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RESUMEN

En este estudio se evalué en Oreochromis niloticus de 90 dias de edad la
desnervacidon simpatica periférica con GTD (20 mg/kg im. cada tercer dia por un
mes) y la estimulacion hormonal con hCG {50 Ul im cada tercer dia por diez dias)
en peces tratados con GTD (20 mg/kg im cada tercer dia por veinte dias) a
temperatura constante de 25 o 30°C y aireacion continua en acuarios de vidrio de
40 litros de capacidad.

Los efectos de la desnervacion simpatica periférica con GTD sobre el
crecimiento y maduracién de las hembras de Oreochromis niloticus sometidas a
temperatura de 25 °C provocd menor crecimiento corporal y maduracién (peso de
gonadas), no asf en las hembras mantenidas a 30 °C. El peso corporal y gonadal
de las hembras desnervadas mantenidas a 30 °C, fue significativamente mayor
que el abservado en las hembras mantenidas a 25 °C.

En los machos no se presentaron diferencias significativas entre los valores
de los grupos testigo, a los que se les aplico solucién salina y a los desnervados
sometidos a 25 y 30°C.

Estos resultados indican que a 25°C en OQreochromis nifoticus la
desnervacion -periférica provocada por la inyeccidn de guanetidina afectd de
manera inhibitoria el crecimiento de las hembras y no afectd el de los machos. En
las hembras y machos mantenidas a 30°C no se observaron diferencias
significativas en el crecimiento entre sexos de los diferentes grupos testigo y
tratados.

La desnervacion simpatica periférica en hembras y machos no modificé la
concentracién de noradrenalina ni la actividad neuronal noradrenérgica en el
hipotalamo de los peces mantenidos a temperatura de 25 y 30°C. El tratamiento
con GTD abolié los cambios mdumdos por la inyeccion de solucién salina (estrés
inespecifico).

No se observaron cambios significativos en la concentracion de NA, MHPG
y actividad neural entre hembras y machos testigos y tratados con GTD sometidos
a 30°C. La administracidon de fa solucién salina en las hembras y machos no
.madifico las concentraciones de NA pero si las de MHPG, donde la concentracion
de las hembras estuvo por debajo de la sensibilidad del método, lo que se refleja
en la actividad neuronal. A -

El tratamiento con hCG en hembras a 25°C provocd menor crecimiento en
la longitud patron (no fue estadisticamente significativo), en el peso corporal y de
los ovarios, en comparacion con los animales testigo y tratados con solucién
salina. En los machos sometidos a 25°C provocd aumento S|gn|f icativo. del peso
corporal y de las gonadas.




Con la aplicacion de 50 Ul de hCG el crecimiento en peso y longitud de los
machos de Oreochromis nifoticus mantenidos a temperatura de 25°C responden al .
tratamiento hormonal con aumento de ambos pardmetros, mientras que ias
hembras no respondieron. Cuando los animales fuefon sometidos a 30 °C, la
temperatura abolié los efectos producidos por la inyeccién de hCG sobre el
crecimiento ponderal de los machos, pero no sobre la iongitud. La respuesta de
las hembras en los parametros estudiados no fue afectada por el tratamiento con
hCG a esta temperatura.

E! peso corporal de las hembras desnervadas a 25°C y tratadas con hCG
~ fue significativamente mayor que el de los animales tratados solo con hCG o GTD.
La desnervacion simpatica y la estimulacion gonadotrdpica de las hembras
mantenidas a 30°C no afectaron el crecimiento. Sin embargo al comparar los peso
de los ovarios de los animales desnervados y los desnervados can estimulacion
gonadotropica se observo un crecimiento gonadal significativamente menor.
Cuando los machos fueron mantenidos a 25°C, la estimulacién gonadotrépica
revirtio los efectos de la desnervacion simpatica sobre el peso gonadal y el indice
gonadosomatico. Efecto que no se observa en los machos sometidos a 30°C.

La aplicacién de hCG 50 Ul y la desnervacion periférica independientes
inhibieron el crecimiento ponderal de las hembras pero no el de los machos a
25°C. Por otro lado en los animales expuestos a 30°sélo se regqistrd diferencias
significativas en el crecimiento longitudinal entre los sexos en el grupc con
GTD+hCG.

Con los resultados de este trabajo en conjunto y las evidencias
bibliograficas permiten establecer que la desnervacién periférica con guanetidina
afecta de forma diferencial a hembras y machos de Oreochromis niloticus, en el
crecimiento y maduracion en las génadas dependiendo de la temperatura a la que
se exponen (25 o 30 °C). Por ultimo a partir de los resultados obtenidos en la
concentracién de la noradrenalina en el hipotdlamo se puede establecer que la
guanetidina no fue capaz de atravesar la barrera hematoencéfalica de
Oreochromis niloticus, inicamente se presentan los efectos provocados a nivel
periférico




INTRODUCCION

En los peces, comc en otros grupos de organismos, la seleccion natural ha
favorecido la evolucidn de caracteristicas ligadas a la supervivencia y a la
reproduccién. Frecuentemente los procesos reproductivos exhiben ritmos
enddogenos  controlados por relojes biolégicos internos, asi como por |a
percepcién de senales ambientafes exdgenas (temperatura, fotoperiodo etc..)
{Baggerman, 1990). La repreduccion durante las condiciones ambientales optimas
representa la supervivencia de la descendencia y es el proceso por el cual las
especies se perpetdan. La variabilidad de las condiciones ambientales durante el
ano dependen, en parte, de la latitud geografica. Para los peces teledsteos de las
zonas templadas ios cambios se encuentran corrélacionados con las estaciones
anuales y éstas se vinculan con los ciclos reproductivos. En las zonas tropicales
los cambios son poco extremoses y una gran cantidad de peces exhiben patrones

reproductivos todo el afic (Lam 1983).

