicas (peso

.molecular y punto isoeléctrico) y fisiolgicas (actividad bioldgica y la capacidad de unién a su

receptor membranat),

Existen diferentes isoformas de 1a FSH, cada una de [as cuales difiere entre si, y se
han identificado seis formas moleculares de acuerdo a su punto isceléctrico, que van de 6.0 a
3.8. Asi mismo, la capacidad de union al receptor y la actividad bioldgica de las isohormonas
de la FSH varia dependiendo del punto isoeléctrico, Por medio de estudios in vitro se ha
mostrado que enire mas acido es el punto isoeléctrico de la ischormona, disminuye la
capacidad de unién al receptor y la actividad biologica, mientras gue las formas basicas

tienen mayor capacidad de unién a su receptor y actividad biologica (Ullaa-Aguirre 1991).
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En la rata hembra inmadura de 5 a 29 dias de edad, predominan las formas mas acidas y

durante la pubertad aumenta la produccion de formas basicas (Neill 1974 citado en Ulloa-

Aguirre 1991),

En el hipotilamo existen dos centros que regulan la secrecion de las gonadotropinas,
el centro ténico localizado ea el hipotdlamo medio basal (nficlec arcuato y eminencia media)
que mantiene la secrecion basal de ambas hormonas v el centro ciclico que comprende a las
neuronas GnRHérgicas que se localizan en el irea predptica y el nicleo supraquiasmatico y
son las responsables de modular en la rata adulta la secrecién “ciclica” de las gonadotropinas
en la tarde del proestro (Fink, 1986, 1988; Brown, 1994).

Los estudios anatbmicos han mostrado que la neurona GnRHérgica recibe inervacion
de los diferentes sistemas de neurotrasmision, como el noradrenérgico, dopaminérgico y
serotoninérgico entre otros y cuyos somas se localizan en estructuras hipotalamicas o
extrahipotaldmicas (Fink, 1986, Brown, 19%4; Ojeda y Urbansla, 1994).

 Se seiiala que la secrecion de la GnRH es modulada por las hormonas ovéricas, sin
embargo se sabe que las neuromas productoras del péptido carecen de receptores a los
estrdgenos, por lo que se sugiere que estas hormonas modulan la secrecion de la GaRH via
fos diferentes sistemas de neurotransmision (Fink, 1986, 1938; Ojeda y Urbanski 1994). Asi

mismo, la actividad de estos sistemas es regulada a su vez por las hormonas esteroides

ovidricas (Fink, 1988 y Brown, 1994).

Los cuerpos celulares de las neuronas noradrenérgicas estan situados en la médula
oblonga, en ¢l cerebro medio, posterior y en el irea de la formacion reticular y se denominan
desde Al hasta A7 (Fink 1986; Weiner y Molinoff, 1993; Brown 1994; Korden v col., 1994),
Las principales fibras noradrenérgicas nacen en dos sitios y se dividen en dos rutas principales
la via dorsal y la ventral. Los cuerpos celulares que dan origen a la via dorsal se encuentran
en el locus coenuleus, la cual envia sus terminaciones a 1a médula espinal, al cerebelo, corteza

cerebral y e} hipocampo. Los cuerpos celulares que constituyen la via ventral se localizan en

T T T S e T S P IR S
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el rea tegmental lateral, v dan origen a fibras nerviosas que inervan el cercbro medio, el
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hipocampo y diferentes micleos hipotalamicos que incluyen al dorsomedial, periventricular,
arcuato, paraventricular, supradptico, area hipotalamica anterior, area retroquiasmatica y la
capa intemna de ta eminencia media (Miiller y Nistico 1989, Weiner v Molinoff, 1993, Brown
1994) (Fig. 2).

. Los estudios de inmunocitoquimica y autoradiografia han permitiho establecer que en
el drea predptica, en 1a banda diagonal de broca vy alrededor de fa lamina terminal del drgano
vasculoso, las tcmﬁnaleé nerviesas que contienen noradrenalina (NA), estin en confacto
sindptico con los cuerpos celulares GuRHérgicos (Fryer, 1980, Jennes y col,, 1982; Nakai y

- col., 1985). Ademds, se ha mostrado que el papel que juega este neurotrasmisor en los
mecanismos que regulan fa secrecién de la FSH y Ja LH es de tipo estimulatorio y que la
actividad del sistema noradrenérgico a su vez es regulada por los esteroides oviricos (Fink,
1988; Brown, 1994).

Cornteza Ruta dorsal
carebral

gulbn
oliatorio
- Cerebelo
.
Locus
ceruleus

Hipetatamo
po Ruta ventral Al

Medula

Figura 2. Esquema de un corte sagital del cerebro de la rata, en el que Se muestra la
tocalizacion de los paguetes celulares que sintetizan  noradrenalina (A1-AT) y que inervan
el locus cerwleus, el bulbo olfatorio, 1a corteza cerebral, nacleos hipotalamicos y la
eminencia media (Tomado de Brown, 1994),
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Los cuerpos celulares que contienen dopamina (DA) (que se identifican como All,
Al2, A13 y Al4) se localizan principalmente en el cerebro medio y se han descrito tres

: sistemas dopaminérgiéos principales. El sistema nigro-esiriado, donde los cuerpos celulares se
localizan en la sustancia nigra y sus axones proyectan hacia el neoestriado (nicleos caudade y
putamen) y se considera parte del llamado sistema extrapiramidal. El sistema mesolimbico y
mesgcottical, que se originan en el drea tegmental ventral del mesencéfalo, y envia sus axones
hacia estructuras estriales, limbicas v corticales. El sisiema tuberoinfundibular, con fibras

* relativamente cortas que nacen en €l hipotalamo (nitcleo arcuato y pesiventricular) y terminan
en el sigtema de vasos de la eminencia media y en el 15bulo intermedio de la hipéfisis (Brown,
1994; Brailowsky, 1995) (Fig. 3). |

i Corteza Ruta
3 cerebral nigroastriatal Substancia
- Nigra

Nucleo
olfatorio

b * Ruta tubero
| infundibular

Eminencia
media

Figura 3. Esquema de un corte sagital del cerebro de la rata, en ¢l que s¢ muestra fa
localizacién de tos paguetes celulares que sintetizan la dopamina (AS. A9 v A10) vy la
inervacidn que reciben las diferentes regiones del encéfalo como el cerebro medio, nicleo
accumbens, labulo olfatorio, corteza cesebral y ja eminencia media (Tomado de Brown,1994).
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En la eminencia media existe contacto axo-axonal entre las terminales dopaminérgicas
y las terminales de fas neurona GaRHérgicas (Jennes col.,, 1983), Estas evidencias anatomicas
han permitido sugerir que la dopamina modula directamente la liberacién de la GnRH (Fink
1986, 1988; Ojeda y Urbanski, 1994; Wray y Hoffman, 1986). También, en ¢l area predptica,
las terminales nerviosas que eontienen dopamina hacen sindpsis con el soma de la neurona
productora de la GnRH (Fryer, 1980; Simerly y col., 1985; Nakai y col., 1986). El papel que
se le ha atribuido a este neurotrasmisor en la secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas
no ha sido establecido con exactitud, va que algunos autores sefialan que es estimulante
(Meyerson y Sawyer, 1968 ), mientras que otros postulan que su funcion es inhibitoria
(Advis col., 1978; Hohay Wuttke,1979; Fink, 1988).

Las céiulas que contienen serotonina (5-HT) se localizan en el cerebro medio y estan
agmpadas en paquetés celulares que se denominan en conjunto nicleo del rafé y se
identifican desde B1 hasta B9. Con base 2 Ia distribucién de estos paquetes, este micleo se
divide en tres regiones, ¢l nicleo dorsal, el nicleo medial y el nacleo det puente. Las fibras
serooninérgicas que se originan en estos nicleos inervan diferentes estructuras del sistema
DeTVioso éentrai, y ascienden de los nicleos dorsal y medial hasta el hipotdlamo, la corteza
carebral, el hipocampo, 1a amigdala, areas rostrales del sistema limbico y la eminencia media.
Los principales nicleos hipotalimicos que reciben inervacibn serotoninérgica son el
supraquiasmético, arcuato y dorsomedial, el cuerpo mamilar y las dreas predpiica anterior y
periventricular (Parent, 1979, Fryer, 1980; Frazer y Hensler, 1993) (Fig. 4).

Existe contacto axo-axonal entre las fibras que contienen serotonina y las que
producen la GnRH en la eminencia media, y en el hipotdlamo anterior (area predptica y-
regién septoﬁreéptica) se ideatifican sindpsis axo-somitica entre las fibras serotoninérgicas y
¢l soma de la newrona productora de la GaRH (Jennes col, 1983; Kiss y Haldsz, 1985;
Simerly y col., 1985). Estas evidencias anatémicas apoyan la idea de que la serotonina
modula la secrecion de la GnRH y por esta via la de las gonadotropinas {Vitale y col., 1984;
Kiss y Halasz, 1985; Brown, 1994). Sin embargo, la informacién de los efectos de la

serotonina en la liberacion de la GnRH y de las gonadotropinas hasta €l momento es
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contradictoria, debido a que algunos autores sefialan que participa de manera estimulante en
ios mecanismos que regulan la secrecion de las gonadotropinas {Vitale y col., 1984) mientras
que otros sefialan que su funcion es inhibitoria (Advis y col., 1978; Brown, 1994).

Corteza carebral

Cerebsto

Hipotalamo

Médula

Figura 4. Esquema de un corte sagital del cerebro de la rata, en ¢l que se muestra la
tocalizacion de los paquetes celulares que producen la serotonina {B81-B9) y que inervan a ja
corteza cersbral, ¢l niicleo cavdado, el hipacampo, los niicleos hipotalimicos y la eminencia
madia {Tomado de Brown, 1954).
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Estructura y funciones del ovario

El ovaric es ] 6rgano primario del aparato reproductor de [a hembra debido a que por
medio de sus secreciones regula et desarrollo y funcionamiento del mismo. Esta conformado
por una regién central (médula) v una periférica (corteza), la central estd constituida por
tejido conectivo laxo, una masa de vasos sanguineos y linfiticos y por nervios
noradrenérgicos peptidérgicos que penetran por el hilio del ovario. La corteza rodea a la
médula y conticne a los foliculos ovaricos en los diferentes estadios de desarrollo y el cuerpo
Iiteo (Ham, 1985; Lesson, 1985).

E! foliculo ovirico es la unidad anatémica y finciona! del ovario, a partir del cuat se
generan los otros dos compartimientos del drgano: f luteal y et intersticial (céfulas de la teca
interna de foliculos atrésicos) (Dominguez y col., 1991). El foliculo estd formado por el
ovocito I (iniciada la meiosis). El ovociio es ura célula cuyo tamafto varia entre 20 y 70 um
de diametro. En esta célula, la primera fase de la meiosis finaliza un poco antes de que se
lleve a cabo la ovulacidn y en ese momento el ovocito I se transforma en ovacito II, que es
expulsado en el momento de la ovulacién (Dominguez, 1991; Hirshfield, 1991; Ross y col,,
1992).

Otro de Jos componentes del foliculo es la membrana basal que aisla a las células de la
granulasa de las células de a teca interna, rodeando a la teca interna se Jocaliza ua complejo
de fibras de colagena, células de tejido conectivb, systancia fondamental y fibras musculares
lisas que en conjunto reciben el pombre de teca externa. Todos estos elementos forman una
vaina fibrosa, ia que al disgregarse en un punto cercano a la superficie del ovarto, forman un
orificio por el cual sale el ovocito. En funcion del grado de desarrolle del foliculo se
identifican tres tipos basicos de foliculos: primordiales, en crecimiento (primarios y
secundarios) y maduros o De Graaf (Dominguez v col, 1991y Ross y col., 1592; Hiller,
1994} (Fig. 5).
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Los foliculos primordiales estan constituidos por una capa de células foliculares
aplanadas que rodean al ovocito. La secrecidn tdnica de la FSH y la LH es necesaria para que

los foliculos inicien su desarrollo v entren al “pool” de foliculos en crecimiento (Dominguez
P

1991; Hirshiield 1991; Ross v col,, 1992; Hillier 1994),

Al foliculo en crecimiento lo conforman <l ovocito (que aumenta de tamafio) y las
células foliculares que 10 rodean, las cuales se encuentran en etapa de proliferacién y
adquieren un aspecto cibico. En este estadio, el foliculo recibe el nombre de primario,
posteriormente se forman diversas capas de células de Ja granulosa. Cuando las capas.de ia
granulosa alcanza un espesor de 6 a 12 hileras aparecen cavidades Henas de liquide Hamado,
liquido folicular, tas cavidades tienden 2 unirse hasta formar una sola que se denominada

antro, e foliculo que presenta esta caracteristica es llamado secundario o antral, (Ross y col,,

'1992). Conforme las células de fa granulosa proliferan, las células que rodean al foliculo

también se diferencian y forman la teca folicular, inmediatamente por fuera de la membrana
basal. En estos foliculos se observa gran actividad mitética de las células de la granulosa y de
1a teca, al mismo tiempo se incremenia ¢l nimero de unicnes entre las células de la granulosa,
denominadas nexos, que sirven como via de comunicacién entre las células foliculares
(Hirshfield 1991; Greenwald y Roy 1994; Rossy col., 1992).

La primera evidencia de que se inicia el crecimjento del foliculo es el aumento del
tamafio del ovacito, seguido del ‘desa-rrollo, ia proliferacion y diferenciacion de las células de
la granulosa. Todos los eventos que conducen al crecimiento del foliculo son estimulados por
ia FSH, la LH y los estrogenos, estos Oltimos actuan de forma sinérgica con las
gonadotropinas y estimulan la aparicién de los receptores a ias mismas en las células

foliculares (Dominguez y col., 1991; Ross y col., 1992).

Ademis del aumento del tamafio del foliculo, durante el desarrolle de esta estructura
s¢ inicia un preceso de diferenciacion de las células de la granulosa, lo que perruite que se
organicen en regiones definidas morfoldgicamente y que cumplen funciones especificas. Las

células de la granuiosa que se encuentran junto al ovocito tienen la funcion de proporcionarte
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nutrientes al foliculo en crecimiento, mientras que las células del cumulus le proporcionan el
soporte fisico al ovocito v posiblemente también contribuyen a nuirirlo, fas células de la
granulosa que se encuentran adyacentes a la membrana basal son las primeras en las que se
expresan los receptores a la LH y por tanto son capaces de sintetizar androgenos en resptiesta
a esta hormona (Amsterdam y col, 1975; Midgley 1972 citados en Gore-Langton y
Ammstrong, 1994).

_ En los foliculos secundario los receptores a la FSH estan limitados a la células de Iz
granulosa y los receptores a'Ja LH a las células de la teca, conforme el foliculo se desarrofla
las células de fa granulosa poseen los receptores para ambas hormonas (Hirshfield 1991;
Gresawald y Roy, 1994).

En los foliculos secundarios se empieza a acumular liquido en el antro, el que aumenta
de tamafio conforme se desarrollan lés foliculos. En este liquido se encuentran Ja FSH, LH,
PRL, el factor inhibidor de la maduracion del ovocito (IMO), un polipéptido con
caracteristicas semejanfgs a la GoPRH, inhibina, diferentes neurotrasmisores que son
producidos por las células de la granulosa, androgenos, progesteroma y estrogenos
(Dominguez y col., 1991; Ross y col., 1992).
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Figura 5. Esquema donde se muestran foliculos en diferentes estadios de desarroflo:
i primordiales, en crecimiento y precvulatorios, asi como sus diferentes componentes
: {Tomado de Ross y col., 1992).
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El folicule maduro o de Graaf es capaz de liberar al ovocito (ovulacion) (Feder 1981;
Ross y col., 1992). En este estadio Ja FSH estimula directamente la profifesacion de las
células de la granulosa y la secrecion de las hormonas esteroides por estas células. Sin
embargo, la secrecdion de los esteroides sexuales por el folicuto preowulatorio depende
principalmente de la accién de fa LH (Hitlier, 1994). Cuando ¢ foliculo alcanza su tamaiio
miximo, disminuye la agtiﬁdad mitGtica de las células de la granulosa, mientras que ¢l antro
continua creciendo, las células del cumulus que estin en contacto directo con el ovogito,
constituyen la corona radiada (Hirshfisld, 1991, Ross y col, 1992). Los foliculos
preovulatorios se diferencian porque las célutas de la granulosa poseen receptores a la FSH y
la LH y las células de la teca Gnicamente a Ia LH (Feder, 1981; Dominguez y —col., 1941,
Rossy col, 1992; Greenwald y Roy, 1994).

Ademas de la accion de la FSH y LH en la transformacion del foliculo primordial a la
etapa de preovulatorio, otras hormonas hipofisiarias también regulan este procese como son
la PRL yla hormona del crecimiento (GH), que al actuar en ¢l ovario estimulan el desarrollo
del foliculo v 1a formacién de los receptores a la LH en las células de la granulosa y aumenta
la produccion de las hormonas esteroides (Ojeda y Urbanski, 1994).

Del conjunto de foliculos que inician su desarroflo no todes alcanzan a completar su
ciclo de crecimionto y 60ular, debido a que experimentan un proceso de degeneracién y
msfommcéén.'ﬁhe recibe el nombre de atresia folicular. Este proceso puede iniciarse en
cualquier etapa del desasrollo de esta estnrctura (Dominguez y col., 1991; Greenwald y Roy
1994; Hsueh y col., 1954).

La atresia folicular
La atresia folicular esta caracterizada por alteraciones bioguimicas ¢ histologicas que
se presentan en los diferentes componentes det foliculo. Los cambios bioquimicos incluyen

reduccion en la sintesis de DNA en las células de la granulosa, disminucion de la expresion de

los receptores a la FSH y LH, disminucion en la sintesis de estrdgenos y aumento en la
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_pmducéi&n de progesterona y androgenos, ausencia de las profeinas que permiten las
congxiones entre las células de la granulosa (desmosomas y nexos) (Ryan, 1981; Hsueh y
col., 1994; Gresnwald y Roy, 1994). Las alteraciones histologicas que caracterizan la atresia
incluyen disminucién de la muliiplicacion celular (mitosis), presencia de célulss con micleo
picndtico, hipertrofia de las células de fa teca (engrosamiento de la feca), disminucién del
riego sanguineo e inicios de luteinizacion, separacion de las células de la granulosa y
presencia en &l antror {descamacion de las células), fragmentacion del avocito o cambios de
forma del mismo {alteracién del ovocito) (Ryan, 1981; Hsueh y ¢ol., 1994; Gresnwald y Roy,
1994).

Lz atresia folicular &5 un p.roceso que se presenta en el ovario de los vertebrados
mamiferos y no mamif?ﬂ'o.v. (Saidapur 1978 citado Greenwald y Shyamal, 1994). Al inicio de
la pubertad en el ovario de la mujer estin presentes aproximadamente 400,000 ovecitos y
durante 1a vida fértil maduran dnicamente 400, mientras que la mayoria de ellos se pierden en
forma gradual por el proceso de airesia (Ross y col,, 1992; Hsueh y col., 1994). Se estima
que en los ovarios de la mujer alrededor del 99% de los foliculos presentes entran al proceso
de atresia, en el raton alrededor del 70% (Byskov, 1978 citado en Greenwald y Roy, 1994) y
en la rata alrededor del 92% (Ryan, 1981).

‘La awesia en los fliculos pequefios sin antro (preantrales) es un evento poco
conocido, en cambio st ha observado que en el ovario de la rata el 70% de los foliculos
atrésicos poseen antro (antrales) (Zuckerman, 1977 citado en Greenwald y Roy, 1994). En
los foliculos secundarios o antrales, la presencia o no de atresia es regulada por diversos
factores  hormonales tales como las gonadotropinas, log esteroides sexuales y otras
secreciones del propio ovaric que ejercen su accion a nivel local (Greenwald y Roy 1994;
Hsueh y col., 1994),

Hasta el momento no se sabe cvando se inicia la atresia folicular. Algunos autores
sugieren que un foliculo se puede considerar atrésico cuando en un corte de ovario Se observa

que una o dos céluias de la granulosa del foliculo presentan picnosis, mientras que otros
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' consideran que esta alteracién debe estar presente en el 5% de las células de la granulosa

(Greenwald y Roy, 1994).

- Byskov (Byskov 1974 citado en Greenwald y Roy,1994; Hsueh, y col., 1994) plantea
que en ¢l ovario del ratdn, la atresia folicular se presenta de forma gradual y se identifican tres
e1apas. La primera etapa se caracteriza por la presencia de picnosis en el 20% de las células
de la gmmloéa, principalmente en las que se localizan alrededor de la cavidad antral,
disminuye fa incorporacion de PPHJ fimidina en estas células y en algunas se observan figuras
dq mitosis, mientras que fa membrana basal permanece intacta. En la segunda etapa ademés
de las caracteristicas antes mencionadas algunas de las células de la granulosa invaden el
antro, los leucocitos empiezan a invadir las céfulas de la granulosa, la membrana basal se
fragmenta y se presenia la hipertrofia e hiperplacia de las células de ka teca y los foliculos
atrésicos son invadidos de linfocitos T citotbxicos, esta ultima caracteristica ha permitide
a_sgq‘ir que ¢ sistema inmune participa en la degeneracion de los foliculos. La tercera etapa se
caracteriza porque dmicamente el 5% de las células de la granulosa presentan picnosis,
positilsments debido a que los macrofagos u otros grupos celulares del sistema inmune las
eliminaron, no se abserva multiplicacion celular, lo que se refleja en un menor nimero de
células de la granulosa y también se presenta la regresidn de la teca.

Los cambios histologicos especificos en las células de la granulosa en etapas
adelantadas de atresia incluyen: fragmentacion de la membrana basal, presencia de nicleo

picnotico, reduccibn en el nimero de células de la granulosa y ruptura de la vesicula germinal

{Hsueh y col., 1994),
Biosintesis de 105 esteroin_lts ovaricos

Durante el proceso de crecimiento y diferenciacion def foliculo este adquiere la
capacidad de sintetizar Yos estercides sexuales. La secrecion de estas hormonas es regulada

por la FSH, LH, PRL, los neurotrasmisores y por algunos factores de crecimiento como el
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factor de crecimiento epidermal (EGF), factores de crecimiento transformante (TGF. y
TEH,), factor de crecimiento insulina-like (IGF), factor de crecimieto neural (NGF), factor de
crecimiento de los fibroblastos (FGF), la prostaglandina PGE; y los propios andrdgenos y
estrégenos cuya accién esta asociada a la funcion de la FSH v la LH (Hillier, 1994; Gore-
Langton y Armstrang, 1994). .

Las células de la teca obtienen de la sangre el colesteral, molécula precursora para la
sintesis de las hormonas estercides. El primer paso en la biosintesis de las hormonas
esteroides es la formacitn de pregnenolona, esto se logra por la unién de la LH a su receptor
de membrana en las células de fa teca, asi se activa a la enzima adenilato ciclasa que induce la
formacion de AMPciclico y estimula la sintesis y fa actividad de 1a enzima citocrome Pase que
cataliza fa formacién de pregnenolona a pariir de colesterol. La pregnenolona puede entrac a -
dos rutas estereidogénicas, la ruta A* ota A* Bnlarura A%, Ja pregnenalona (Ps) se convierte
a 17a-hidroxipregnenclona y posteriormente a dehidroepiandrosierona por accién del
complejo enzimatico 17a-hidroxilasa y Ciz.ao liasa (citocromo Puso). Mientras que, en la ruta

A* la pregeenolona se transforma a progesterona (Pg) v esta se convierte a 17a-

_hidroxiprogesterona por accion de la enzima 17q¢-hidroxilasa. Esta ditima hormona por

acgion de la Cyzz liasa se biotransforma a androstenediona que se convierte a testosterona.
La testééterona y la androstenediona {andrdgenos) atraviesan Ja membrana basal y pasan a las
células de la gramulosa donde son aromatizados a estrogencs por accidn de la enzima
aromatasa, que se activa por Ja unién de 1a FSH a su receptor de membrana (Ross y col.,
1992; Hillier, 1994 y Gore-Langton y Armstrong, 1994) (Fig, 6).

La secrecion de las hormonas esteroides por el ovario dependen de la etapa de
crecimiento y diferenciacion del foliculo y es un proceso regulado por sefiales endocrinas que
invalucran a las gonadotropinas y también depende de mecanismos de regulacion paracrina y
autocrina {Greenwald y Roy, 1994; Hillier, 1994).
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Figura 6. “Teoria de 1a “doble célula” que explica ta sintesis de los andrégenos y
estrégenos, Los andrigenas se secretan en respuesta a fa unién de fa LH en las células de
la teca interna. En las células de la granulosa 1os andrgenos Son aromatizados a
estrégenos, los cuales son secretados a la circulacién o af liquido felicwlar {(Modificado de
GoreLangton y Armstrong, 1994).
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La FSH también regula de manera indirecta la producciéon de hormonas ovaricas,
debido a que induce 12 diferenciacién de las células de la granulosa y la sintesis de factores
hormonales no esteroideos, como la activing, inhibina, el IGFE, y los TGFo v TGFP (Jones y
col., 1982; Knecht y Catt,1983; Franchimont y col,, 1986; Steinkampf y col,, 1988 citados

- en Hillier, 1994). El TGFp que se produce en las células de la teca y de la granutosa inhibe la

sintesis de androgenos y estimula la acumulacion de progesterona, ademas in vitro promueve
1a proliferacién de las células de 1a granulosa (Dorrington y col., 1988 y Magoffin y col., 1989
citados en Hillier 1994). Mientras que, el IGF actita de manera sinérgica con la FSH, en la

induccitn del crecimiento y diférenciacion de Jas células de la granulosa, ademas incrementa

la sintesis de los andrégenos por las células de la teca (Adashi y col., 1991; Barbiere y cal.,
1803 citados en Hilfies 1994).

La activina es producida en grandes cantidades por los foliculos pequefios, medianos y
en menor canfidad por los preovulatorios (Hillier y Miro, 1993 citado en Hillier, 1994) y
cumple diversas funciones que incluyen proliferacion de las células de la granulosa (Gonzilez-
Macho v Vale, 1989 citado en Hillier, 1994), inhibe la sintesis de andrégenos inducida por ta
administracion de LH/IGF, auments 1a actividad de la aromatasa debido a que sensibiliza 4
las células de la granuiosa a Ia FSH en los foliculos pequeiios y medianos {Hutchinson v col.,
1987; Mito y col., 1991 citado en Hillier, 1994). Otra funcién de la activina es estimular fa
produccion de la progesterona en las células de la granulosa de los foliculos inmaduros,
sin embargo en los foliculos maduros esta misma gomadocrinina inhibe la sintesis de
progesterona (Mire y ¢ol., 1991, citado en Hillier, 1994). Esta ultina evidencia permite
pensar que la pasticipacion de esta hormona en la estereidogénesis depende de la etapa del

desarrollo del foliculo.

Par otra parte se ha observado que pequefias cantidades de inhibina aumentan fa
produccion de andrégenos inducida por 1a LH y el IGF (Hillier y col., 1991 citado en
Hillier, 1994). Los foliculos preovidatorios sintetizan gran caatidad de inhibina la cual estimula

la sintesis de los androgenos por las células de la teca, lo que se traduce en un aumento en fa
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produccion de estrogenos en resguesta a la LH (Hillier, 1991; Hillier y Miro, 1993 citados en
* Hillier, 1994).

. Control hormonal de Ia atresia folicular

Las principales causas que inducen la atresia folicular, ain no s¢ han identificado.
Hsueh y col., (1994) sugieren que son tres los factores que determinan la atresia ¢n los
foliculos. En primer Jugar, sefialan que este evenio puede estar vinculado a deficiencias
inherentes al ovocito o a las células de la granulosa, en Segundo lugar proponen gue los
foliculas entran al proceso de atresia cuando son expuestos a factores inductores de atresia
(atretogénicos), entre los que se encuentran los androgenos, GnRH-like, interleucina-6 (I1-6)
y Ia activina. Por Glfime, sugieren que Gnicamente los foliculos que se encuentran en ciertas
etapas de desarrollo v en un medio hormonal determinado, alcanzan ¢ estadio de foliculo
préowlatoﬁo y llegan a ovular (Hsueh y col,, 1994). Algunas de las sefiales hormonales que
rescatan a los foliculos de ta atresia incluyen a fas gonadotropinas, los estrégenos, &l EGF, el
NGF, el IGF-I y el FGF (Greenwald y Roy, 1994; Hsueh y col., 1994).

Las gonadotropinas son consideradas como un factor de supervivencia folicular
(Hsuch y col., 1994, Hillier, 1994, Greenwald y Roy, 1994). Cuando los foliculos son
expuestos a la FSH tanto in vivo como in vitro disminuye el proceso de atresia y continuan

 su desarrollo hasta alcanzar la etapa de foliculo preovulatorio (Braw y Tsaftiri 1980, Hsueh y

col., 1994; Greenwald y Roy, 1994). En la rata, al bloquear la secrecion preovulatoria de las
gonadowropinas en Ia tarde del proestro, se incrementa la incidencia de atresia folicular.
Mieniras que, en la rafa prepiber hipofisectomizada y sometida al estimulo hormonal con

PSH, disminuye este proceso (Hsueh y col., 1994).

Durante el ciclo estral de 1a rata se presentan ondas de desarrollo folicular. S¢ describe
que el reclutamiento de los foliculos que inician su desarrollo, esta comelacionado con el
segundo pico de secrecion de la FSK, es decir el aumento en la secrecién de esta hormona

precede a las ondas de desarrollo folicular, por otra parte las alteraciones en la secrecién de la
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FSH induce cambios en el mimero de folicylos rechutados para iniciar su desarrolle (Fortune,
1994),

Se sugiere que los esteroides sexuales juegan un papel importante en la regulacion de
Ia atresia folicular, debido a gque el tratamiento con estrGgenos incrementa el crecimiento
folicular y el indice mitdiico de las células de la granulosa. En cambio, los andrégenos
disminuyen el peso del avario ¢ incrementan la atresia folicular en ratas hipofisectomizadas

tratadas con estrogenos (Hsueh y col., 1994).

La inhibina v I3 activina 1mmbién pariicipan en Ja regulacidn de la atresia. La
administracion de inhibina en los ovarios de ratas inmaduras induce incremento en el nimero
de foliculos antrales medianos, mientras que la inyeccidn de activina provoca atresia folicular
GVo_odmff y col., 1990 citado en Hsueh y col,, 1994). Ademas, el tratamiento con activina
inhibe la accién estimulatoria de fa gonadotropina de suero de yegua prefiada (PMSG) en el

desarrollo folicular.

La estructura y funcionamiento del eje hipotatamo-hipofisis-ovario caracteristico del
animal adulto y que se traduce en la regulacion de la reproduccidn de las diferentes especies y
Ia perpetuacion de las mismas, es el resultado del establecimiento de un conjunto de
mecanismos neurcenddctines que se producen a diferentes tiempos de la vida del  animal
dependiendo de la especie en estudio, para el caso de la rata la maduracién de este eje se
desarrolla en un lapso de tiempo gue comprende desde el nacimiento hasta el inicio de la
pubentad.