Fisiclégicamente en los peces, como en los vertebrados, la estabilidad del
medio internc depende de la actividad coordinada de los sistemas endocrine,
nervioso e inmunolégico. Estos sistemas actian coordinadamente en la
regulacion de los procesos fisiolégicos, entre ellos el reproductivo. Las etapas
principales de la reproduccion son como un eje, desde la percepcion de estimulos
ambientales hasta ta liberacion de los gametos. La traduccidn de la informacién
neural a la hormonal se realiza entre el hipctalamo parte neural y la hipéfisis parte

hormonal,




ANTECEDENTES
1. HIPOTALAMO

El hipotadlamo controla las funciones de la hipéfisis anterior (adenohipofisis) par
medio de neurohormonas o factores de liberacién que inducen la sintesis y
secrecion de las hormonas. Ademas, el hipotalamo envia fibras de proyeccidn
hacia la neurchipdfisis, constituidas principalmente por los axones de las
neuronas ubicadas en los ndcleos paraventricular (NPV) y supradptico (NSO). La
relacion que se estab'lece entre el hipotdlamo y la adenohipdfisis esta dado por
conexiones vasculares (sistema porta hipdfisiario) (Ruiz, 1988). Las vénulas
portales hipofisiarias son de gran importané.ia funcional pofque llevan la sangre v,
con ella, los factores liberadores secretadbs por el hipctalamo que estimulan la
actividad de la glandulas hipofisiarias. El conocimiento de estas conexiones
vasculares y nerviosas es esencial para la compresion del mecanismo mediante
el cual el hipotalamo controla la liberacién dellas secreciones de las células
neurosecretoras, en tanto que la hipdfisis controla la actividad reproductora por

via hormonal. (Ruiz, 1988).
2. HORMONA LIBERADORA DE LA GONADOTROPINA {(GnRH)

La hormona liberadora de la gonadotropinas (GnRH, por sus sigia en ingles)
Jjuega un papel importante en la reproduccidn. La existencia de este neuropéptido,
también llamado hormona Iiberaao-ra de la hormona lutenizante (LHRH, por sus
siglas en ingles), fue intuido en los afos 50, pero la estructura del péptido no fue
descrita hasta brincipios de la década de los 70, a parlir de estudios realizados
en hipotalamo de ovinos y porcinos { Schally y col., 1971 en Matsuo, 1971). La
GnRH es un decapéptido que regula la secrecién de las gonadotropinas, la
hormona estimulante del foliculo (FSH, por sus siglas en ingles) y hormona
lutenizante (LH, por sus siglas en inglesj). En ios 20 afos posteriores dnicamente
se reconocid la existencia de una forma de GnRH en el cerebro de los mamiferos.

Sin embargo, en la actualidad se ha identificado una isoforma de GnRH en el



cerebro del mono Rhesus con caracteristicas similares a la del GnRH-il de pollo,

aungue su fu_ncié'n es aun desconocida (Lescheid y col., 1997},

~ La molécula de GnRH existe desde hace mas de 500 millones de anocs
(Sherwood, 19393; Powell y col., 1994; Lescheid y col., 1997). Actualmente se han
identificado 12 isoformas de GnRH en .diferentes especies, desde jos
protocordados hasta los rhamiferos {Lescheid y col., 1997). Tunicata tGnRH-I
tGnRH-Il, agnata (lamprea) aGnRH-1 y aGnRH-IlIl, peces 6seos (salmén) sGnRH.
(pez gato) pgGnRH, (pez perro) ppGnRH, ave (pollo) pGnRH-lI pGnRH-II,
mamifero {oveja, cerdo, humano, rata y mono) mGnRH, y por tltimo Hidroxi-Pro®
GnRH. Estudios de biologia molecular han mostrado que la GnRH humana es
idéntica a la de otros mamiferos (Stojilkovic y col. 1989; 1992). Las diferentes
isoformas de GnRH constituyen una familia de péptidos eétrucluralmente
relacionadas. Son - decapéptides con al menos un 50% de la secuencia de
aminoacidos idéntica y conservan sus terminaciones amino y carboxilo(Figura 1)

(Powell y col., 1994, Lescheid y col., 1997).

Figura 1. Isoformasformas de GnRH.

Especie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Brema marina pGLU- HIS- TRP- SER- TYR- GLY- LEU- SER- PRO- GLY-NH;
Mamifero pGLU- HIS- TRP- SER- TYR- GLY- LEU- ARG- PRO- GLY-NH,

Pollo -1 pGLU- HIS- TRP- SER- TYR- GLY- LEU- GLN- PRO- GLY-NH;
Pez gato pGLU- HIS- TRP- SER- HiS- GLY- LEU- ASN- PRO- GLY-NH,
Salmoén pPGLU- HIS- TRP- SER- TYR- GLY- TRP- LEU- PRO- GLY-NH;
Pollo-li pPGLU- HIS- TRP- SER- HIS- GLY- TRP- TYR- PRO- GLY-NH;

Pez perro pGLU- HIS- TRP- SER- HIS- GLY- TRP- LEU- PRO- GLY-NH;
Lampera-lll pGLU- HIS- TRP- SER- HIS- ASP- TRP- LYS- PRO- GLY-NHg
Lampera-| pGLU- HIS- TYR- SER- LEU- GLU- TRP- LYS- PRO- GLY-NH;

{Powell, 1994} Se resaltan las porciones de las moléculas que se han mantenido filogenéticamente igunles.




La secrecidn de GnRh hipotalamica es regulada por una gran variedad de
neurotransmisores y hormonas (Chang, 1983), (Peter y col, 1990) como los
estrogenos. Estudios in vivo e in vitro han mostrado que la dopamina (DA), la
noradrenalina (NA) {Yu y col., 1992), la serotonina {5-HT) {Somoza y col. 1991 ), la
arginina (Groves y Batten, 1986), la acetilcolina, el acido y- amino butirico (GABA)
y el neurcpéptido Y (Bretdn, 1989) modulan la secrecion de la GnRH y por ende

de las gonadotropinas.

El proceso reproducter en los peces, como en el resto de los vertebrados,
depende de la interaccion del sistema neurcenddcrino, conformado por
hipotalamo, hipdfisis y génadas (Rodriguez, 1992; Redding y Patifio, 1993)
(Figura 2).
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Figura 2. Eje Hipotalamo-Hipéfisis-Génadas (modificado de Harvey y Hovar, 1880
y de Redding y Patifio, 1993)




El sistema neuroendécrino forma €l nexo de mas importancia entre el
ambiente y los érganas reproductores. Las condiciones cambiantes del ambiente
operan a través de los sentidos y centros especificos en el cerebro y estimulan o
inhiben neurosecreciones que regulan la actividad del eje glandula hipdfisis. Las
hormonas hipofisiarias afectan directamente la gametogénesis, el metabolismo y
la conducta; estas hormonas también regulan el desarrolio de los tejidos
endocrinos de ia gonada. La coordinacién de los eventos de la reproduccion se
ileva acabo por medio de la retroalimentacidn de la infermacién hormonal de la

gonada con el hipotalamo y la hipdfisis (Hoard y Randall, 1969).