Pabertad

En los mamiferos el inicio de la etapa reproductora estd marcada por la pubertad, que
es Ia fase biologica de un individuo entre la inmadurez y la madurez sexuai, en la que se
producen una serie de cambios netiroenddcrinos y fenotiptcos. En la hembra de Jos roedores

I pubertad se define como el dia en que se canaliza la vagina (que normalmente permanece
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" no perforada en las ratas inmaduras) y se presenta la primera ovulacion. Este evento ocurre
entre 105 35 y 45 dias de edad y en el raton eatre los 30 y 35 dias de vida (Beco-Villalobos y
Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

En Ia rata, ¢l desasrollo de Jos mecanismos involucrados con el inicic de la puberiad
se producen en un lapso de tiempo muy corto de cinco semanas, durante ¢l cual se suceden
una serie de cambios morfologicos y fisioldgicos en el eje hipotalamo-hipofisis-gonada, Con
base a estos cambios, Ojeda y Urbanski,(1994) han propuesto una clasificacion det desarrollo

' prepubecal de Ia rata en cuatro fases: neonatal, infantil, juvenil y peripuberal.

A. Fase nconatal

Esta etapa se inicia desde el nacimiento y culmina el dia siete de vida. En los primeros
cuatro dias de vida de la rata, el ovario es relativamente insensible a la FSH y la LH, es decis
que el crecimiento, folisular se inicia en forma independiente de dichas hormonas, debido a

que en el ovario aun 0o s¢ han expresado los receptores a las mismas. El control del

desarrollo foficular por las gonadotropinas se inicia at dia cuatro de vida, debido a que a partir
de este momento las células de la graimlosa del foliculo ovirico ya presentan receptores a la
FSH, y ésta estimula 1a. conversion de la testosterona a estrégencs. Sin embargo, el
mecanismos de retroalimentacion negativo que ejercen estas hormonas oviricas sobre el eje
hipotilamo-hipéfisis-gonada no es funcional. Al parecer este evento no se debe a la ausencia
de los receptores a eszrégenos en el hipotilamo ¢ hipéfisis, sino a la presencia de altas
conceniraciones plasrﬁéticas de o-fetoproteina, la cual se une fuertemente a los estrogenos
tornandolos biolgicamente iactivos (Beci-Villalobos y Lacau-Mengido, 1950; Dominguez
ycol, 1991; Qjeda y Urbanski, 1994).

Al final de esta etapa el contenido de la GaRH en ¢l hipotalamo y la concentracion

de la FSH en spero comienzan a aumentar, mientras que la LH se mantiene baja {Dominguez
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y col,, 1991; Beci-Villalobos v Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994), y en e}
ovario se incrementa significativamente la concentracion de ¢l TGFa (Ojeda y Urbanski,
1994),

B. Fase infantil

Transcurre del dia ocho al veintiuno de edad. Esta etapa se caracteriza por el aumento
en la concentracion de Ia FSH en el plasma, alcanzando su valor mas alto alrededor del dia
doce a quince y después disminuye. La secreciton de la LH se presenta en forma de picos
esporadicos, que mantiens la concentration moderadamente alta de dicka hormona, tal
patrén de secrecion parece ser menos evidente conforme avanza el desarrollo del animal y
desaparece al inicio de la etapa juvenil. Al parecer la alta concentracién de la FSH es
necesaria para el reciutamiento y crecimiento de los foliculos gue Hegaran a owular en la
pubertad  (Dominguez y col,, 1991; Beci-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y
Urbanski, 1994). Ademds, al final de esta fase se observa que en el ovario de la rata

predominan los foliculos preantrales (Dhanasekaran 1986 citado en Greenwald y Roy, 1994).

En ¢l area preSptica hipotalimica anterior y en el hipotalamo medio basal se inicia la
maduracion morfoldgica (desarrollo del arbol dendritico) de las neuronas GnRHérgicas
(Ojeda y Urbanski, 1994), Asi mismo, el sistema neuronal productor de la GnRH, tiene la
capacidad de generar pulsos de secrecidn de la hormona, estos pulsos se incrementan
conforme avanza ia edad del animal y es posible que esto determine el patron de secrecion de
la FSH en esta fase. Ademads, la sensibilidad de fa hipofisis a la GoRH ¢s mayor en animales
infantiles que en los juveniles, lo cual puede ser consecuencia de un mayor nimero de

receptores presentes en la hipofisis durante esta fase (Ojeda y Urbanski, 1994).

En esta etapa la concentracion de 1a  GnRH en &l hipotilamo aumenta hasta los 21
dias de edad y posteriomente se mantiene constante (Araki y col,, 1975). A pantir del dia

quince de vida la concentracion de la FSH disminuye y desaparecen los picos de secrecion de
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la LH. Aunado a los eventos antes mencionados, 1a concentracion plasmatica de la a-
fetoprateina disminuye y una mayor cantidad de estrogenos quedan libres, lo que provoca que
el mecanismo de retroalimentacién negativa que ejercen los estrégenos sobre la secrecion de
las gonadotropinas se manifieste.

Durante esta fase se incrementa la produccion de estrogenos a partic de los
andrdgenos y la FSH es capaz de inducir Iz actividad de la enzima aromatasa, por tanto el
ovario 5 capaz de sintetizar mayores cantidades de estrogenos que son responsables del
incremento en la secrecion de las gonadotropinas (Dominguez y col, 1991, Ojeda y
Urhanskiy 1994). 'Los estrégenos producidos por los foliculos en desarrollo estimulan la
proliferacion de las células de fa granulosa y modifican la respuesta de estas a fa FSH
{Dominguez y col., 1991; Greenwald y Roy, 1994; Hsueh y col., 1994). Todos estos cambios
propician . que aumente la sensibilidad del ovario a las gonadotropinas, asi como el
crecimiento de los foliculos. Ademas, durante esta fase aparecen los receptores a la GnRH en
<l ovario (Ojeda y Urbanski, 1994).

C. Fase juvenil

Se inicia en of dia 23 y termina alrededor del dia 30-32. En esta fase, la concentracion
dela FSH y la LH en ¢f plasma es baja y a! final se establece un patrén de secrecion pulsatit
de la hormona luteihizante. Asi mismo, se incrementa la secrecion de la LH en respuesta a lo§
estrGgenos, va que en esta etapa la secrecion tonica de las gonadotropinas €s regulada por el
mecanismo de retroalimentacion negativo de los estrogenos, los cuales reemplazan a los
andrigenos aromatizables que juegan un papel predominante durante e desarrollo infantil
(Beci-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

Durante esta fase la neurona GnRHérgica se ha diferenciado completamente y posee

una superficie-irregular que posiblemente le permita establecer un mayor nimero de sinapsis
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con fos sistemas que regulan su funcionamiento y que se refleja en el aumento en la actividad
~ de dicha neurona (Ojeda y Urbanski, 1994). Sin embargo, Araki y col. (1975) sefialan que
la concentracion de la GnRH en el hipotalamo permanece constante de los 21 a los 28 dias de
edad.

En el ovario s¢ presentan oleadas de desarrollo y atresia folicular, al igual que las
gonadotropinas la PRL estimula el desarrollo de los foliculos y la formacién de los
‘receptores a fa LH en las células de la granulosa, lo cual se refleja en un aumento en la
secrecidn de los estrogenos, por lo que se sugiere que dicha hormona sensibiliza al ovario a
los efectos estimulatorios de la LH y la FSH (Dominguez y col., 1991; Hsueh y col., 1994,
Qjeda y Urbénslﬁ, 1924). Por otra parte, al final de esta 2tapa el nimero de receptoresala
GnRH en el ovario ¢s maximo (Ojeda y Urbanski, 1994).

). Fase peripuberal

Su duracidn es variable y se asocia con la primera ovulacion. Se establece el patron
circadiano de secrecion de la LEL El aumento en 105 pulsos de secrecion de la LH estimulan al
ovario para una mayor producsién de estrégenos. En el ovario el nimera de receptores a fa
FSH y LH es maximo, lo que se traduce en una mayor respuesta esteroidogénica de este, por
elfo ha conqentracién de estrégenos, progesterona y testosterona se  incrementan
significativamente en relacion a la etapa juvenil (Dominguez y col., 1991; Ojeda y Urbanski,
1994). Estos eventos se reflejan en un mayor desarrollo de los foliculos que estan destinados
a owular el diz del primer esteo. Asf mismo, en ¢l dia en que se presenta ¢l primer pico de
secrecion greovulatorio de la gonadotropinas, disminuye el nlimero de receptores a la GaRH
en el ovario (Qfeda y Utbanski, 1994),

Ademas, se manifiesta el mecanismo de retroalimeniacidn positive que ejercen los

estrogenos sobre la secrecion de las gonadotropinas. Al parecer en esta fase los estrdgenos
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son capaces de modular el sistema productor de la GnRH, cuya secrecidn se incremenia en
" los dias previos a [a pubertad y culmina con ¢l pico de secrecion preovulatorio de la FSH y la
LH (Araki y col.,, 1975). Ambas hormonas al actuar sobre e ovario estimulan el crecimiento
y la maduracion del foliculo preowvulatorio y como eonsecuencia [a primera ovulacién
(Dominguez y col., 1991; Ojeda y Urbanski, 1994).

Los eventos que conducen a Iz primera ovulacién y al inicio de la pubertad,

. pos‘;blemente estan vincufados a un mecanisrﬁo neural ceniral que modula la secrecion de la
GnRH por el hipotalemo. Este mecanjsmo involucra la actividad de los diferentes sistemas de
neurotrasmision, los cuales participan en [a regulacién del sistema secretor de la GnRH
durante el desarroflo prepuberal v generan la seiial que se traduce en la secrecion

preowlatoria de las gonadotropinas y la primera ovulacibn,

En la rata adulta y durante el desarrolic prepuberal de la misma, se presentan cambios
en &l patrén de secrecién de las gonadotropinas (Fink. 1986; Beci-Villalobos y Lacau-
. Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994). Es posible que estos cambios estén vincutados a
modificaciones en la concentracion v en la actividad de‘ los diferentes sistemas de

-neurotrasmision en e} hipotalamo y en otras estructuras del sistema nervioso central.
Sistemas de nenrotrasmision y regulacién de la secrecion de las gonadotropinas

Con el empleo de diversos modelos experimentales, se ha mostrado que en la rata
adulta y prepiiber el sistema catecolaminérgico y serotoninérgico enire otros, participan en la
regulacion de la secrecidn de la GnRH, de las gonadotropinas y la ovulacion (Fink 1986,
1983; Ojeda y Urbanski, 1994).

Los primeros estudios que se realizaron para analizar los cambios en la concentracion

de estos sistemas de neurotransmision en las diferentes regiones del cerebro de la rata

durante el desarrollo prepuberal y en la etapa adulta, incluyen los de  Santiago y col. (1988),
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quienes mostraron que la concentracidn de ia dopamina, noradrenalina y serotonina, asi como
1a de sus principales metabolitos en el hipocampo de ia rata se incrementan desde el dia del
nacimiento hasta los 90 dias de edad. Estos resultados fos llevaron a pensar que los cambios
en estos sistemas de neurotrasmiston, estan vinculados al desarrollo de algunas actividades

motoras, de aprendizaje 0 memoria en la rata, que se manifiestan con la edad del animal.

En la rata adulta ciclica la administracion de reserpina (farmaco que disminuye la
actividad del sistema catecolaminérgico) en el proestro, disminuye la concentracidn de

serotonina, dopanina y noradrenalina en ! hipotilamo y bloguea la ovulacion en el estro. Sin

embargo, si previo al tratamiento con reserpina a los animales se les administra pargilina y

niafamida, inhibidores de la monoamino oxidasa (enzima que degrada las catecolaminas), no
se modifica la ovulacidn ai la eoncentracidn de estos neurotransmisores en el hipotilamo.
Estos resultados llevaron a sugerir a los autores que las catecolaminas regulan de manera

estimulante la secrecibn de las gonadotropinas y la ovulacion (Meyerson y Sawyer, 1968). .

Kerdelhué y col. {1989) mostraron que en la rata hembra adulta ciclica la

concentracion de la dopamina en la eminencia media permanece constante en las diferentes

fases del ciclo estral, excepto en la tarde del diestro, donde se cbserva la disminucidn
signiﬁcasiva, mientras que la concentracidn de 5-HT y la actividad de la neurona
sefotoninérgica es mayor en Ia mafiana del proestro, v la actividad de la neurona
dopaminérgica disminuye en este dia. Estos datos permitieron sugerir que la dopamina v la
serotonina estén involucrados en los eventos asociades con la liberacion preovulatoria de 12
LH

Carr y Voogt (1980) observaron que en la rata hembra adulta la actividad de la
tirosina hidroxilasa (enzima que transforma el aminodcido tirosina a L-DOPA) en el
hipotalamo medio basal es baja a la 12 horas del proestro, mientras que la actividad de
dopamina-B-hidroxilasa (enzima limitante en la sintesis de NA) se incrementa. Estos
resultados les permitieron sugerir que el incremento en la actividad de la neurona

noradrenérgica y la disminucion en la actividad de la neurona dopaminérgica en el hipotalamo
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‘medio basal, son eventos necesario para que se {leve acabo f(a liberacidn preovutatoria de la
LH

Asi mismo, también se ha mostrado que en el hipotilamo de la rata prepitber la
concentracidbn de 1a noradrenaling, la dopamina, la serotonina y sus metabolitos et acido
honionova:\iliw, ¢l acido 3 4-dihidroxifenil acético y el acido S5-hidroxihindolacético
respectivamente, se incrementa a lo largo del desarrollo posnatal de Ja rata y los valores mas
. altos se detectan entre fos 15y 22 dias de edad (Rivera y col., 1991). Sin embargo, Macho y
<ol, (1986) sefialan qﬁe Ja concentracion de la noradrenalina y la adrenaling en esta estructura
all;ﬁenta a lo largo del desarrollo de Ia rata, mientras que la dopamina y serotonina son altas a
partir del dia 12 de vida, pero en las siguientes edades disminuye,

En el area predptica hipotalimica anterior la concentracién de serotonina y su
metabolito el 4cido S-hidroxihindolacético es similar entre la hembra y el macho durante fa
etapa prepuberal o en I fase aduba. Er ambos grupos, la concentracién de este
neurotrasmiisor s incrementa en el dia 20 y posteriormente disminuye. Ademas, la mayor
actividad de! sistema s«otoninérgicb se presenta en los primeros cuatro dias de vida del

‘animal y disminuye conforme avanza el desarrollo, este comportamiento es sivilar entre Ja
hembra y el macho. Estos resultados Hievaron a los autores a sugerir que no existe refacign
entre la actividad del sistema serotoninérgico del area predptica hipotalamica anterior y fa

 accién de las hormonas esteroides involucradas en la diferenciacion sexwal de los mecanismos

neurgendécerinas que regulan la secrecion de las gonadotropinas (Wats y Stanley, 1984).

- En conjunto estos estudios muestran que existen cambios en 1a concentracién de
moncaminas en &l hipotilamo y estruciuras extrahipotalimicas, sin embargo existen pocos
estudios que muestren su vinculacidn con las modificaciones en la concentracion de

gonadotropinas durante el desarcollo prepuberal de la rata,

Se sugiere que Ia dopamina, noradrenalina y serotonina participan en el inicio de fa

pubertad en la rata hembra. Durante el desarrollo prepuberal de la rata se ha observado que el
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',pic;c de secrecion de la FSH que se presenta a los 1‘5 dias de edad se acompaila de la
disminucién en la recaptura de noradrenalina y dopanmina en el rea predptica medial y en el
hipotalamo medio basal. Mientras que, del dia 20 a los dias previos a la puberiad la
concentracion de esta hormona es baja y la recaptura de ambos neurotrasmisores se
incrementa (Hohn y Wuttke, 1979). Asi mismo, se sefiala que previo al primer pico
precvalatorio de la LH se incrementa la concentracion de la noradrenalina y disminuye fa
recaptura de la dopamina y la serotonina (Advis y col., 1978). En conjunto estos resultados |
permiten a los autores concluir que la noradrenalina y la dopamina inhiben la secrecion de fa

. FSH durante el desarrollo prepuberal de [a rata, sin embargo en la secrecion preovulatoria de

fa LH la noradrenalina participa de manera estimulante, mientras que la dopamina y la

serotonina ejercen- un eficto inhibitorio.

Durante el desarrolio 'pmpuberal de 1a rata, Krieger y Wuitke (1980) miden la
actividad de Ja tirosina hidroxilasa v la dopamina -B- hidrexilasa en €l 4rea predptica medial
(POM) y el kipotalamo medio basal anterior y posterior (HMBA y HMBP) y lo relacionan
con los canibibs'éa la secreci&n de la FSH, 12 LH y la PRL, y observan que la actividad de la
tirosina hidroxilasa es baja en POM y HMBA a lo largo del desarrolic posnatal, mientras que
¢n HMBP la actividad de esta enzima aumenta a partir de los 25 dias de edad. En cambio, [a
actividad de la dopamina -p- hidroxilasa en POM y HMBA es alta 2 los 15 dias y disminuye
gradualmente hasta fos 35 dias de edad. Mientras que, en HMBP la actividad de esta enzima

| aumenta conforme el animal se desarrolia. Los autores concluyen que la actividad de estas

enzimas no se refaciona con los cambios en la secrecidn de las gonadoiropinas y la PRL.

Otro estudio que sﬁgicre la participacitn de las catecolaminas en la regulacion de la
secrecion de las gonadotropinas es el realizado por Moguilevsky v col. (1990) quienes
muestran que Ja2 administracién de la «c-metil tirosina (inhibidor de Ia tirosina hidroxilasa), a
ratas de 14 y 16 dias de edad incrementa la concentracion de la FSH y la LT sérica, en
cambio cuando este mismo tratamiento se realiza en animales de 30 dias de edad o adultos

disminuye la secrecion de Ja LH y la FSH no se modifica. Estos resultados los Hevaron a
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sugerir que entre los 14 y 16 dias de edad las catecolaminas ejercen un efecto inhibitorio en la

secrecion de las gonadotropinas y a los 30 dias de edad y en la etapa adulia su efecto es
estimulante,
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Planteamicnto del problema

Con base en los antecedentes mencionados se sefiala que ba secrecion de la GnRH y de
las gonadotroi)inas es madulada por el sistema noradrenérgico, dopaminérgico y
serotoninérgico, los cuales actdan en el hipoléiamo anterior y medio (centros. de regulacion
de 1a secrecion ciclica y tonica de la FSH y la LH). Asi mismo, se sabe que las gonadotropinas
regulan el crecimiento y maduracion del foliculo ovarico y la secrecion de las hormonas
esteroides por este G1gano, eventos que se inician durante los primeros dias de vida de la rata.
Sin embargo; hasta ¢l momento no existe informacion sobre las modificaciones en la
concentraciénlde estos sistemas de neurotrasmisidn en el hipotilamo anterior, medio y
postériof y la concentracion sérica de Ia LH, 17B-estradiol y progesterona, asi como la
vinculacion de estos eventos eon los cambios en el crecimiento y maduracion det foliculo
ovérico durante el desarrollo prepuberal de la rata y en los dias previos a la pubertad. Por

ello, en el presente trabajo se decidio analizar los eventos antes mencionados durante el

desarrollo posnatal de la rata hembra. Los resukados obtenidos en este rabajo, permitiran
~ comprender él'gu‘n'os' de los mecanismos neuroenddcrinos que se establecen en el gje

hipgtilamo-hipafisis-ovario durante ¢l desarrollo de la rata hembra y que culminan con el

inicio de la actividad reproductiva.
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Hipatesis

Los sistemas de peurotransmision regulan la secracion de las gonadotropinas y estas &
su vez estimulan el crecimiento y maduracion del foliculo ovirico y la secrecion ‘de las
hormonas esterides. Por lo que, los cambios én estos dos ultimos procesos durante ¢l

desarrollo prepuberal de Ia rata, estan relacionados con el patrén de secrecion de la LH.

Objetivos

¥ Analizar los cambios en el crecimiento y maduracion del foliculo ovanco durante el

desarrollo prepuberal de la rata.

» Evaluar los cambios en la concentracion de fa LH, 17p-estradiol y progesterona en suero a

1o targo del desarrolio prepuberal de la rata.
> Analizar los cambios en la concentracion de la noradrenalina, dopamina, serotonina y sus

principales métabolitos en el hipotilamo anterior, medio y posterior durante ¢l desarsollo
prepuberal de la rata,
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MATERIALES Y METODOS

* Se utilizaron ratas hembras de 10, 12, 14, 16, 18, 21, 24, 26, 28, 30, 32 35 6 38 dias de edad,

de 1a cepa CII-ZV, las cuales fueron mantenidas en condiciones controladas de iluminacion
con 14h de luz y 10h de obscuridad {uces encendidas de 05:00 a 19:00 horas), con libre
acceso a la madre hasta &l destete (dia 21 de vida) y al alimento y agua desde ese momento

hasta el sacrificio.

Procedimiento de aviopsia

Los animales se sacrificaron por decapitacion, entre fas 14:00 y las 15:30 horas. Se
disecaron los ovarios y el iitero los que se pesaron en balanza de precision. El peso de los

organos se expreso en miligramos (pesos absolutos). Al momento de la autopsia, también se

colecto smgre y se dejé coagular por 30 minutos, se centrifugd 2 3500 rpm durante 15
v .;jl_xi‘nut:p_s.xq_l-subrenadante se almacend a -20°C, para la posterior cuantificacion de LH por

'. ra;lioiqmdhg'ahélisis de doble anticuerpo, y de estrogenos y progesterona por

radioinfmmoanalisis de fase solida (Salve y col,, 1994; Tovar y col., 1984).

En ¢l momento de 12 autopsia, también se extrajo el cerebro y se coloco en solucion

salina fiia, se extrajo y congelé en nitrégeno liquide y se diseco el hipofélamo anterior,
. medio y posterior siguiendo las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (1982) (Apéndice

A). Estas estructuras se almacenaron a -70°C hasta la cuantificacion de NA, DA y 5-HT, ast

comao sus principales metabolitos el acido 4,hidroxi-3-metoxifenitetilenglicol (MHPG por sus
siglas en inglés), el 4cido 3,4-dibidroxifenil acético (DOPAC por sus siglas en inglés) y el
acido S-hidroxiindolacético (5-HIAA por sus siglas en inglés) por cromatografia de liquidos
de alta resolucién (HPLC) (Hadfield y col., 1985).
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La actividad de Ja neurona noradrenérgica, dopaninérgica y serotoninérgica se calculé

conforme la relacion propuesto por Shannon y col. (1986).

Concentracton del metabolito del neurotrasmisor

Actividad nevronal =

Concentracidn del neurotrasmisor

Determinacion de nearotrasmisores y sus metabolitos

En el dia del anilisis las muestras del hipotalamo anterior medio y posterior se pesaron

enuna balanza de precision, se homogeneizaron por sonicacion en 300 pl de 4cido perclorico

(0.1M) en frio y 5¢ centrifugaron a 12500 rpm durante 30 minutos a -4°C. El sobrenadante se

filtro en pape! milipor (poro de 0.2 ym) y 20 ul de éste se inyectd al sistema de

cromatégraﬁa, para la cuantificacion de WA, DA y 5-HT y sus respectivos metabolitos
(Apéndice B).

Cuantificacién de gonadotropinas, progesterona y estrogenos

La cuantificacién de la concentracion sérica de LH se realizé por medio de la técnica '

de radicinmunoanélisis de doble anticuerpo (Salve y col., 1994; Tovar y col 1984). A 100 pl
de suero, se le agregaron 100 ul de anticuerpo de suero de borrego para LH y se incubéron a
temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente se agregaron. 100 pl del segundo
anticuerpo (suero normal de coneja) y se incubaron durante 2 horas, después los tubos fueron
centrifugados a 3000 rpm a —4°C, finalmente el sobrenadante se decantd, se secaron las
paredes de cada tubo y se colocaron en un contador de centelleo para el andlisis. La

concentracion de LH se expresd en ng/ml de suero (Apéndice C).

La cuaniificacién de 17f-estradiol y de progesterona se realizé por

radioinmunoanalisis de fase solida, para lo cual se utilizd un estuche {Coat-A-Count, USA)
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qﬁe consiste de tubos de poliproﬁileno impregnados con anticuerpos de coneja, viales de
hormona marcada ("1 Estradiol v "I Progesterona) y 7 calibradores para realizar la curva
pairén (Progesterona: 0.02, 0.1, 0.5, 2.0, 10.0, 20.0 y 40.0 ng/mi; Estrbgenos: 0.96, 5.0,
10.0, 20.0, 50.0, TS.G ¥ 150.0 pg/ml). A cada tubo se le adicionaron 100 pl de suero
problema, mas 1000 pi de la hormona marcada, todos los fubos se agitaron y se incubaron a
temperatura ambiente durante tres horas. Posteriormente se decantd el sobrenadante de cada
tubo, se secaron las paredes del mismo v se colocaron en un contador de centelleo para su
andlisis. La concentracion de piogesterona se expreso en ng/ml de suero y la de estrogenos
en pg/ml de suero (Salve y col., 1994; Tovar y col,, 1984) (Apéndice C).

Estudio de la poblacién Jolicular

El anilisis de la poblacitn folicular se realizd en ¢l ovario derecho € izquierdo de tres
animales de cada grupo experimental, tomados al azar. Los ovarios fueron fijados en solucion
de Bouin, deshidratados con aleohol y loroformo e incluidos en parafing, se realizaron cortes

_seriados de 10 pm que se tifieron con la técnica de hematoxilina-eosina, Se¢ revisaron todos
los cortes y _cbn la ayuda de un ocular micrométrico se midid €l didmeiro mayor y el
mmeMi@hr de esie en todos los foliculos que presentaron bien definido el nicleo y el
nucléolo del ovocito (Fig. 7). Con el valor de los diametros medidos de cada foliculo se
calculé el dismetro promedio y se clasificaron segin los parimetros propuestos por Hirshfield
(1978) en las siguientes categorias: Foliculos pequefios (<350 pm de didmetro), foliculos
medianos (350-499 pm de didmetro) y foliculos preovulatorios (>500 pm de didmetro).

Los foliculos se consideraron atrésicos cuando presentaron alguna de las siguientes
caracteristicas: 'picnosis de las células de la granulosa, descamacion de las células de la
granulosa en el antro folicular, engrosamiento de la teca v alteracion del ovocito (Greenwald
y Roy, 1994).
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Método

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos del peso corperal y de los drganos, fiteron analizados por fa
prucba de analisis de varianza multiple (ANDEVA) seguida de Ia prueba de Tukey. Los
resultados de la distribucion de la poblacion folicular se analizaron por la prueba de
probabilidad exacta Kruskal Wallis. Los resultados - obtenidos de la concentracion de
neurctrasmisores y sus metabolitos, ast como la concentracién de la LH, 17B-estradiol y
progesterona en plasma fueron analizados por la prueba “t” de Student, sélo se consideraron

significativas aquellas diferencias en las cuales la probabilidad fue igeal o menor a 5%.

ﬁgura 7. Fotomicrngraﬁ'a de un folicule donde se muestra ia medicion de los didmefros

foliculares, Diamietro promedio =(Dy + D; )2
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Peso de drganos

RESULTADOS

En el cuadro 1 se muestran Jos resultados del peso corporal y de los érganos de los animales
sacrificados a diferentes edades, donde se observa el incremento en el peso corporal y la masa
ovarica conforme avanza la edad de los animales, y este incremento es mas evidente al final

de la etapa peripuberat (35 y 38 dias) Al nicio de a etapa infantil (10 y 12 dias) el peso del

Gtero no presenta diferencias significativas, mientras que ef peso del drgano se incrementa a

los 14 dias y este evento se mantiene conforme avanza la edad del animal. Sin embargo, a los

2 dias el peso del Gtero disminuye, para después incrementar en las edades siguientes y al
- final de 1a etapa peripuberal (38 dias) se observa el mayor pese de este érgano (cuadro 1y

- Fig, 15).

Cuadro 1. Media £ e.c.an. del peso corperal (PC), masa ovarica (MO) y pese del itere,

~ de ratas sacrificadas a diferentes edades del desarrollo prepuberal.

Edad (dias) | n PC MO (mg) Ttero (mg)
] 10 il 230+12 39207 37£1.3

12 lll 289402 33090 56+03
P 0 23211 56209 BI220
16 9 345%1.1 10.5+08 303£2.7
18 8 387+19 19022 317222
21 10 44.8+27 196%1.1 30.5+£2.9
24 T 54023 4» 243x1.2 449x29
26 12 56.6+23 25.7__:*: 23 416+ 1.6
28 9 65018 26.3+1.8 50325
30 11 76322 23714 555+£37
32 i1l 206235 25815 749+ 86
35 11 95719 26920 87.4+103
33 % 938+19 274x21 138.3+£20.7

# <0 05 vs. edad anterior (ANDEVA, seguida de 1a prucba de Tukey).
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Resultados

Poblacién folicular

En la cuadro 2 v figura 8 se presenta la media del mimero de foliculos totales

presentes en los ovarios de las ratas sacrificadas durante el desarrollo prepuberal. En los

ovarios de los animales sacrificados al inicio de la etapa infaniil (10 dias) se observa un

atimero grande de foliculos, mientras que a los 12, 14, 16 y 18 dias disminuye y se incrementa

al inicic de las etapas juvenil (21y 24 dias) v peripuberal (32 dias). En cambio, en las edades

restantes nuevamente disminuye la cantidad de foliculos totales y el menor namero de

foliculos se observa a los 14 y 35 dias de edad. De los 12 a los 24 dias se observa una

correlacién entre el peso del ovario y el nimero de foliculos totales, mientras que en Ins

siguientes edades no se presente esta relacion.

Cuadro 2. Niamero de foliculos {media £ e.e.m.) y su.distribucién por range, en los

ovarios de ratas sacrifieadas a diferentes edades del desarvollo prepuberal.

Edad | Foliculos Folicules < de 350 um Foliculos de 350-499 pm
(dias) | Totales | Sanos Atrésicos Sanos Atrésicos
10 [1638£113 | 1598%129 | 85%17 : -
12 | 940201% | 847295% | 93225 - :
14 | 153299 | 69.7%9.1 57515 . :
16 |1003262 | 850255 | 1532157 - .
18 (13242142 | 10882114 | 210 232 10£04 16506
21 |20172222%] 15602 17.6%] 37547% | 52414% | 27204
34 |22472160 | 18072145 | 327%44 5010 ¢3104°
% | 840£104%] S93£185%| 1032207 [ TiEzi0r | 23%08°
28 |11232215 | 8302160 | 223%45°% | 40%07* | 38207
30 |1270242 | 1023242 128211 68516 3212
32 |16255402 | 13252352 | 158259 | 68207 35306
35 | 750234% | 393223% | 65%12 28:07 30506
38 | 945=111 | 613586 | 150%£35*% | 50%10 §3:12°

* p< 0.05 vs, edad anterior (Prueba de Kruskal Wallis).
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|- J il
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* 0<0.05 vs. edad anterior (Prusha de Kruskal Wallis).

Figura 8. Media del ndmero de foliculos totales y masa oviarica (MO) de ratas
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo prepuberal.

Al analizar e} estado de estos foliculos (sanos o atrésicos), se observa que en los
ovarios de los animales de la mayoria de las edades estudiadas predomina la poblacién de
foliculos sanos. Sin embargo, al final de la etapa infantit (16, 18 y 21 dias) e inicio de la
yuavenil (24 dias) el indice de atresia se incrementa, este mismo evento se observa a los 28 y 38
dias de edad (Fig. 9).