Estudios recientes han mostrado que en |a hipdfisis de algunas especies
de teleosteos (Tanaka y col., 1995; Elizur y col., 1985, 1996) como el salmon
(Oncorhynchus keta), el pez dorado (Carassius aureatus) y la carpa (Cyprinus
carpio) (Kawauchi, 1889, Vanderkraak, 1992), se producen dos tipos de
gonadotropinas quimicamente diferentes; la hormona gonadotropica | {Gth ) y la
hormona genadotropica |l (Gth ). En el pez gato sélo se ha descrito una
gonadotropina (Schultz y col., 1995). La hormona gonadotropica | es estructural y
funcionalmente comparable con la FSH y esta relacionada con la regulacién del
proceso de vitelogénesis. La hormona gonadotrépica Il es similar a la LH, se
encuentra vinculada a la Gitima etapa_de la vitelogénesis y justo antes de la
maduracion de los gametos (Wasserman vy Smith,_ 1978) y durante e! desove
(Idler, 1983; Davies y col., 1995; Prat y col., 1996, Saligaut y col., 1998) exhibe un

aumento brusco en su concentracion plasmatica ("pico").

En las gdnadas, la produccidn de gametos y la esteroidogénesis son
estimuladas por las hormonas gonadotrdpicas. La contribucion relativa de cada
una de ellas parece variar dependiendo del estado de desarrollo de los peces, lo
que se traduce en distintas expresiones temporales y perfiles de fliberacion de Gth
'y Gth Il {Suzuki, 1988; Nozaki y col., 1990; Schuitz y col., 1995; Elizur y col.,
1895, Merie y col., 1995; Sanson, Dickey, 1996). Se ha mostrado que la

G




administracion de gonadotropina coriénica humana (hCG) a los peces induce la
liberacién de los dvulos debido al efecto similar de esta hormona con la LH
{Sundajara, Goswami 1966 ; Lagler, 1984).

En los peces, el sistema adrenérgico participa en la regulacion de la
reproduccion de modo semsgjante al de los vertebrados superiores. Existen dos
grupos principales de células adrenérgicas: neuronas adrenérgicas y células
- cromafines. Estas células presentan origen embrioldgico comun y la capacidad de

sintetizar, almacenar y liberar NA, DA y adrenalina (A) (Evans, 1993).

Los primeros estudios en peces sobre |a participacién de las catecolaminas
en la regulacién de la secrecion de gonadotropinas han sido documentados por
Peter (1980, 1990). Resultados de estudios en el pez dorado maostraron que la
dopamina tiene un efecto inhibitoric directo sobre la liberacién de gonadotropinas,
en tanto que [a noradrenaina tiene un efecto estimulatorio directo a nivel de la
hipofisis (Chang; 1984, 1991). Existen evidencias de que la regulacién
neuroendocrina de la GtH 1l involucra un complejo juego de neurotrasmisores y
neuropéptidos con efectos estimulatcrios e inhibitorios. En el pez dorado, la
serotonina y noradrenalina estimulan la liberacion de GtH Il {(Somoza, Peter,
1991). La dopamina es el dnico “neurotrasmisor  identificado que inhibe Ia
"secrecion de GtH |l. Este efecto originalmente demostrado en ciprinfdos {Billard y
col., 1983, Chang y col., 1884; 1990; Omeljaniuk y col., 1987), ha sido también
observado en otras especies de peces entre los se incluyen a los siluridos (De
Leeuw, 1986), anguilas eurcpeas {Dufour y col., 1988} y sugerido en salmdnidos
{Biltard y col., 1984; Linard y c.ol., 1995). En l|a trucha, durante el periodo
preovulatorio aparece un tono inhibitorio que se correlaciona positivamente con ta
concentracion plasmétiéa de estrégenos {E,) (Linard y col., 1995). También se ha
demostrado que ei neurctrasmisor GABA juega un papel inhibitorio en la
regulacién de la produccion de noradrenalina (Trudeau y-col,, 1993). Tanto en el

pez dorado, comeo en la trucha, algunas neuronas dopaminérgicas de la region



predptica ventrai anterior se proyectan a la pars distalis proximal de [a hipofisis
{Peters y Pauleuncu, 1980; Khan y col., 1987; Linard y col. 1996). Por otra parte,
en la trucha arcoiris las neuronas dopaminérgicas del area predptica presentan
receptores a estrégenos (RE) (Linard y col., 1996}, lo que provee un sustrato
neurcanatomico para la interaccidn DA-estradiol. Estas interacciones
neuroanatomicas encontradas en el pez maduro no han sido'investigadas en
animales inmaduros, o en el proceso de la vitelogénesis. Se especula que durante
la vitelogénesis la concentracion de E; es alta, mientras que la de DA es baja, lo
que permitiria mantener la secrecion de GtH Il. Estudios al inicic y |2 mitad de la
fase de maduracion en hembras de pez dorado muestran que 24 horas después
de la inyeccion de reserpina (farmaco que depleta la NA, DA de las terminales
nerviosas centrales y periféricas y bloquea su sintesis) se produce un incremento
significativo en la concentracion sérica de la GtH, hecho que se explica por el
aumento en la actividad de los gonadotropos. Este efecto no se observd 6 horas
después del tratamiento y los autores sugieren que las neuronas
catecolaminérgicas inhiben la liberacion de la GiH {Chang, Peter, 1983). Esto
Gltimo es contradictoric con lo afirmado previamente respecto a DA y NA ya que la
reserpina provoca una deplecion total de las monoaminas cerebrales (NA, DA, 5 -
HT).

INERVACION GONADAL

En los mamiferos, la inervacién noradrenérgica de los ovarios participa en los
mecanismos que regulan el crecimiento, la diferenciacién folicular y la ovulacidn
{Fink, 1986) a! modular la respuesta de las células tecales y de la granulosa de
los foliculos ala FSHy LH.

Los foliculos ovéricos de los teleosteds se parecen al de los mamiferos.
Estan compuestos por dos cabas, la exterior llamada teca y granulosa, separadas

por una lamina basal gruesa. La teca se compone de células productoras de




esteroides, fibroblastos y fibras de coldgeno; mientras que la granulosa consiste
de una capa simple de células uniformes (Nagahama, 1983). Ambas estructuras
participan de manera conjunta en la sintesis de estrogenos (Norris y Jones,
1987).

En la sintesis de estrogenos participan los dos tipos de célﬁlas foliculares:
la célula tecointersticial, que a partir del colesterol que obtienen del plasma
sanguineo, o de acetato, sintetiza androgenos (androstenediona, testosterona o
P.), los cuales atraviesan la membrana basal y son incorporados al citoplasma de
las células de la granulosa donde son aromatizados (Figura 3), este mecanismo
de control de la estereogénesis se le concce como la teoria de las dos "células”.
Ademds de la LH, FSH y prolactina, la secrecion de estrogenos por el foliculo
estd regulada por factores inhibitorios, entre los que destacan la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH), la oxitocina, el factor de crecimiento
epidermal, la vasopresina, los estrdgencs y los corticoides suprarrenales; y
factores estimulantes como {a noradrenalina, |a postaglandinas (PGE2} y VIP
{Eisenberg y col., 1984; Hillensjo y col., 1982; Whates, 1984; Lino y col., 1985
Hsueh y col., 1983 en Dominguez y col., 1991).