Al reglizar e} anilisis de fa poblacion folicular de acuerde al didmetro se observa que
durante Ia mayor parte de Ia etapa infantil (10, 12, 14 y 16 dias), solo se presentan foliculos
pequeiios (Fig. 10y 12), a pantir de los 18 dias ya se encuentran foliculos medianos (Fig. 10,
12 y 13), mientras que los foliculos preovulatorios aparecen a la mitad de la etapa juvenil (26
dias) (Fig. 10 y 13). El mayor atimero de foliculos pequefios se presenta en los ovartos de los
animales sacrificados a los 10, 21, 24 y 32 dias, mientras que en las demés edades el niimero
de foliculos es menor. En cuanto a la poblacion de los foliculos medianos, s¢ empieza a
incrementar conforme se desarrolla el animal, alcaniza el valor maximo a los 26 dias de edad,
y en las sipuientes edades disminuye, y nuevamente se incrementa al final de la etapa

peripuberal (38 dias). Los foliculos preovulatorios se encuentran presentes en 1os ovarios de
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—em——
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los animales sacrificados a partir de los 26 dias de edad. El mayor nimero de este tipo de
foliculos se observa en los ovarios de 1os animales de 32 y 38 dias, mientras que a los 28, 30

y 35 dias disminuyen (Fig, 10).

>

160

1204
80

40/

’ 1 5 30
10 12 14 16 18 21 24 20 28 [ 22 3% 38 ggaqdias)

Etapa infantil Etapa juvenil Etapa peripuberal

* p<0.05 vs. edad anterior (Prucba de Kruska? Wallis) (foliculos sanos)
+ p<0.05 vs, odad anterior (Praeba de Knuskal Wallis) (foliculos atrésicos )

Figura 9. Media del namero de foliculos sanos {S) y atrésicos (A) presentes en los
ovarios de ratas sacrificadas a diferentes edades del desarrolio prepuberal.

La incidencia de atresia en los foliculos pequefios es alta alos 16, 18, 21, 24 y 28 dias
de vida, y a partir de los 16 dias se observa una tendencia al incremento en el nlimero de
folicules pequefios sanos. Asi mismo, el indice de atresia de los foliculos medianos e5 alia en
la mayoriz de las edades estudiadas, excepto a la mitad de la et;pa Jjuvenil (26 dias) donde se
observan muchos foliculos medianos sanos. Considerando el estado de los foliculos
preovulatorios, se observa que existe un mayor nimero de foliculos sanos al final de la etapa

peripuberal (38 dias) en relacién a las otras edades estudiadas (Fig. 11y 13).
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300, Foliculos < 350 pm
2501
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18, Folicutos de 350-499 pm

16 12 14 16 18 21 24 26 28 30 32 3B 3@

Foliculos > 500 ym *

Nomero
S = N Aot B

1|0_ 12 14 16 18 Z‘L 24 26 28 30 ﬁ% 35 38 Edad (dias)
Etapa infantit Etapa juvenit Etapa peripubera)

* p<0.05 vs. edad anterior (Prucba de Kruskal Wallis)

Figura 18, Media del namero de foliculos por range presentes en §os ovarios de ratas
sacrificadas a diferentes edades del desarrollo prepuberal.

41

o

T L Wy N L




Resultados

et e e P —
—————

240

Feliculos < 350 pm S

200 4 ms

1604

120 1

Nimerc

804

50

161

14
| 2]
: _ 10

Foliculos de 350-499 pm

Nimero
(/]

68 4
4 1

10 12 14

Foliculos > 500 ym *

1

T10 12 14 16 18 21 24 26 28 30 32 35 38  Edad (dias)
{ L T

Etapa infantil Etapa juvenil Etapa peripuberal

* p<0.05 vs. edad anterior (Prueba de Kruskal Wailis) (foliculos sanos )
< p<0.05 vs. edad anterior (Prueba de Kruskal Wallis) (foliculos atrésicos)

Figura 11. Namero de foliculos sanos (S) y atrésicos (A), presentes en los ovarios de
ratas sacrificadas a diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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Figura 12. Fotomicrografia de cortes histolégicos de 10 pm de ovarios de ratas. A)
ovario de rata de 12 dias, en el que se observan folicules primordiales y pequeiios, los
cuales son caracteristicos de la etapa infantil (40 x); B) ovario de rata de 21 dias, se
muestran foliculos pequeiios y medianos, en algunos aparecen pequeiias lagunas de
liquido folicular, este tipo de folicules predominan al inicio de Ja etapa juvenil (40 x).
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Figura 13. Fotomicrografia de cortes histologicos de 10 pm de ovarios de rata. A)
ovario de rata de 26 dias, se observan foliculos medianos que presentan un antro de
mayor tamaiio, este tipo de foliculos predominan al final de la efapa juvenil (40 x); B)
ovario de rata de 38 dias, se observan dos foliculos preovulatorios sanes (40 x).
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Patron de secrecion de 1a LH y concentracion de estrogenos y progesterona en sucro

En Ia figura 14 se muesira ef comportamienio en la secrecion de {a LH durante ¢f
desarrollo prepuberal de la rata, a la mitad de ta etapa infantil (14-16 dias) se observa un pico
de secrecion e esta hormona, mientras que en las siguientes edades permanece baja y tiende

a incrementarse al final de 1a etapa peripuberal (38 dias).

0 12 1 16 18 2 4 26 2 30 2 B Edad (dfas)

‘Elaps infantil Etapa juvenil Etapa peripuberal

' Figura 14. Comportamicato de la secrecion de Ia LH a lo largo del desarrollo

prepuberal de [a rata.

En la ﬁgura 15 se muestra la concentracion sérica de progesterona y estrogenos
duranta el desarrollo prepubiral de la rata, se observa que la concentracion de progesterona
«s baja durante todo el desarrollo del animal, mientras que af final de Ia etapa peripuberal (35
y 38 dias) se incrementa de manera significativa respecto a las otras edades. La
concentracion de estrégenos tiende a aumentar conforme el animal se desarrolla hasta los 24
dias de edad, en la edad posterior nuevamente disminuye y se incrementa a los 28 y 30 dias,
sin embargo estos cambios no son estadisticamente significativos. Mientras, que al final de la
etapa peripuberal (38 dias) fa concentracién de estrégenos aumenta de manera sigMﬁwtﬁa
respecto a las edades anteriores. Durante la etapa infantil (14, 16, 18 y 21 dias) e inicio de la

juvenil (24 dias), existe una correlacion entre la conceniracion sérica de estrogenos y el peso

45




Resultados -

— — —— ———— —————

de! Gtéro y esta relacion es mas evidente al final de [ etapa petipuberal (38 dias).
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pg/mi de suso

ng/mi da suero

40
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10 12 14 16 18 2;1 24 26 28 30 J32 35 as Edad (dias)
i ] L

Etapa infantil Etapa juvenil Etapa petipuberal

* p<.05 vo. edad anterior (“t" de Student).

Figura 15. Mediaze.c.m. de In concentracion sérica de 17f-estradiol (E), progesterona
(P} y peao @el dtero (U) (mp) de ratas sacrificadas a diferentes edades del desarrollo

prepuberal,
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Sistema noradrenérgico

En los resultados se observa que la concentracion de NA en el hipotalamo anterior
aumenta al final de la otapa infantil (16 y 18 dias), mientras que en la tapa juvenil se observan
dos piéos de secrecion de este neurotrasmisor (26 y 30 dias), en los dias previos a la pubertad _
{35 ¥ 38 dias) Ja concentracion de NA es simifar a la observada al final de la etapa infantil
(Fig. 16). En ¢l hipotilamo medio los cambios en la concentracion de este neurotrasmisor,
durante las etapas juvenil y peripuberal son similares a los observados en el hipotalamo
antericr (Fig. 17). En el hipotilamo posterior ]a concentracién de NA es constante durante la
etapa i_nfamii, mientras que durante la fase juvenil se presentan dos picos de secrecion (26 y
30 dias). A los 24, 28.y 32 dias la concentracion se encuentra por debajo de la sensibitidad del
método (0.01 ng) (Fig. 18).

La concentracion del metabolito de la néradrenalina el MHPG en el hipotilamo
anterior y medio ¢s mayor al inicio de la etapa infantil (12 y 14 dias), mientras que en las

- -edades restantes s¢ mantiene baja (Fig. 16 y 17). En cambio, - en ¢l hipotalamo posterior la

mayor concentracion del MHPG se observa a los 10, 12, 14, 28 y 32 dias de edad (Fig. 18),

En el hipotilamo anterior y medio se observan dos picos de actividad del sistema
noradrenérgico durante la fase infantil (12 y 21 dias), uno en la etapa juvenil (28 dias) y otro
en la peripuberal (32 dias), mientras que en ¢l resto de las edades la actividad disminuye (Fig.
16 y 17). En el hipotilamo posterior también se presentan cuatro picos de actividad de la
neurona noradrenérgica a los 12, 14, 21 y 26 dias de edad (Fig. 18).

47




Resultados

[ +]
I

s 1 Y

ng/myg de isjido
£ L3 in

2]
—

. Y
- . ¥
o - o ~-.__t -, ".""
g

0 ol ' T LI LIP% &
g T —T L <

0 10 12 14 16 18 21 24 26 28 30 32 35 38

[MHPEYTNAY
2-
| 16
|
" 1.2
0.5 |
04 |
0 w e L] - - T T i T
0 10 12 14 16 18 21 24 26 28 30 32 35 38 Edad(dias)
[ ]l | N

Etapa infantil Etapa juvenil Etapa pefipuberal

¥ p<0.05 vs, edad anterior (“¢* de Student) (NA).
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Figura 16, Mediaté.e.m, de la concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA),
del acido 4,hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) y la actividad de la neurona
noradrenérgica ([MHPG)/[NA]) en ¢l hipotilamo anterior de ratas sacrificadas a
diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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* p<0.05 vs. edad antesior (“i” de Student).
< p<0.05 v5. edad anterior (1" de Student) (MHPG).

Figura 17, Mediaze.e.m. de Ia concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA),
del Acido 4,hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) y la actividad de la neurona
noradrenérgica ((MHPGJ/NA]) en ¢l hipotilame medio de ratas sacrificadas a
diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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* p<0.05 vs. edad ankerior (7 de Student).

Figura 18. Mediate.e.m. de Ix concentracion (ng/mg de tejido) de noradrenalina (NA),
del dcido 4.hidroxi-3-metoxifeniletilenglicol (MHPG) y la actividad de Ia neurona
noradrenérgica ([MHPG)/[NA]) en ¢l hipotilamo posterior de ratas sacrificadas a
diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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Sistema dopaminérgico

'En las figuras 19, 20 y 21 se muestran los cambios en la concentracion de dopamina,
del metabolito (DOPAC), asi como la actividad de la neurona dopaminérgica en ¢l hipotalamo
anterior, medic y posterior durante el desarrolio prepuberal de la rata. En el hiﬁotélamo
anterior se nhservaruna mayor concentracion de la DA en la parte media y al final de la fase
infantil {16 y 21 dias) v en las siguientes edades permanece baja, mientras que al final de la
etapa pefipuberal (38 dias) nuevamente aumenta (Fig. 19). En el hipotilamo medio la
concantracion de este neuroirasmisor es baja durante la etapa infantil y se incrementa al final
de la misma (18 y 21 .dias) y-alcanza la maxima concentracién al inicio de la etapa juvenil {24
dias). en las edades signientes disminuye y se mantienen constante (Fig. 20). La concentracion
de dopamina en el hipotdlamo posterior presente cambios similares a los observados en el
hipotalamo medio, sin embargo la mixima concentracion de este neurotrasmisor se observd
hasta los 26 dias, y alos 28 y 30 dias Ia concentracion estuvo por debajo de 1a sensibilidad del
método (Fig. 21). En el hipotalamo anterior, medio y posterior la concentracidn del DOPAC
es baja ' todas Ja edades estudiadas (Fig. 19, 20y 21).

Durante la etapa infamtil, s¢ cbservan dos picos de actividad en el hipotalamo anterior
(16 y 21 dias) (Fig. 19). En el hipotalamo medio la actividad de este sistema de
neurotrasmision fue mayor a los 14 v 28 dias de edad, mientras que en ¢ resto de la edades
disminuy6 (Fig. 20). Por otra parte, en el hipotdlamo posterior se observa una gran actividad
de ia neurona dopaminérgica al inicio de la fase infantil (12 dias), en la siguiente edad
disminuye y se incrementa al final de esta etapa (16 a los 21 dias), para disminuir ruevamente

en la etapa juvenil y aumentar al inicio de la peripuberal (32 dias) (Fig. 21).
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Figura 19. Mediate.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de dopamina (DA), del
dcido 3.4-hidroxifenilacético y Ia actividad de la npearona dopaminérgica
{IDOPACHIDA]) en ! hipotilame anterior de ratas sacrificadas a diferentes edades
del desarrollo prepuberal.
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Figura 20, Mediaze.e.m. de Ja concentracién (ng/mg de tejido) de dopamina (DA), del
dcido 3.4-bidroxifenilacético y la actividad de Ila neurona dopaminérgica
(IDOPACYIDA]) en el hipotitamo medio de ratas sacrificadas a diferentes edades del
desarvollo prepuberal.
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Figura 21. Mediate.e.m. de la concentracion (ng/mg de tejido) de dopamina (DA), del
dcido 3,4-hidroxifenilacético y Ja actividad de Ia neuroma dopamimérgica

{(DOPACH[DA]) en el hipotilamo posterior de ratas sacrificadas a diferenies edades
dd desarrollo prepaberal.
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Sistema serotoninérgico

En los resultados se observa que en el hipotalamo anterior la concentracion de este
neuroirasmisor es alta ai inicio de la etapa infantil (12 dias), mientras que a los 14 dias se
presenta una disminucion significativa y se mantiene constante durante el resto de la etapa.
Durante la etapa juvenil v peripuberal, 1a conceniracion de la 5-HT tiende a aumentar (Fip.
22). Durante la mayor parie de la etapa infantil la concentracion de este neurotrasmisor en el
hlpotéiamo medlo es baja, con excepcion de los 18 dias puesto que en esta edad aumenta y en
las a:gumnt&B etapas disminuye y se mantiene constante (Fig. 23). En el hipotalamo postertor
la concentracitn de serotonina no presenta cambios durante 1a etapa infantil y en la juvenil y

peﬁpuberal aumenta gradualmente y la mayor concentracion se observa a los 26 y 38 dias de
edad (Fig. 24).

La concentracién del 5-HIAA en €] hipotdlamo anterior es alia durante la mayor parie
del desammollo prepuberal, excepto en los dias previos a la pubertad (35 y 38 dias) donde se
abserva que disminuye (Fig. 22). En el hipotdlamo medio Ja concentracion de este metabolito
€5 MUy singitar a la concentracién del neurotrasmisor durante el inicio de Ia etapa infantil (12,
14y 16 dfas), sin embargo su conceniracion permanece constanie durante las fases infantil e
inicio de 1a juvenil (10 a 10s 26 dias), al final de la etapa juvenil aumenta la concentracion de
5-HIAA y diminuye en la peripuberal (Fig. 23). En el hipotilamo posterior se observa que
durante fa mayor parte de la etapa infantil (10, 12, 14, 16 y 18 dias) la concentracién del

metabolito es igual 2 la del neurotrasmisor. Mientras que, en las siguientes etapas es menor

(Fig. 24).