En los mamiferos, la inervacién adrenérgica del ovario llega por dos rutas
separadas: 1) via el plexo ovarico, que penetra por el hilio y corre a lo largo de |a
arteria ovarica. 2) por el nervio que recorre el ligamento suspensorio del ovario,
Hamado nervio ovarico superior. En el ovario de ia mujer, gata y cobaya existe una
densa red de nervios adrenérgicos, en la mona es moderada y en la rata y el

conejo poco densa (Burden, 1978).

El estudio de la participacion del sistema noradrenérgico en la regulacion
del proceso reproductivo en peces se ha enfocado tanto a su papel en el
hipétatamo como a la inervaciéon gonadal para ello se han utilizado métodos

immunohistoquimicos, de fluorescencia, asi como estudios anatomicos (Yu y



- Peter 1992a), los que solo se han realizado en algunas.- especies como
Gasterosteus aculeatus las cuales en su mayoria son marinas (Peter; 1986). En
la Figura 4 se presentan los modelos propuestos de la inervacién noradrenérgica

gonadal en Oreochromis niloticus.

Inervacién SANGRE PERIFERICA
GtH I =LH NA VIP simpatica Y LICOR FOLICULAR
v A

R
L _cAMP 3p-Hidroxiesterotde deshidrogenasa T
.;"“"“"7 """"""" ¥ E
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Colestero] ----- #  Pregnenclona --=-=-=-===-}---- Progesterona e
17-Hidroxilasa ‘l,
17a-Hidroxipregnenolona===F =%  17a-Hidroxiprogesterona
C 1720 liasa %‘ R
Deshidrgepiandrosterona Androegterediona
17[3-Hidmxicstcroide .
deshidrogenasa  A5- Androstenediol ===~ - Testosterona
Lamina basal
p Aromatasa Pssp
G
¢( Androstenediona — g ESUron) e §
, > N
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Figura 3. Teoria de las dos células en la biosintesis de los estrogenos en las
células del foliculo ovarico. Tomado de Dominguez y col., 1991; Quiroz, 1999.
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Figura 4. Modelos representativos de las conexiones del sistema central y
periférico en Oreochromis niloticus (H= hipotalamo; P= hipofisis; NO= nervio
optico; T=telencéfalo; C= cerebelo; TOL=tracto olfatorio; TO=tectum éptico; n esp
ant= nervio esplacmico anterior; n esp pos= nervio esplacmico anterior), tomados
de Evans, 1993 y Mousa, 1999, modificados para O. niloticus.



En los peces, en particular en los teledsteos, la noradrenalina estimula la
liberacion de gonadotropinas (Chan, 1983), por sus efectos estimulantes sobre las
neuronas secretoras de GnRH localizadas en el area predptica anterior (POA),
nlclec resus lateralis, nucleo resus posterior del hipotdlamo {Joy, 1-993) y por un
menor efecto directo en los gonadotropos en la adenchipéfisis (Chang vy
Mackenzie, 1984). Los efectos estimulantes de la noradrenalina en la secrecién de
gonadotropinas se observan durante |a regresion sexual, pere no en la madurez
sexual, io que implica que los esteroides sexuales pueden afectar la liberacién de
gonadotropinas estimulada por la noradrenalina (Yu, Peter, 1992). Asi mismo se
ha mostrado que la noradrenalina inhibe la liberacion de la hormona del
crecimiento {(GH) y que este efecto no varia con la temporada reproductiva
(Chang y Vav Goor, 1984).

Existen pocos estudios cuantitativos de la sintesis y dinamica de las
enzimas que producen a las catecolaminas en cerebro e hipotalamo de los peces
teledsteos (dohamina B-hidroxilada (DPH) y feniletanolamina-N-transferasa
{PNMT)). La unica informacién encontrada para esta revisidn es un estudio de
inmunocitoquimica cualitativa donde se analiza |a distribucién de estas enzimas
llevadd a cabo por Joy (1993), quien menciona que la DBH se encuentra
distribuida en las regiones basal y periventricular del hipotdlamo y en el area
predptica. La distribucion de PNMT varia segun la especie estudiada (Sas y col.,
1990).

En el C. punctatus, Khan y col. (1990) mostraron que tratamientos con
fotoperiodos largos y altas temperaturas alteran ias concentraciones de las
catecoiaminas. Este tratamiento estimula la sintesis de noradrenalina y adrenalina
y disminuye fa concentracion de dopamina. Estos resultados se explican por el
efecto estimutatorio de estas condiciones experimentales sobre la actividad de la
DBH y la PNMT, enzimas que parlicipan en la sintesis de noradrenalina y

adrenalina. Esta informacién puede extrapolarse para explicar el patron temporal




. de la sintesis de las catecolaminas en el pez dorado. En la épc-)ca de'inviernd,
cuando el fotoperiodo es corto y la temperatura baja, en el hipotdlamo predomina
la sintesis de dopamina. Con el incremento de! fotoperiode y la temperatura
durante el progresc de [a temporada reproductora primavera-verano, la dopamina

es transformada en noradrenalina.

En el pez gato la maduracion empieza después del invierno, con el
aumento de la temperatura y de las horas luz. El efecto estimulante de la
temperatura y el fotoperiodo en la secrecién de la GtH puede estar mediado por
la transformacion de la dopamina en noradrenalina durante esta etapa del ciclo
reproductivo. Los cambios en la temperatura producen modificaciones en las
concentraciones de las catecolaminas y en la actividad enzimatica DPH vy la
PNMT (Senthilkumaran, Joy 1995).

En el pez gato y en otras especies subtropicales, al incrementarse el
proceso de maduracién de las génadas, la concentracién de DA disminuye y

aumenta la de NA en el hipotalamo (Khan, Joy, 1990).



DIAGNOSIS DE LA ESPECIE Qreochromis niloticus

Los peces de la familia Cichlidae tienen forma oblonga, con largas aletas
dorsales de 23 a 31 espinas y radios. La nariz cuenta con un pustrilo en
cada lado. La familia cuenta con cerca de 700 especies (Fryer y lles, 1972),
que se encuentran distribuidas en Africa, América Central, México, al Norte y
mitad de Sur América, parte de India y Ceildn (Secretaria de Pesca, 19886;
Hermandez, Benitez, 1988). Son peces que soportan variaciones en la

temperatura de hasta 10 °C.

Dada la gran diversidad de especies en el grupc de la tilapia, su
clasificacion taxondmica resulta compleja, por lo que se ha dividido al grupo en
cuatro generos basados en su origen, morfologia. habitos alimenticios y
reproductivos:  Tilapia,  Sarotherodon, Oreochromis y Dankilia (Arredondo y
Guzman, 1985).

Figura 5. Oreochromis nifoticus (Linnaeus, 1757)



POSICION TAXONGMICA DE Orecchromis niloticus

Division Iil: Eutelecsteii

Super orden: Acanthopterygii

Orden : Peciformes

Sub orden : : Percaideo

Familia . Cichlidae

Género . Oreochromis

Especie : Q. niloticus (Linnaeus, 1757)
{Trewavas,1973) .

Caracteristicas del género Oreochromis presente en México, (Trewavas, 1873

M=

en Arredondo, Guzman , 1985)

Habitos alimenticios preferentemente planctéfagos.

Entre 14 y 29 branquiespinas en la parte inferior del primer arco branguial.
La especie tiene un periodo prenupcial corto.

El macho desarrolla una coloracidn muy marcada en la época de
reproduccion y fija su territorio. '

E!f macho es poligamo y usa el nido para el cortejo y fertilizacion de los
ovocitos.

En Ia tilapia macho, los testiculos son de tipo lobular (Figura 6}, los lébulos
estan separados entre si por una delgada capa de tejido conectivo fibroso.
Dentro de los lébulos la espermatogonia primaria sufre numerosas divisiones
mitdticas hasta producir cistos que contienen varias células germinales qué

estan aproximadamente en el mismo estadio de desarrollo.



Figura 6. Estructura testicular en teledsteos A tipo lobular y B tipo tubular, {a)
espermatogonias; (b) espermatocitos; (c) espermatides; (d) espermatozoides; (e)
conductos espermaticos; (f) lumen lobular (Nagama, 1983).

7. En sus primeras etapas, la espermatogonia se presenta como una célula
grande con forma oveoide con nucleo grande y redondo. Posteriormente,
despues del estadio de proliferacion, la espermatogonia se convierte en
espermatocito primario una célula mas pequefia y redonda. A continuacién
pasara por los estadios de meiosis y la primera division de maduracién dando
como resultado el espermatocito secundario, para mas adelante realizar la
segunda division meidtica, originando la espermatida. La espermétida ya no
sufre divisidn celular, sélo el proceso de maduracién, convirtiéndose en
espermatozoide con cabeza, parte intermedia y flagelo. Cuando se da la
espermatogénesis y la espermiogénesis, los cistos se expanden y rompen
liberando el esperma dentro del lumen lobutar {(Nagama, 1983).

8. Sus nidos asemejan crateres circulares, ligeramente mas grandes que la
longitud de la hembra, '

9. En las hembras, los ovarios presentan las ovogonias embebidas en el estroma
ovarico (tejido de soporte) (Figura 7) (Benitez, 1991). Durante el proceso de
desarrollo las celulas de la granulosa proveen de proteinas y‘grasa al ovaocito,
que las conservard en forma de yema granular y utilizaré como alimento en las
etapas posteriores a la fecundacién hasta que el pez pueda capturar su

alimento (Lagler, 1981).
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Figura 7. A) Estructura del foliculo ovarico de teledsteos (a) fibroblastos; (b)
vasos sanguineos; {c) células tecales; (d) membrana basal; {e) células de la
granulosa; {f) vesicula germinal; (g) citoplasma; (h} corona radiada (Nagama,
1983). B) posicion de las gdnadas en la tilapia Oreochromis niloticus.

10. La tilapia presenta un desarroilo folicular asincrénico, donde el ovario contiene
ovocitos en todas las etapas de desarrollo (Redding y Patifio, 1993).

11.Los ovolcitos son de color amarillo naranja (2.2 a 3 mm de diametro) y no
presentan una cubierta adhesiva externa.

12. La tilapia libera menos de 700 évulos en cada desove.

13.Las hembras incuban los huevos y protegen a los alevines guardandolos en la
boca por 20 6 30 dias.

14. La sobrevivencia total de las crias es del 90% bajo el cuidado de la madre.

15.La tilapia posee un tipo de reproduccion dicica, o sea, que los
espermatozoides y los dvulos se desarrollan en individuos separados.

16.En la tilapia la diferenciacion de las gonadas ocurre en etapas tempranas del
desarrollo entre los 16 y 30 dias de edad (Jalabert, 1982), (tomando como
referencia el dia en gue dejo de ser alevin).

17. Las tilapias alcanzan su madurez sexual a partir de los tres meses de edad. La
frecuencia de desoves varia dependiende de los factores ambientales,
pudiendo ser desde 6 hasta 16 veces al afio. En México se han observado

hasta 10 desoves del mismo individuo en un afo.



Caracteristicas de la Guanetidina {GTD)

Su estructura quimica es un anillo no aromatico, nitrogenado con dos puentes de

carbono (C) que los separa de un grupo guanidinum no sustituido (Figura 7.1).

En los mamiferos, la GTD bloguea las neuronas noradrenérgicas
periféricas, pero no atraviesa la barrera hematoencefalica por lo que no afecta Ia
funcion cerebral. Inicialmente provoca una disociacion entre el potencial de
accion 'y la descarga de NA en la terminal nerviosa. Se acumula activamente en
las neurcnas simpaticas periféricas por los mecanismos de éaptacién de
catecolaminas produciendo la descarga de la NA enddgena desde las terminales.
Tiene la capacidad de bloquear la captacion y liberacion de NA la que se
manifesta en la reduccién de ila concentracion del neurotransmisor.  Es
rapidamente transportada a sus sitios de accién intraneuronal a partir dei cual es
eliminada. Su vida media es de cinco dias. Aproximadamente el 50% de la droga
es metabolizada y el otro 50% es eliminada sin cambios por la orina. Por la larga
vida media del farmaco, las dosis pdede acumularse durante dos semanas.
Esencialmente, todos los efectos de |a guanetidina se deben al bloqueo simpatico
(Woosley y Nies, 1976 en Goodman, Gilman 1991).

N _ICHZ ]__I CH, NH c

CH;

Figura 7.1 Estructura de la guanetidina, tomada de Goodman, Gilman 1991



Caracteristicas de la hormona coriénica humana (hCG)

La hormona coritnica humana es una hormona gl'ucoproteica compuesta por dos
subunidades, la o compuesta por 92 aminodcidos y la B cual varia de tamarc de
102 a 145 aminoacidos y fue descubierta en la década de los 80 (Steven y col.).
Se produce en la placenta 15 dias después de la fecundacién, se encuentra en la
sangré y la orina de la mujer prefiada y actla como la LH (Turner, 1966). En las
etapas tempranas de la gestacion, mantiene la funcién del cuerpo luteo y estimula
la secrecién de esteroides. En mamiferos, los estudios han demostrado que sus

efectos varian segun la dosis empleada (Merck Index, 1996).