En el kipotilamo anierior y posterior se observa un comportamiento similar en la
actividad de la neurona serotoninérgica. Durante la etapa infantil la actividad de este sistema
es alta (10, 12, 14, 16 y 18) y disminuye en las siguientes etapas (Fig. 22 y 24). En cambio, en
¢l hipotilamo medio la actividad de la neurona serotoninérgica es mayor a los 14 y 24 dias y

en las otras edades estudiadas es baja (Fig. 23).
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Figura 22. Mediate.e.m. de 1a concentracion (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT),

del Acide

S-hidroxi-indolacetico (5-HIAA) y la actividad de Ja  neuroma

serotoninérgica  ([S-HIAA)[5-HT]) en el hipotilamo anterior de ratas sacrificadas a
diferentes edades del desarreollo prepuberal.
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Figura 23. Mediaze.e.m, de la concentracion (ng/mg de tejido) de serotonina (S-HT),
del acido S-hidroxi-indelicetico (5-HIAA) y la actividad de la neurona

serotoninérgica  (J5-HIAAJ{S-HT]) en ¢l hipotidlamo medio de ratas sacrificadas a
diferentes edades del desarrollo prepuberal.
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Figura 24. Mediate.cm. de la concentracion (ng/mg de tejido) de serotonina (5-HT),
del dcido S-hidvoxi-indolicetico (5-HIAA) y la actividlad de Ja  newrona
serotoninérgica  ([S-BIAAV[S-HTD) en ¢l hipotalamo posterior de ratas sacrificadas
a diferentes edades del desarrolio prepuberal.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten sugerir que durante e} desarrollo
prepuberal de la rata se producen cambios significativos en la actividad de los sistemas
noradrenéigico, dopaminérgico v seratoninérgico del hipotilamo, que estin vinculados con el
desarrollo de los mecanismos neuroendgcrinos que regulan la secrecion de las gonadotropinas
y. el crecimiento y maduracion del foliculo ovarico. Asi mismo, muestran que durante el
desarrollo prepuberal de 1a rata se presentan ondas de crecimiento y atresia folicular, como ya

ha sido planteado previamente (Ojeda y Urbanski, 1994).

En este estudio se observd que el peso corporal de la rata se incrementa con la‘ edad
del animal, esio concuerda con lo descrito por otros aufores (Araki y col, 1975, Ojeday
Jamenson, 1977; Hirshfield, 1994). El aumento en peso del animal es mas evidente a partir de
la fase juvenit (24 dias), este evento posiblemente este asociado a la mayor secrecion de la
GH. En apoyo 4 esta intei*pretacidn Ojeda y Jamenson (1977) y Ojeda y Urbanski (1994),

_ mostraron que durante la fase neonatal e infantil (desde el nacimiento hasta los 21 dias de
B vida), Ia conéentraéién plasmitica de la GH es baje, pero al final de ¢sta etapa se incrementa
con relacion a las edades i)reVias, lo cual se traduce en una mayor tasa de crecimiento del
animal. Asi mismo, Ojeda y Jamenson (1977) observaron que durante el desarrolio
peripuberal (dias previos a 1a pubertad), la concentracién de ia GH es mas zlta, lo que explica
que durante la etapa peripuberal (32, 35 y 38 dias) sea més evidente ¢l incremento en peso
del animal (Cuadro 1). '

Existe una relacién entre la concentracion de la GH vy el crecimiento de los animales
(Ramaley, 1979; Goodman 1995; Bowres y col., 1991). Se ha mostrado, que la GH estimula
el crecimiento y el desarrollo somético posnatal y cuando existe deficiencia en la produccion
de esta hormona en nifios y animales jovenes, estos crecen a una velocidad mucho menor y la
maduracién sexual se rétrasa, la masa corporal magra disminuye, mientras que la masa grasa
aumenta (Rarhaley, 1979, Génuth,1993). En apoyo a los antes mencionado, se ha mostrado

que la deficiencia de GH en los humanos durante la etapa infantil detiene el crecimiento o
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provoca enanismos (Goodman y col., 1995). Mientras que, en la rata la administracion del
factor liberador de 1a hormona de crecimiento (GHRP) incrementa el peso corporal (Bowres
yeol, 1991).

Los resultados de este estudio muesiran que el peso del ovaric aumenta durante el
desarrollo prepuberal de la rata y corrobora lo ya observado por otros autores (Ojeda y
Ramirez, 1972; Araki v col., 1975). En nuestros animales este incremento es mas evidente al
final de la etapa mfanul (18 dias). Este hecho posiblemente esta vinculado con un mayor
desarrolio folicular, ya que a partir de esta edad en el ovario se observd el aumento en el
uimiero de foliculos totales y ademas aparecen los foliculos de tamafio mediano (Fig. 8 y 10).
Esta idea concuerda con lo reportado por Knudsen y col. (1974, citado en Byskov 1978),
quienes mostraron gue ¢l aumento del peso del ovario esta asociado con el aumento en el

mimero de foliculos antrales grandes y un mayor peso del Gtero.

En cambio, al final de 12 etapa juvenil y peripuberal no se observa una correlacién
entre ¢l peso del ovario v el nimero de foliculos, posiblemente debido a que durante esta
parie del desarrollo del animal el incremento en peso del drgano es el resultado de otros
compartimentos como es el intersticial, esta idea es apoyada por las evidencias que sefialan
que la teca de los foliculos atrésicos origina a la glardula intersticial (Dominguez y col. 1991,
Greenwald y Roy, 1994), y en nuesiro estudio se observo que en la parte media de la etapa
infantil y al final de la juvenil aumenta el indice de atresia.

Conforme avanza e! desarrollo del animal también observamos el aumento del peso
del ﬁtem {Fig. 15), este evento posiblemente esta vinculado a la mayor produccién de
estrogenos por parte del folicula ovérico, va que como se ha descrito a medida que el foliculo
crece este adquiere la capacidad de secretar mayor cantidad de estrogenos en respuesta a la
accion de las gbnadmropinas {Dominguez y col., 1991; Greenwald y Roy, 1994 y Ojeda y
Urbanski, 1994). La idea de que los estrogenos inducen el aumento de peso del dtero es
apoyada por las evidencias que sefialan que las hormonas ovaricas promueven una serie de

eventos fisiologicos tales como su accién mitogénica sobre las células epiteliales, desarrollo
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del endometrio y la acumulacién de liquido en el lumen del ttero (Finn y Booth, 1977, Feder
1981; Dominguez y col., 1991). Cuando disminuye la secrecidn de estrégenos se observa la
atrofia del vitero v su administracidn, revierte este evento (Finn y Booth, 1977). En conjunto
estas evidencias sefialan que las hormonas ovéricas son esenciales para mantener el

crecimiento de este drgano.

Sin embargo, el aumento en peso del itero observado entre los 26 y 35 dias de edad
no se -correlaciana con la concentracion de estrogenos en suero (Fig. 15), este vento
posiblemente esta vineilado a Ia participacion de otras hormonas como la progesterona y
factores como el IGF-I y EGF, cuya secrecion y aparicion de sus receptores es regulada por
fos estrogenos. Ademas, el IGF-I estimula Ia mitosis en varios tejidos y se ha mostrado que el
fitero posee receptores para dicho factor, mientra que el EGF tiene efectos similares a los
estrigenos en ¢l desarrollo del del Ggano (Brenner y Slayden, 1994).

El incremento mas evidente del 6rgano al final de la etapa infantil y el mayor peso en
los dias previos -a la apertura vaginal (dia 38), coincide con la aita concentracion de 17B-
estradioi observada en estas etapas (Fig. 15). Otro aspecto a considerar es que se ha
mostrado que al final de la fase infantil la concentracion de o-fetoproteina, que se une
fuertemente a los esuf;__genos ¢ impide que estos ejerzan su accion bioldgica, disminuye de
forma gradual conforme avanza la edad del animal (Ojeda y Urbanski, 1994), lo cual se
traduce en el mayor desarrollo del Grgano observado en este estudio. En conjunto nuestros
resultados y los de otros autores (Finn y Booth, 1577; Feder, 1981; Dominguez y col., 1991,
Qjeda y Urbanski, 1994), apoyan la idea de que los cambios en el peso del dtero estan

asociados a los de las hormonas esteroides ovéricas y los factores de crecimiento.

Se ha descrito que el crecimiento y Ja diferenciacidon de los foliculos ovaricos sen
regulados por las gonadotropinas, esteroides oviricos y Ios factores de crecimiento. Los
foliculos que inician su crecimiento siguen dos caminos: crecer y llegar a ovular o entrar al

proceso de atresia. (Greenwald y Roy, 1994; Hsueh y col., 1994). En nuesiro caso el analisis
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de la poblacién folicular indica que durante el desarrollo prepuberal se presentan ondas de

desarrollo y atresia.

Se ha observado, que el tiempo que tarda un foliculo en flegar a las etapas dé atresia
avanzada y desaparecer del ovario, depende de su tamafio y de la especie en estudio. En el
ovario de la coneja un foliculo grande atrésico tarda en ser reabsorbido 7 dias
aproximadamente (Hill y White, 1923 citado en Byskov 1978). Micntras que, en ¢l ovario del
ratén los foliculos atrésicos perduran de 8 a 10 dias (Peters y Levy 1966 citado en Byskov
1978). Con base en estas evidencias es posible pensar que en las edades donde disminuye el
nimero de foliculos sanos y no se pbserva e} aumento en el indice de atresia, posiblemente se
deba a que tnicamente se tomaron en cuenta los foliculos en las primeras etapas de atresia,
(foliculos con nicleo y nucléolo en el ovocito) y no se consideraron los foliculos en atresia
avanzada (foliculos sin ovocito), los cuales aun se encuentran en e! ovario y se integran al

compartimento insterticial.

El mayor nimero de foliclos con dismetro menor a 350 pm observado en los
ovarios de los animales sacrificados al inicio de la etapa infantil (10 dias) (Fig. 10),
posiblemente no se debe exclusivamente a la accién de la FSH, dado que se sefiala que
duranie 1a etapa neonatal, fa concentracién de esta hormona es baja y comienza a aumentar al
final de la misma (Dohler y Wuttke, 1974, 1975; Ojeda y Urbanski, 1994). Sin embargo, no
se puede excluir la participacién de la FSH en el crecimiento del fo!ic;slo a esta edad, debidoa
que se ha mostrado que cuando se bloquea Ia liberacién de la GnRH y la FSH en la etapa
neonatal se retrasa el crecimiento folicular (Van Campellen y col,, 1989). Otro evento gue
posiblemente contribuy6 al aumento en el niimero de foliculos pequefios en esta edad es e
TGFa, dado que se sefiala que Ta concentracion de este factor aumenta al final de la etapa
infantil (Qjeda y Urbanski, 1994} y su funcidn en el ovario es estimular la proliferacion de las

células de la granulosa ¥ como consecuencia el desarrolfo del foliculo (Skinner y Parrott,
1994),
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Es posible que 1a baja concentracion de gonadotropinas durante la etapa neonatal
(Dihler y Wuttke, 1974, 1975; Ojeda y Urbanski, 1994), se reficje en Ia disminucion en e
nfimero de foliculos pequefios sanos en fa etapa infantil (12 y 14 dias), lo que nos permite
pensar que a estas edades se presentd un alto indice de atresia folicular (Fig. 25). Es posible
que la concentracidn de gonadotropinas a los 10 dias de edad es insuficiente para mantener ef
crecimiento de los foliculos que iniciaron su desarrollo duranie la etapa neonatal, como
consecuencia la mayoria de estos sufren atresia, lo que se traduce en la disminucion de los
foliculos sanos observado en la mayor parte de la etapa infantit (12, 14 y 16 dias) y
posiblements tal evento esta vinwlad6 al aumento del indice de airesia, que en esta etapa no
se observo, debido a que unicamente se consideraron los foliculos en etapas iniciales de
atresia (Fig. 11). Esta idea es apoyada por las evidencias que sefialan, que cuando los
foliculos son expuestos a la FSH no s¢ manifiesta ¢l proceso de atresia vy continiian su
desarsollo hasta alcanzar la efapa de foliculos preovulatorios, asi mismo la administracion de
los estrégenos induce el desarrollo folicular debido a su accidn mitogénica en las células de fa
gramlosa (Greenwald y Roy, 1994, 1994; Hsueh y col., 1994),

En fos resuftados de este estudio se observa que duranie ¢l aumento det indice de
atresia folicular la concentracién de estrégenos permanece baja (Fig. 25). Una posible
explicacién, a este hecho seria que en los foliculos atrésicos esta disminuida la secrecién de
esta hormona, ya que como se ha descrito la atresia es un évenio asociado a la disminucién en
la actividad de la enzima aromatasa y como consecuencia aumenta la concentracion de los
andrégenos (androstenediona y testosterona principalmente) (Ramaley, 1979, Greenwald y
Roy, 1994), como ya se ha mostrado que ocurre en la etapa infaniil (Ddkler y Wuttke,
1975). Asi mismo, se ha descrito que los androgenos inhiben la actividad de la aromatasa y su
administracifn a ratas hipofisectomizadas tratadas con estrégenos, incrementa el nimero de
¢élulas picnoticas en la granulosa e induce la degeneracion del ovocito (Greenwald y Roy,
1994; Hsueh y col., 1994).

Es posible que esta alta concentracion de androgenos durante la etapa infantil, este

vinculada a la mayor secrecién de la LH al inicio de esta ctapa observada en nuestros
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resuiltados (Fig. 14 y 25). Esta idea es apoyada por el hecho de que la LH induce la
transformacion de progesterona a andrdgenos, los cuales posteriormente son aromatizados en
las células de la granulosa. Sin embargo, se ha mostrado que en los ovarios de las ratas
neonatales, donde predominan los folicu!os-pequeﬁos, la produccion de estrgenos es baja
(Ramaley, 19795 Gore-Langton y Armstrong 1994). En conjunto, estas evidencias nos
permiten sugerir que los andrégenos secretados por la accién de la LH, no son aromatizados
rapidamente, por lo que se acumulan e inducen atresia folicular. Esta idea es apoyada por
nuestros Fesultados, donde se observa baja concentracién de estrdgenos al inicio de la etapa
infantil, es posible que esto se deba principalmente a que en los ovarios de estos animales
predomina fos foliculos pequefios sin antro. Se sefiala que durante Ja etapa neonatal el
compartimento insterticial es la principal fuente de hormonas estercides debido a que en estas
células se ha detectado actividad de la A’-3B-dihidroxiesteroide  deshidrogenasa. Sin
embargo, no se puede descartar la participacién de los foliculos preantrales dado que poseen
reoeptores ala FSI-L Con base en estas evidencias experimentales, es posible sugerir gue la
producciﬁn de Bs!ragmos ‘durante ia fase neonatal e infantil, se lleva acabe por la
panicipa:cién entre los foliculos preantrales y las células insterticiales, como ya ha sido
planteado previamente (Ramaley, 1975} Gore-Langton y col., 1994).

La alta concentracién de LH, observada durante la etapa infantil se debe a varios
factores, uno de ellos es que durante esta etapa la sensibilidad de la hipofisis a la GnRH
aumenta, lo cual esta vinculado a un mayor nimero de receptores a la misma. Asi mismo, €l
mecanismo de retroalimeniacion negativo ejercido por los esteroides en la secrecion de. las
gonadotropinas no es ﬁmcional,' debido a la presencia de la a-fetoproteina (Fig. 25) (Beca y
Villalobos, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

Se ha reporitado que Ja concentracion de la FSH en plasma empieza aumentar a partir
de los 12 dias de edad y alcanza su mayor concentracion alrededor del dia 15 (Dohler y
Wutike, 1974, 1975; Ojeda y Urbanski, 1994), este hecho permite explicar ¢l porque al final

de la etapa infantil (18 dias) un mayor nimero de foliculos inicié su desarrollo, lo cual se
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rafleid en el aumento en el nimero de foliculos pequefios y alcanza su méiximo nimero al
inicio de Iz etapa juvenit (21 y 24 dias) (Fig. 10, 25 y 26).

'Villavioencio y Dominguez (1993), mostraron que en los ovarios de animales
inmaduros (21 y 24 dias de edad) tratados con PMSG se incrementa el didmetro folicular
promedio a las 72 horas postratamiento. Por ello, es posible pensar que el mayor mimero de
foliculos presentes al inicio de la etapa juvenil, se debe en parte a la accion de la FSH. La
importancia ﬂe las gonadotropinas para mantener el crecimiento del foliculo, también es
apoyada por las evidencias que sefialan, que al bloguear el incremento en la secrecion de la -
FSH durante 1a etapy infantil, dismingye el niimero de foliculos medianos y grandes en la fase
peripuberal (35 dias) (Uilenbroek y col.,, 1976; Uilenbroek y Wolff-Exalto, 1979). Con base
en nuestros resultados y los reportados por otros, es posible sugerir que ¢l aumento en la
concentraciin de las gonadotropinas en hembras inmaduras es necesario para mantener el

crecimiento folicular, .