Planteamiento del problema,

Es escaso el conocimiento de los efectos de la noradrenalina del sistema nervioso
central y periférico sobre el crecimiento y la maduracién de las génadas de los
peces, tanto de agua dulce como marinos. Debido a ello, en este estudic se
trabajé con Oreochromis niloticus mantenidos a diferentes temperaturas y se
analizé si el sistema noradrenérgico periférico modula la funcién de crecimiento y
maduracion de las génadas, por medio de los efectos producidos por la
desnervacién noradrenérgica periférica con el farmaco guanetidina. Ademas se
evalud la estimulacién de la hormona coriénica humana (hCG que actia como la
LH} en peces desnervados con el fin de observar sus efectos en el crecimiento y

la maduracién en las génadas.
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HIPOTESIS

Si él sistema noradrenérgico periférico modula el crecimiento y ia maduracion de
las génadas, al desnervar las vias catecolaminérgicas periféricas con el farmaco
guanetidina, esta funcién se verd afectada debido a que la temperatura es un
factor fundamental en la regulacién del desarrollo gonadal, los efectos de la
desnervacion variaran en funcion de la temperatura a la que se mantengan los

peces.
OBJETIVO GENERAL

Estudiar la modulacion que el sistema noradrenérgico periférico ejerce sobre el
crecimiento y la maduracién gonadal de ambos sexos de la titapia del Nilo
Oreochromis nifoticus, por medio de la desnervacién con guanetidina en animales

mantenidos en diferentes temperaturas (25 y 30 °C).
OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar los efectos del bloqueo del sistema noradrenérgico periférico provocado
por la inyeccion de guanetidina, sobre en el crecimiento y la maduracién gonadal
en ambos sexos de ta tilapia Oreochromis nifoticus de 90 dias de edad (adultos},

Mantenidos a dos temperaturas constantes de 25 y 30°C

Analizar los efectos de la hCG en machos y hembras de tilapia de 90 dias de
edad con desnervacion periférica producida por la inyeccién de GTD sobre el
crecimiento y la maduracién gonadal, Mantenidos a dos temperaturas constantes
de 25y 30°C. '
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DISENO EXPERIMENTAL

METODOS

Se utilizaron tilapias (Oreochromis niloticus) de aproximadamente 20 dias de edad
nacidas en primavera y otofio en la piscifactoria Zacatepec localizada en e
municipic de Zacatepec de Hidalgo, Estado de Morelos. Se ubica a los 99° 11°
latitud Norte, 18° 41" longitud Oeste a una altitud de 1000 m.s.n.m (S:P.P., 1981).
El tipo de clima de acuerdo a la clasificacion climatica de Képpen modificada por
Garcia (1973) es AwW' (w) (i") g, cdlido subhumedo con lluvias en verano y
canicula, con marcha de temperaturas tipo ganges y un porcentaje de lluvia
invernal menor a 5 mm. La precipitacién media anual fluctia entre los 800 y 1000
mm y la temperatura media anual es de 24 a 26 °C. La temperatura mas alta se
presenta en mayo y es de 32 a 33° C, y la mas baja se registra en diciembre y
enero con valores 20 a 21° C.{S.P.P, 1981).

Los animales fueron colocados para su aclimatacion en acuarios de vidrio con
dimensiones de 48 x 25 x 23 em con una capacidad de 27 litros, a temperatura
constante de 25 6 30 °C, con sistema de bombeo continuc de aire y alimento para
trucha con 50 % en proteina, al 6% diario de la biomasa. Los peces se
mantuvieron en estas condiciones hasta que c_:umplieron 90 dias de edad. Para
cada experimento se colocaron 8 peces por acuario procurando que la proporcion
de sexos se mantuviera en 50 %, bajo fotoperiodo de 12 horas luz, (luces
encendidas de las 8:00'a las 20:00 hrs.).

Al inicio y final del éxperimento se tomaron las siguientes medidas de los

organismos: Longitud patrén, con un ictiémetro y peso corporal en una balanza

analitica.
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PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA.

A los peces se lgs sacrificd por decapitacidn, se extrajo el cerebro y se diseco el
hipotdlamo, el cual se congelé a -70 °C hasta la posterior cuantificacién de
noradrenalina y su metabolito por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
AI mismo tiempo se extrajeron y pesaron las gdnadas con lo que se calculd sl
indice Gonadosomatico (IGS) (Rodriguez, 1992):

168 = Peso de génada X 100

Peso del pez
Ll

PROCEDIMIENTO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.

Ef equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) consistié de una
bomba (Perkim Elmer, modelo 250), una vélvula de inyeccion Rheodine (Perkim
Elmer, modelo 7125}, columna Biofase ODS C-18 analitica (25cmx 486, 5 um de
tamafio de particula) y un detector amperométrico BAS LC-4A ( Bioanalitycél
Systems, Inc) con un doble electrodo, uno de trabajo de carbdn vitreo a un
potencial de 850 mV y un electrodo de referencia de Ag/AgC! (Dominguez y Col.,
1998), Bioanalitycal Systems, Inc., West Lafayette, IN, USA).

La fase movil fue preparada con agua quimicamnete pura (10 MQ ¢m), y consistié
de un buffer de acido citrico 0.1 M ajustado a pH = 3.0, con 100 mg de &cido 1-
octano-sulfénico monohidratédo (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). EI
buffer se filtr6 y desgasifico con una bomba de vacio por una hora.
Inmediatamente se adicionaron 20 ml de acetronitrilo y 15 ml de tetrahidrofurano

para cromatografia (E. Merck, Darmstadt, Germany).

La fase movil fue bombeada a un flujo constante de 1.0 ml/fminuto. Las soluciones

estandar {Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) fueron preparadas vy diluidas
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el dia del experimento usando acido perclérico 0.1 N. La calibracién del equipo
fue hecha para producir una curva esténdar sobre un intervalo de 0.1 ng a 2 ng/p!
de inyeccion. Noradrenalina y MHPG fueron identificados con sus tiempos
relativos de retencién y comparandolos con sus respectivos estandares usando
un integrador Nelson Perkim Eimer 1020. Los resuitados fueron expresados en ng
de neurotransmisor/mg de tejido (Ayala y Col., 1998). La actividad de Ia neurona
noradrenergica (siendo sus unidades adimensonales) fue calculada siguiendo la

relacion descrita por Shannon y col. (1986} y Kerdelhué col. (19889).