Enla fata, ¢l desarvollo del foliculo tiene una duracion de 17 a 19 dias (Hage y col,,
1978; Dominguez y col., 1991'}, lo que explica Ia falta de foliculos medianos y preovalatorios
(>500 pm) en los ovarios de los animales sacrificados durante la mayor parte de la etapa
infantil (10 a 18 dias) (Fig.-10). Asi mismo, en nuestros resuftados se observa que la aparicion
de foliculos medianos al ﬁnnl de la etapa infantil (18 dias), se acompaﬁa‘ del incremento en la
concentracién de estrogenos (Fig. 26). Por lo que es posible que esta hormona al actuar de
“manera conjunta con la FSH, estimule el crecimiento y diferenciacion del foliculo ovarico. Al
momento se sabe que los estrgenos inducen la aparicidn de los receptores 2 la FSH en las
células de la granulosa, lo que se traduce en un mayor desamrollo del foliculo ovérico (Joanne
y col., 1976; Ramaley, 1979). Estas evidencias experimentales explican en parte, el incremento
en ¢l desarrollo folicular observado al inicio de fa etapa juvenil (21 y 24 dias).

+  Les cambios en la concentracién de estrégenos no son significativos durante la mayor

parte del desarrollo prepuberal (Fig. 15). Sin embargo, se observan tendencias que coinciden

con las ondas de desarrolto folicular y el aumento en el indice de atresia. Es decir, se observa
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que la concentracion de 17P-estradiol tiende a aumentar cuando se da la onda de desarrollo

folicular, y tiende a disminuir cuando incrementa el indice de atresia durante la etapa juvenil,

El incremento en fa concentracién de estrégenos al final de la etapa infantil,
posiblemente esta vinculado a la aparicion de los foliculos antrales, ya que estos son la
principal fuente de estrdgenos (Gore-Langton y col, 1994). A medida que avanza el
desarrollo del foliculo, este adquiere la capacidad de producir mis estrogenos, esto sa debe
principalmente a que en las células de la teca de los foliculos medianos aumenta la actividad
de la 17a-hidroxiltasa:C-17,20 Jiasa, la cual participz en la produccion de los androgenos
(Ramatey 1979 y Gore-Langion y col., 1994),

Ademas de los factores hormonales ya seiialados, que participan én el desarrollo del
foliculo se debe tener presente al peptido similar a la GnRH (GnRH-like), el cual se une a
receptores especificos en las células de la granulosa y de la teca (Greenwald y Roy, 1994;
Hsueh y col., 1994j. Los receptores a este péptido aparecen al final de la etapa infantil y su
nimero se incrementan durante Ia fase juvenil (Ojeda y Urbanski, 1994). Al parecer Ia GnRH:
like induce atyesia folicular (Joanne, 1994; Hsuch, 1994) y cuando se administra a ratas -
hipofisectomizadas _tn‘tidas con estradiol, se induce la atresia en los foliculos preantrales
(Joanes 1994), Por lo que estas evidencias nos permiten pensar que el incremento en ¢l indice
de atresia observado a partir del dia 26 esta vinculado a una mayor accion de la GnRH a nivel
del ovario y a Ia baja concentracién de FSH y LH observada durante esta fase.

En lo resultados se obzerva que ¢l indice de atresia en foliculos medianos es muy alto
(Fig. 11). Se ha mostrado que en la rata el 70% de los foliculos atrésicos son antrales, esto
sugiere que la transicién de foliculo primario a antral es crucial (Greenwald v Roy, 1994).
Como ya menciono en pirrafos anteriores, la concentracién de gonadotropinas después de los
15 dias de edad permanece baja, esto puede explicar ¢l alio indice de atresia observado en
foliculos medianos a partir de los 18 dias, ya que se sefiala que un foliculo pequefios antral

tinicamente continua su crecimiento hasta etapas preovilatorias, si aumenta la concentracién
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sérica delas médﬂtropinas {Joannes, 1994). Ademas, se ha mostrado que la superovulacién
en ratas inmaduras inducida por la administracion de PMSG, se debe a que esta hormona
rescata a los foliculos antrales de la atresia de tal manera que vn mayor nimero de foliculos,

alcanzan la ctapa preovulatoria y ovulan (Brawn y Tsafrid, 1980).

La baja concentracion de 1a LH al final de 1a etapa infantil y durante la juvenil esta
relacionado con fa menor sensibilidad de la hipéfisis a la GnRH, asi como a la manifestacion
del mecanismo de retroalimentacion negativo que ejercen los estrogenos sobre la secrecion de
las gonadotropinas (Becd y Villalobos 1990; Ojeda y Urbanski 1994).

* Nuestros resultados muestran que solo en los dias cercanos a la puberiad la
concentracién de progesterona es alta y este aumento esta vinculado al incremento en la
concentracion de estrogenos observado en estos dias (Fig. 15 y 27). Esto posiblemente se
deba a que o paso Gmitante en la biosintesis de los estrdgenos es la produccion de
progesterona y de androgenos conio mha sid'o'reponado previamente (Gore-Langton y col,,
1994), Con relacion a éslso, se sefiala que durante la tarde del proesiro el aumento en la
secrecion de estOgenos se debe principalmente al incremento de la concentracion de
andrégenos aromatizables {(Gore-Langton y col., 1994). Por lo antes mencionado, es posible
que los cambios hormonales observados durante los dias cercanos a la pubertad, sean el
reflejo de la presencia de los foliculos preovulatorios, ya que se sefiala que este tipo de
foliculos son la principal fuente de estrogenos, lo cual se debe al incremento en la actividad de
la aromatasa (Fig. 27). Otro factor que puede contribuir al aumento en Ia concentracién de
progesterona durante los dias cercanos a la pubertad, es el hecho de que en algunos foliculos
preovulatorios el proceso de luteinizacibn comienza antes o después de la secrecion

preoviilatoria de LH (Gore-Langton y col., 1994).

Los resultados obtenidos en este estudio sobre la cuantificacién de neurctrasmisores
en hipotdlamo anterior, medio y posterior, muestran que la concentracién de NA en el
hipotalamo anterior y medio aumenta conforme avanza el desarrolio del animal (Fig. 16 y

17), estas observaciones concuerdan con las obtenidas por Karki y col. (1962), quienes

67




Discusion

observan que la concentracion del neurotransmisor en cerebro completo aumenta con la edad
de la rata, asi mismo Macho y col. (1986) y Rivera y col. (1991) sefialan que la
concentracién de la noradrenalina ¥ su metabolito en el hipotalamo completo aumenta a
medida que el animal se acercaala puhertad'. Mientras que, difiere de lo obtenido por Weiner
y Ganong €1972), quienes observan que la concemtracion de este neurotrasmisor en
hipotalamo completo se triplica entre los 10 y 30 dias de edad y en las siguientes edades
disminuye. 8in embargo, las diferencias entre nuestro estudio v el de Weiner y Ganong,

posiblemente se deba a que se evalian diferentes edades del desarrollo prepuberal.

Durante &l desarrollo prepuberal de la rata la concentracién de NA en ¢l hipotilamo
anterior y medio tiende a aumentar a medida que avanza el desarrollo del animal, sin
embargo en algunas edades se observa que la conceniracion de este newrotrasmisor disminuye
(Fig. 16 y 17). Este comportamiento posiblemente esta vinculado al incremento en Ia
actividad de las enzimas involucradas en la sintesis del neurotyasmisor, ya que se sefiala que el
aumenio en la concentracién de NA en cerebro conforme el animal se desarrolla, se
acompafia del incremento en la actividad de la tirosina hidroxilasa (Hedner y Lundborg,
1981). Asi mismo, Coyle y Axelord (1972b) muestran que Ja actividad de la dopamina-f-
hidroxilasa y la concentracion de NA en el cerebro aumentan durante las primeras tres
semanas de vida. Estas evidencias experimentales permiten explicar la tendencia al aumento
de la concentracion de NA en el hipotdlamo anterior y medio, pero no explican la disminucién
de este parameird en algunas edades, lo cual indica que posiblemente la actividad de las
enzimas involucradas en la biosintests de este neurotrasmisor en ¢l hipotilamo, presentan
fluctuaciones durante el desarrollo prepuberal. Esta idea es apoyada, por lo observado por
Krieger y Wuttke (1980), quienes sefialan que la actividad de la dopamina-B-hidroxilasa en el
 érea predptica es alta a log 15 dias, mientras que en las siguientes edades es menor, asi mismo
observan que en hipotilamo medio 1a actividad de esta enzima aumenta conforme avanza la
edad del animal. Estas observaciones corroboran nuestros resultados donde se muestra que la
concentracion de la NA en et hipotdlamo anterior aumenta a la mitad de ia etapa infantil y en

Jag siguientes edades disminuye, para incrementarse nuevamente durante la fase peripuberal,
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~ mientras que ¢n hipotalamo medio la concentracion de 1a NA aumenta a medida que avanza el

desarrollo del animal.,

Se sefiala que en Ja etapa infantil la neurona noradrenérgica tienen poca capacidad de
almacenar al reurotrasmisor y conforme el animat madura la neurona adquiere esta funcidn
{Karki y col., 1962). Por lo antes mencionado podemos pensar que a medida que se sintetiza
el neurctrasmisor, este estaria siendo liberado y metabolizado, lo cual expiica el incremento
en la eéncenlracién‘ de-su metabolito y de la actividad de la neurona noradrenérgica
observado en esta fase.

Conforme avanza el desarrollo del animal pareceria que el sistema no:adrenéfgioo en
hipotélauia antetior y madf_g es menos activo, ya que la rélacién [MHPG}/[NA] es menor en °
s etapas juvenil y peripuberal respecto a la infantil (Fig. 16 y 17). Sin ezﬁbargo, a medida
que dvanza el desarrollo del animal, la neurona tiene una mayor capacidad de almacenar al
neurotrasmisor (Kacki y col., 1962). Ademas, la concentracion del aminoacido precursor,
. ;t.iquinn;'gs-aha y constante durante los primeros 14 dias de vida y después disminuye (Hedner

- yLundhorg 198)). Estos hechos Mé Hevan a sugerir que la NA que se sintetiza durante la

fase juvenil y peripuberal, se almacena en mayor proporcion y por tanto su degradacion seria
mas lenta, lo gue se traduce en una menor actividad de este sistema de neurotrasmision con fa
edad def animal. Lo antes mencionado sugiere que los cambios en la actividad de este sistema
son el resultado de 1a maduracidn foncional de la neurona noradrenérgica. Ademas, los
cambios en la actividad del sistema noradrenérgico pueden ser un reflejo del establecimiento
dela inervacidn del hipotdlamo. Al respecto se sefiala que la maduracién de este sistema de
neurolrasmision culmina alrededor de la segunda y tercera semana de desarrollo posnatal y
que a los 21 dias de edad la inervacién catecolaminérgica del hipotalamo se ha desarrollado

por completo (Loizou, 1972).
* . Nuestros_resultados sobre 1a cuantificacion de la DA en el hipotalamo anterior y

medio difieren de lo reportado por Coyle y Axelrod (1972b), Hedner y Lundborg (1981),

Macho ¥ col. {1986); Rivera y col. (1991), quienes mencionan que la concentracion de este
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neuroteasmisor en e cerebro o en el hipotalamo completo, se incrementa corforme avanza la
edad el animal. Estas diferencias posiblemente estan vinculadas, al hecho de que en nuestro
estudio se analizan los cambiog en la concentracién de DA en hipotalamo anterior, medio y
posteriot, y Unicamente en la Gltima region se observd el incremento en la concentracion de
DA con la edad, lo cual nos permite pensar que la tendencia al anmento en la concetitracién
de este neurotraswiser, observada por oires autores puede presentarse inicamente en algunas
areas del cerebro o del hipotalamo. Fsta idea es apoyada por el estudio realizado por
Palkovits ¥ col. (1974), quienes observan que existe una distribucion heterogénea de la
concentracién de DA en los diferentes nicleos hipatalimicos. Otras evidencias que apoyan lo
anterior son las reportadas por Krieger y Wuttke, 1980 y Hedner y Lundborg, 1981, quienes
sefialan que lz aciividad de [a enzima tirosina hidroxilasa en e hipotalamo permanece baja
durante ¢l desarrollo prepuberal de la rata, mientras que en ¢l cercbro completo su actividad
aumenta a medida que avanza el desarrolio del animal.

Los resultados o!atenidos.én este estudio muestran que no existe un paralelismo enire
la concentracion de dopamina y de su metabolito en hipotilamo anterior, medio y posterior
{Fig. 19, 20 y 21), esto nos permite pensar que este Newrotrasmisor no se metaboliza a
medida que se sintetiza. Lo cual posiblemente nos esta indicando una baja actividad de la
catecol-o-metil transferaza (enzima que metaboliza la dopamina), lo que se refleja en la baja
concentracién de DOPAC durante la mayor parte del desarrolio del animal. Lo antes
mencionado explica la baja actividad de la neurona dopaminérgica observada en el hipotalamo

antericr, medio y posterior durante el desarrollo prepuberal de 1a rata.

La concentracién de DA v su actividad en el hipotalamo anterior, medio y posterior
sigue patrones muy diferentes, esto posiblemente esta asociado a la maduracion de este
sistema de neurotrasmision y al establecimiento de la inervacién dopaminérgica del
hipotMamo. Al respecto, se ha mostrado, que la proliferacion de las terminales
dopaminérgicas culinina hasta la cuarta semana de desarroflo posnatal y que ocurre a

diferentes tiempos en cada una de las estructuras dej sistema nervioso central, lo cual apoya la
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idea de que existen diferencias en la velocidad de desarrollo de fas neuwronas dopaminérgicas

en las diferentes regiones del hipotalamo (Loizou, 1972).

Nuestros resultados muestran que en el hipotdlamo anterior, medio y posterior la
concentracion de 5-HT tiende a aumentar durante el desarrollo prepuberal de ta rata (Fig. 22,
23 y 24), observaciones similares han sido reportadas por otros autores en el cerebto
completo (Karki y col., 1962), en el hipotalamo completo (Rivera y col., 1991) y en el 4rea
predpiica hipotalimica anverior (Watts v Stanley, 1984). Sin embargo, Macho y col. (1936)
sefialan que la concentracion de Ja 5-HT es alta 2 los 12 dias de vida, pero en las siguiente
edades disminuye. Esta contradiccién ehtre la informacién reportada y los datos obtenidos en
este estudio posiblemente se deban a que la distribucion de este neurotrasmisor es difecente
en cada region del sistema nervioso (Patkovits, 1974).