Las muestras de hipotdlamo fueron pesadas en una balanza de precision
(0.170.01 mg} y homogeneizadas en 150 ‘ul de acido perclérico 0.1 N y
centrifugadas a 12,000 rpm, a -4°C por 30 minutos y el supernadante fue filtrado
usando un filtro de celulosa regenerado de 0.2 um. Veinte pl de este extracto fue

inyectado por una valvula Rheodine conectada a la columna cromatografica.
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL :

Experimento 1. Evaluar el efectoc de la desnervacién noradrenérgica
periférica al inicic de Ia'etapa de maduracion (90 dias) de Oreochromis niloticus
machos y hembras sobre el crecimiento y la maduracién gonadal mantenidos a

temperaturas de 25 y 30 °C.

"Para ello, dos grupos de 24 peces (hembras y machos combinados)
mantenidos en peceras a 25 y 30 °C fueron inyectados por via intramuscular cada
tercer dia con 0.1 ml| de solucion saiina o con 20 mg / kg de guanetjdina, por un
periodo de 30 dias. Asi mismo se mantuvo un grupo testigo sin tratamiento. Al
termino del experimento se procedié como se menciona en el procedimiento de

autopsia,
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Experimento 2. En funcién de los resultados obtenidos se estudié la respuesta de
las génadas a la estimulacion con hCG en peces con desnervacidn simpatica

periférica.

Para eilo grupos de animales mantenidos a 25 o 30 °C de temperatura fueron
inyectados por via intramuscular cada tercer dia con 0.1 ml de solucién salina o
con : 50 Ul de hormona corionica humana (hCG) cada 72 horas por 30 dias ¢ ¢con
Guanetidina (20 mg/kg de peso) cada tercer dia y durante 20 dias posteriormente
con 50 Ul de hormona coridnica humana (hCG) cada 72 horas durante 10 dias.
Asf mismc se mantuvo un grupo testigo sin tratamiento. Al término  del

experimento se procedié como se menciona en el procedimiento de autopsia.
EVALUACION DE LOS RESULTADOS.

Los resultados de longitud patrén, peso corporal total, peso de las gbnadas
{ovarios y testiculos), indice gonadosomatico y concentracién de las monoaminas
fueron sometidos a pruebas de andlisis de varianza de una via (P< 0.05), ademas

se utilizo la prueba de Tukey y la de rangos multiples para las medias de los

tratamientos cuando se presentaron diferencias (P< 0.05). En las tablas y

graficas se muestra el valor promedio + error estandar de la media.
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EXPERIMENTO 1. Efectos de la inyeccéién intramuscular de GTD a peces

mantenidos en condiciones de temperatura controlada a 25y 30 °C

Objetivo: Analizar los efectos del blogueo del sistema simpatico periférico

provocado por la inyeccidn de guanetidina, sobre en el crecimiento y la

maduracién gonadal de la tilapia Oreochromis niloticus de ambos sexos -

sexualmente maduros.

RESULTADOS

Efectos de la inyeccién de guanetidina, realizada al inicio de la etapa de

maduracién en Oreochromis niloticus hembras mantenidas a temperatura de

25°C, sobre el crecimiento y la maduracién gonadat,

Tabla 1. Media + e.em .de la longitud patrén, el peso corporal, el peso de gonadas y el
indice gonadosomatico en hembras de Oreochromis niloticus a una edad de 90 dias

mantenidos a 25°C, en diferentes tratamientos durante 30 dias.

LONGITUD . PESO PESO DE {NDICE
TRAT;;,%ENTO N PATRON CORPORAL OVARIOS GONADOSOMATICO
(em) (e [t (acGs)
TESTIGO 15 7.12 £0.18 12.82 =081 0.47 +£0.05 3.70+£0.49%
SALINA 18 6.81+0.20 10.76 +0.91 0.36 = 0,07 334060
GTD 20 6.80+0.15 9.66 £0.55% [ 027 £0.06* 2.794 0.60
(20mg/kg) ’ . ; ‘ : ; ; )

* p<0.05 vs testigo
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En la Tabla 1 se muestran los efectos de la inyeccidon de GTD sobre el
'cr_ecimiento y maduracion de las hembras de Oreochromis niloticus sometidas a
temperatura de 25 °C, en comparacion con los grupos testigo y el inyectado con
solucion salina. No se observaron diferencias significativas entre el grupo testigo y
el salino. La desnervacion simpatica periférica provocd menor crecimiento corporal

y maduracion (peso de gonadas).

Efectos de la inyeccién de guanetidina, realizada al inicio de la etapa de
maduracién en Oreochromis niloticus hembras mantenidas a temperatura de

30°C, sobre el crecimiento y la maduracién gonadal.

=

Tabla 2. Media + e.e.m .de la longitud patrdn, el peso corporal, el peso de gonadas y el
indice gonadosomatico en hembras de Oreechromis niloticus de 90 dias mantenidos a
30°C, en diferentes tratamientos durante 30 dias.

TRATAMIENTO LONGITUD PESO PESO DE iNDICE
30°C N " PATRON CORPORAL | ovarios | conaposoMaTICO
wm @ ®© ass
TESTIGO 25 6.90+0.35 1247171 | 0.32+008 257+ 044
SALINA I8 7.29+£037 13194225 0.39+£0.13 2.96+062
GTD 25 7864032 1466+ 1.57 0.50+0.09 3.41£040
(20mp/kg) .

La desnervacion simpatica periférica producida por la inyeccion de
guanetidina no modificé ios pardmetros ponderales ni del crecimiento gonadal de
tas hembras mantenidas a 30 °C.



.

El peso corpoeral y' gonadal de las hembras desnervadas mantenidos a 30
°C, fue significativamente mayor que el observado en ias mantenidas a 25 °C
(Tablas 1 y 2). '

.

Efectos de la inyeccién de guanetidina, realizada al inicio de la etapa de
maduracién en Oreochromis niloticus machos mantenidos a temperatura de

25°C sobre el crecimiento y la maduracién gonadal.

Tabla 3. Media + c.em .de la longitud patron, el peso corporal, el peso de gonadas yel
indice gonadosdmatico en machos de Oreochromis niloticus de 90 dias mantenidos a 25°C,
en diferentes tratamientos durante 30 dias. :

TRATAMIENTO N LONGITUD PESO PESO DE inDICE
25°C PATRON CORPORAL TESTICULOS | GONADOSOMATICO
(em) ® ® acs)
TESTIGO _ 30 695+ 0.19 11.42+£076 } 0.05+001 0.43+0.10
SALINA 29 7.00+£0.20 11.604:0.91 0.06 £ 0,01 0.51+0.11
GTD 21 7.02:+0.26 11.84+£1.45 0.04 £0.01 0.33:£0.05
(20mg/kg)

No se presentaron diferencias significativas entre los valores de los grupos
testigo, salinay desnervados {Tabla 3).
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Efectos 'de la inyeccién de guanetidina realizada, al inicio d

L3

e o km e = = = =

ela etapa de

maduracién en Oreochromis niloticus machos mantenidos a temperatura de

30°C sobre el crecimiento y la maduracién gonadal.