El aumento con la edad en la concentracidn de serotonina en las fres regiones del
hipotalamo, posiblemente esta vinculado a la disponibilidad del aminodcido precursor, ef
triptofano, al respecto se ha mostrado que durante los primeros dias de vida la concentracion
de Ia serotonina cambia en relacién a la disponibilidad del aminodcido (Zeisel y col., 1981).
Otro de los factores a comsiderar, es Iz actividad de la enzima triptofano hidroxilasa, que
transforma el triptofane en S-hidroxitriptofano (producto intermedio en Ia sintesis de
serotonina), ya que se sefiala que la actividad de esta enzima también aumenta con la edad del
animal (Deguchi y Barchas, 1972),

Los cambios en la concentracién de la serotonina y su metabaolito ¢l S-HIAA durante
la fase infantil, nos indica que existe un paralelismo entre !a tasa de sintesis, liberacion y
metabolismo del neurotrasmisor. Es posible que conforme se sintetiza la serotonina sea
liberada y metabolizada, lo que explica la alta actividad de la neurona serofoninérgica en los
animates infantiles, esta idea es apoyada por los resuitados de Karki y col. (1962), quienes
sefialan que la capacidad de la neurona serotoninérgica de almacenar al neurotrasmisor es

menor en los primeros dias de vida del animal, que en los animales adultos.
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Duarante el desarrollo posnatal de ia rata, la actividad del sisiema serotoninérgico
permanece alea, este evento posiblemente esta vinculado a la mayor sintesis ¥ degradacion de
Ia serotonina (Fig. 22, 23 v 24). Se ha mostrado, que la actividad de la triptofano hidroxilasa
en el cerebro, se incrementa durante &l desarrollo prepuberal de la rata (Schmidt y Sanders-
Bush, 1971). Este mismo comportamiento se ha reportade para la actividad de 12 enzima
moncamina oxidasa (enzima que cataboliza la serotonina) (Schmidt y Sanders-Bush 1971;
Karki y col., 1962). Sin embargo, esta dltima evidencia no explica el hecho de que durante la
etapa juvenil y peripuberal, el incremento en la concentracion de serotonina no se acompaiie
del aumento en la concentracion de su metabolito. Con relacion a esto, se ha mostrado que la
capacidad de almacenamiento del neurotrasmisor es mayor en estas etapas (Karki y col.,
1962). En conjunto estos resultados permiten plantear que la gran actividad de fa enzima
triptofano hidvoxilasa resulta ¢n 12 mayor sintesis de Ia serotonina, pero se libera lentamente y
es ripidamente metabolizada lo cual explica la menor concentracion de su metabolito y su no
parsalelismo con tﬁ concentracion de serotonina observada durante la etapa juvenit y

peripuberal .

Las variaciones observadas en Ia concentracién de los neurotrasmisores y sus
respectivos metabolitos en las tres regiones del hipotdlamo estudiadas y las diferencias
encontradas respecto a lo reporfado por varios autores, postblemente este vinculado a
num&rososrfhcmres. En primer lugar, se sabe que la concentracion de los neurotrasmisores es
heterogénea en cada una de las regiones del cerebro y en cada nicleo hipotalimico
(Palkovits, 1974). Lo que es posiblemente un reflejo del desarrollo funcional de las neuronas
y del establecimiento de Ia inervacién catecolaminérgica y monoaminérgica de las diferentes
estructuras del cerebra, ya que se sabe que estos procesos acurren a diferentes tiempos en
cada drea del sistema nervioso central (Loizoy, 1971). Finalmente, la concentracion de cada
neurotrasmisor depende de la actividad de las enzimas involucradas en su biosintesis y de la
disponibifidad de los aminoacidos precursores, parametros que presentan fluctuaciones
durante el desarroflo prepuberal de 1a rata y los cuales no son iguales en las diferentes
regiones del cerebro v del hipogilamo.
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Los cambios en ia actividad del sistema woradrenérgico, dopaminérgico y
éerotcninérgico observados durante e} desarrollo prepuberal de Ja rata, posiblemente estan
vinculados con la regulacion de la secrecién de las gonadotropinas, en particular de la LH,
como ha sido sefalado previamente (Fink 1988, Beci y Villalobos 1990; Qjeda y Urbanski
1994), Asi mismo, se ha mostrado que la influencia de cada sisterna de neyrotrasmiston varia
a Io.largo del desarrollo prepuberal de la rata, es posible que este evento esta relacionado a la
maduracion de Ta neurona productora de la GnRH y al establecimiento de los centros tonico
(ocalizado en el hipotdlamo medio basal) y ciclico del hipotilamo (localizado en el
hipotilamo anterior) los cuales se encargan de regular la secrecién de las gonadotropinas
(Fink, 1983 y Brown, 1994), asi .eomo a la maduracion de los mismos sistemas de
neurotrasmision (Fig. 25, 26 y 27).

. Con refacién 2 lo antes mencionado, Se ha mostrado que durante 1a etapa infantil se
inicia 12 maduracion. morfolOgica de la neurona productora de la GRH y el hipotdlamo
anterior y medio recibe poca inervacion catecolaminérgica. De manera contréria, durante la
-etapa juvenil la neurona Gi)RHérgim a madurado completamente y se establece la inervacion
catecolaminérgica del hipotalamo anterior y medio (Loizoy, 1972; Ojeda y Urbanski 1994).

Es dificil establecer una relacion entre la concentracion serica de la LH y la actividad
" de los sistemas de neurotrasmision en hipotilamo anterior, medio y posterior. Con los
resultados de la actividad de la neurona noradrenérgica en el hipotalamo anterior y medio
chservados en este estudio, es posible sugerir que este sistema de neurotrasmision parece
tener un efecto estimulante en la secrecion de la LH durante el desarrollo prepuberal de la
rata. Estos resultados no concuerdan con lo reportade por Moguilevsky v col. (1990),
quienes bbservan que la noradrenalina participa de manera diferencial a o largo del desarrollo
_prepuberal en 1a rata, entre los 14 y 16 dias de edad tiene un efecto iphibitorio en la secrecion
de lés gonadotropinas, mientras que a los 30 dias y en la etapa adulta su efecto es

astanulante,
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Nuestros resultados sobre la participacion del sistema dopaminérgico del hipotalamo
en la secrecion de la LH, indican que este neurotrasmisor participa de manera inhibitoria en la
secrecion de esta gonadotropina. Esta idea es apoyada por lo observado por Moguilevsky y
col. (1990) quienes observan que al bloquear la sintesis de catecolaminas a ratas de 14 y 16
dias de edad, se incrementa la concentracion de la FSH y LH sérica.

En nuestros resultados se observa que la serotonina del hipotdlamo anterior y medio
estimula la secrecion de la LH durante Ia etapa infantil e inicio de la juvenil (10-26 dias. de
edad), mientras que en las siguientes edades tiene un efecto inhibitorio. Estos resuftados
concuerdan con los obtenidos por Moguilevsky y col. (1985, 1987) quienes observan que la
administracién de 5-HTP (precursor de Ia serotonina) estimula la secrecion de fa LH a los 16

y20 gliaé-de edad, mientras que a los 26 dias no parece tener ningiin efecto.
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Hipotilamo
Neurotrasmisores
H. anterior Ay NS ‘
H. medio AN |

Neuroaa GaRHérgica ?
T actividad (Ojeda y col.,1994) ]

 Ripéfisis
T secrecién de LH

Ovario

> Foliculos en crecimiento

> Ondas de desarrollo y atresia
» | sacrecion de E;

» | secrecién de P,

ETAPA INFANTIL

Figura 25. Principales evenios que s¢ suceden en el eje hipotilamo-hipéfisis-ovario durante
la etapa infantil de 1a rata. Las lineas enmarcadas en el compartimento del hipotilamo
representan la actividad de las neuronas noradrenérgica, dopaminérgica y serotonmérgnca en
el hipotilamo anterior y medio. Las flechas en el compartimento del ovario indican que la
secrecion de las hormonas ovéricas aumenta (1) o disminuye (4). El simbolo (2) indica que
¢} efecto de la retroalimentacién negativa que ejercen los estrégenos no es funcional.
Noradeenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (5-HT), hormona luteinizante (LH),
ptogesterona (P4) ¥ 17+ estradiol (E») .
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Hipotilamo , NA DA 5-HT .
Neurotrasmisores .
H. anierior AV VI AN AV AW -
H. medio -
Neurona GaREHérgica ' l
1 actividad (Ojeda y col.,1994) +—
Hipofisis
4 secrecién de LH
| Ovario J
| » Foliculos pequeiios y mediances ‘
» Ondas de desamollo y atrésia - Pe B

» 7T secrecionde bos E;
» 4 secrecién dela P

ETAPA JUVENIL

Figura 26. Eventos que se suceden en ¢l efe hipotilamo-hipéfisis-ovario dutante la etapa
juvenil de la rata. Las lineas enmarcadas en el compartimento del hipotilamo representan la
actividad de las pewronas notadrenérgica, dopaminérgica y serotoninérgica en ¢l hipotalamo
anterior y medio, Las flechas en ¢l compartimento del ovario indican que la secrecion de las
hormonas ovéricas aumenta (T) o disminuye (3). El simbolo (-) indica que &l efecto de
retroalimentacién negativa que ejercen los estrégenos ya ¢s funcional durante esta etapa.
Noradrenalina (MNA), dopamina (DA), serotonina (5-HT), hormona luteinizante (LH),
progesierana (P4) y 17-f estradiol (Ea).
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Hipotélamo ‘[
Nemotrc_xsmxsores NA DA 5-HT
H. anterior ) L $ +
H. medio 4 ]‘I
|

Newrona GuRHérgica
1 actividad (Ojeda ¥ col., 1994) ]

Hipéfisis
1 secrecion de LH

Ovario

» Foliculos pequeiios, medianos y
preovnlatorios

¥ Aumenia ¢l indice de atresia

» 71 secreciondeosE,

» Tsecreciéndelz P,

P E

ETAPA PERIPUBERAL

Figura 27. Evenios que s¢ suceden en el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario, durante el
desarrollo peripuberal de la rata hembra. Las flechas (T o §) enmarcadas en el
comipartimento del hipotdlame indican ta actividad de las neuronas noradrenérgica,
dopaminétgica y serotoninérgica en el hipotitamo anterior y medio. Las flechas en el
compartimento del ovario indican que la secrecién de las hormonas ovéricas aumenta (T) o
- disminuye (). El simbolo (+) indica que ¢l efecto de retroalimentacién positiva que ejercen
los estrigenos se manifiesta durante esta etapa. Noradrenalina (NA), dopamina (DA),
serotoning {5-HT), hormona luteinizante (LH), progesterona (F4) ¥ 17-p estradiol (Ez).
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CONCLUSIONES

¢ Durante el desarrollo prepuberal de la rata se presentan ondas de desarrolle y atresia

folicular, las cuales estdn vinculadas a Ia secrecion de los estrogenos y la LH.

+ La concentraciin de estrogenos aumenta a medida que avanza la edad del animal, y esto
esta retacionado con el desarrolo v la maduracion funcional del folicolo ovarico.

+ La actividad del sistema noradrenérgico, dopaminérgico v serotoninérgico varia a lo largo
del desamrollo de la rata, este evento pesiblemente este vinculado 2 la maduracién de los
mecanismos neuroenddcrinos que regulan la secrecion de Ja GnRH, las gonadotropinas y
como consecuencia e inicio de 1a pubertad,
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APENDICE A.

Diseccidn de hipotdlamo anterior, medio y posterior

Para la diseccién del hipotalamo anterior se consideraron los limites descritas por Paxinos y
Watson (1982), rostralmente se delimitd por el quiasma éptico y Ja comisura anterior,
lateralmente por los surcos hipotalimicos laterales y caudalmente por el tracto
mamilotalimico. El hipotalamo medio se delimitd rostralmente por el tracto mamilotalimico,
lateralmente por los surcos hipotalamicos y caudalmente por los cuerpos mamilares. El
hipotilamo posterior se delimitﬁ rostralmente por los cuerpos mamilares, lateralmente por
los surcos hipotal&miqbs y <audalmente por ¢l drea tegmental ventral. La profundidad del
coﬁe en la diseccion de cada una de las regiones del hipotilamo fue de 3 mm

aproximadamente (Fig. 28).
APENDICE B.

Sisterna de cromataografia de liguidos

El sistema de cromatografia consistio de una bomba isocratica (Modelo L-250 Perkin
Elmer), una vilvula de inyeccién (Reodine modelo 7125} con una capacidad de 20 pi, una
precolumna de silica (3.5 cm x 4.6 mm) y una columna C-18 de fase.reversa (25 cm x 4.6
mm), acoplada a un detector electroquimico amperometrico LC-4C (Bionalitical System
Inc.). Los datos fueron procésados por un integrador Nefson 1020 (Perkin-Elmer). La fase
movil consistid de un buffer de citratos (0.1 M) {(pH=3.0) con 100 mg de octanosulfonato
monohidratado. La solucidn se filiwd en papel millipor (poro de 0.45 pm) y se degaced
a vacio & inmediatamente s¢ le adicionaron 20 ml de acetonitrilo (Merck-México, 8. A)y
15 ml de tewahidrofurano (Merck-México, S. A} y ¢l volumen final fue de 500 ml. La fase se
bombed por el sistema a un flujo de 1.2 mY/minuto.
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[T T e SUTSEL

Hipotalamo anterior

Hipotdlamo medio

Hipotdlamo posterior

Figura 28. Esquama que muestra la focalizacién del hipotifamo antarior, medio y posterior
(Tomado-dal Attas de Paxinos y Watson, 1882).
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Apéndice

- Preparacidn de soluciones esténdar y curva de calibracion

Enel dia del experimento se prepararon soluciones de referencia de noradrenalina
(NA) [(-)-Arterenol fase libre], 4-hidroxi-3-metoxyphenil glicol (MHPG), dopamina (DA),
[3-hidroxy tiramine hydrochloride], 3-4-dihydroxyphenylacetic-acid (DOPAC), serotonina (5-
HT) [5-hydroxytryptamina] y 5-hydroxyindole-3-acetic 4cido (5-HIAA) en cido perclorico
al 0.1 M y se preparéd una curva de calibracion con las siguientes concentraciones 0.1, 0.5 y
1.0 ng (ver apéndice A). Unicamente se aceptaron factores de calibracion para cada uno de
los estandares mayores de 0.95. Todos los firmacos se obtuvieron de Sigma Chemical St.
Louis M. USA. La sensibilidad del ensayo para todos los neurotrasmisores y sns metabolitos
estuvo por encima de 0.01 ng.

E! integrador Nelson 1020, calcula la concentracién de la muestra problema, al
comparar el drea bajo la curva de esta, con ¢! drea bajo la curva de la solucién de referencia
de cada uno de los neurotrasmisores y sus metabolitos. La concentracion se expresd en ng/mg
de tejido.

Solucion Stock: se prepard una solucion de | mg/2 mi de acido perclorico para cada uno de
los neurotrasmisores, y s¢ almacenaron a —-70°C.

Solucién A: Se adicionan SOui de cada uno de los neurotrasmisores y los metabolitos a un

matraz ambar y se aforan en 10 ml con cido perclorico.

Solucion B (Estandar de 2.0 ng): Se tomaron 50 pl de la solucion A y se adicionan a un tubo
ependorf que contiene 1200 yl de dcido perclérico.

Solucién C (Estindar de 1.0 ng): se tomaron 500 pl de la solucién B se diluyeron en 500 pl
de dcido perclérico.

Solucién D (Estindar de 0.5 ng): s¢ tomaron 500 pl de la solucién C y se le agregaron 500
ul de dcido perclérico.
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 Solucian E (estandar de 0.1 ng): se tomaron 100 pl de la solucién C y se le adicionaron a
900 ul de 4cido perclorico

APENDICE C.

- Preparacion de la curva patrén para radioinmunodnalisis de la hormona luteinizante.

La curva pairon se realiza por duplicado y se utilizaron estandares de 0.05, 0.1, 0.25, 0.5,
10,20,40y6.0ng.

Tubos Bo: contiensn anticuerpo + 1000 ul de hormona marcada (union méxima)

CT : contienen 1000 p de hormona marcada (cuentas totales)

Preparacivn de la curva pnm-iu pare radioinmunodnalisis de I78-estradiol y
progesterona

17f-estradiol _

o La curva patrdn se hace por duplicado, se utilizaron calibradores de 0, 20, 50, 150, 500
pe/ml y se realizaron diluciones para obtener estindares de 0, 10, 20, 50, 75, 150 y 500
pg/mi

¢ Bo: contienen anticuerpo + 1000 pl de hormona marcada (unién méxima)

o CT: contienen 1000 pl de hormona marcada (cuentas totales)

Fmgestuona _ .

s Lacurva pém'm se realizod por duplicado, se utilizaron calibradores de @, 0.1, 0.5, 2.0, 10,
20 y 40 ng/ml y se vealizaron diluciones para obtener estindares de: 0.02, 0.1, 0.5, 2.0,
10.0, 20.0'y 40.0 ng/ml

» Bo: conlienen anticuerpo + 1000 ul de hormona marcada (union maxima)

« CT: contienen 1000 1) de hormona marcada (cuentas totales)
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