Tabla 4. Media + e.e.m .de la longitud patron, el peso corporal, el peso

de gonadas y el

indice gonadosomatico en machos de Oreochromis niloticus de 90 dias mantenidos a 30°C,

en diferentes tratamientos durante 30 dias.

i

| LONGITUD PE;SO PESO DE iNDICE
TMT;;‘E::ENTO N PATRON CORPORAL TESTICULOS | GONADOSOMATICO
(em) @ @® +(GS)
t
[}
TESTIGO 33 7424029 | 1552+ 181 | 0064001 0.39£0.06
}
_SALINA 27 751£024 | 14954154 | 0.08+0.01 0.53%0.05
GTD )
20 8214037 | 1694217 | 0.11£003 0.65 % 0,08
(20mg/kg) :

>

Al igual que en los animales mantenidos a 25°C, la desnervacién simpatica
periférica no afecté el crecimiento ni la maduracion de las tilapias macho (Tabla 4)
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Comparacién de los efectos de la inyeccién de guanetidina, realizada al
inicio de la etapa de maduracion de Oreochromis niloticus hembras y

machos mantenidos a temperatura de 25 °C, sobre el crecimiento.

Tabla 5. Media+ e.e.m .dela longitud patron, el peso corporal en hembras (?) y machos
(8) de Oreochromis niloticus de 90 dias mantenidos a25°C, en diferentes tratamientos
durante 30 dias.

TRATAMIENTO N LONGITUD PATRON PESO CORPORAL
25°C ) (cm) D)

TESTIGO ¢ 15 7.12 £0.18 12.82 =0.81
TESTIGO 8 30 n 6.95+ 0.19 11.42+0.7
SALINA® 13 6.81 £0.20 10,76 £0.94
SALINA & 29 7.00 £ 0.20 11.60£0.91

GTD ¢ _ 20 6.80+0.15 9.66 % 0.55% **
(20mp/kg)

GTD & 21 7.02 + 0:26 11.84 %145
(20mg/kg) ‘

* p<0.05 vs sexo del mismo tratamiento  ** p<0.05 vs testigo 9

En la Tabla 5 se observan los efectos de la inyeccion de GTD sobre el
crecimiento de hembras y machos de Oreochromis niloticus mantenidos a 25°C de
temperatura. No se observaron diferencias significativas entre hembras y machos
testigo y tratados con solucién salina. La desnervacién periférica provocada por la
inyeccion de guanetidina afecté de manera inhibitoria el crecimiento de las
hembras, y no afecto el de los machos. I
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Comparacion de los efectos de la inyeccién de guanetidina, realizada al
inicio de la etapa de maduracién de Oreochromis niloticus hembras y
t

machos sometidos a temperatura de 30 °C, sobre el crecimiento.

Tabla 6. Media + e.e.m .de longitud patron; peso corporal en hembras (2) y machos
(8) de Oreochromis niloticus de 90 dias mantenidos a 30°C, en diferentes tratamientos
durante 30 dias. '

TRATAMIENTO N LONGITUD PATRON PESQO CORPORAL
30°C {cm) (e

TESTIGO @ 25 6.90 0.35 1247+ 1.71
TESTIGO & 38 7.42 +0.29 15,52+ 1.81
SALINA @ i8 7.294 037 1319+ 2,25
SALINA & 27 751024 14,95+ 1.54

GTD @ 25 7.86+0.32 14.66 + 1.57
(20mg/ke)

GTDJ 20 8.21£037 16.94+2.17
(20mg/kg)

En Ja Tabla 6 ée comparan los efectos de la inyeccién de GTD sobre el
crecimiento de las hembras y mach&s de Oreochromis niloticus mantenidas’ a
30°C. No se observaron diferencias significativas en el crecimiento entre sexos de
ios diferentes grupos testigo y tratados.
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CUANTIFICACION DE CATECOLAMINAS.

Objetivo.  Conocer la concentracidn de noradrenalina y  4-Hidroxi-3-
Metoxifenitetilenglicol (MHPG) y la actividad neural noradrenérgica, para
establecer si la GTD atraviesa la barrera hematoencéfalica de Oreochromis
niloticus y siinfluye en su concentracion,

Para este fin peces de los diferentes grupos (testigo, salina y desnervados
con GTD), de 120 dias de edad, mantenidos a 25 y 30 °C se les diseco el
hipotalamo para cuantificar la concentracién de NA y MHPG.

HEMBRAS.

La desnervacion simpdtica periférica no modificé la concentracién de
noradrenalina en el hipotdlamo de los peces mantenidos a temperatura de 25 °C,
La concentracién de su metabolito (MHPG), en los hipotalamos de los peces a los
que se les inyectd solucidn salina fue significativamente mayor que en el grupo
testigo absoluto y el desnervado. Esta diferencia no se vio reflejada en el calculo

de la ctividad neural actividad noradrenérgica (Figura 8 ).

hembras a 25 °C de Oreochromis nilticus

ng/mg

NA MHPG ACTH

[ATESTESTIGD MSALINA @GUANETIDINA |

* P <0.05 vstratamientos

FIGURA 8. Concentracién de NA y MHPG y actividad noradrenérgica neuronal en el
hipotalamo de Oreochromis niloticus hembras, mantenidas a 25°C., '

-

Las inyecciones de solucién salina o GTD no. modificaron la concentracién
de NA de los animales mantenidos a 30°C (Figura 9). .
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hembras a 30° C de Oreochromis niloficus

ngimg

MHPG

" [TESTIGO MSALINA WGUANETIDINA |

FIGURA 9. Concentracién de NA y MHPG y actividad noradrenérgica neuronal en el
hipotdlamo de Oreochromis niloticus hembras, mantenidas a 30°C.

MACHOS.
La inyeccion de GTD no modificé la conoentfacic’:n de noradrenalina ni la actividad

neuronal noradrenérgica en el hipotdlamo de los machos mantenidos a 25 °C
{Figura 10), y de los mantenidos a 30°C (Figura 11).

machos a 25 °C en Oreochromis niloticus

ng/mg
]

FIGURA 10. Concentracion de NA y MHPG y actividad noradrenérgica neuronal en el |
hipotalamo de Oreochromis niloticus machos, mantenidas a 25°C.
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Cuando los peces se mantuvieron a 30° se observé un aumento en la
concentracion de noradrenalina en el hipotdlamo de los animales inyectados con
solucion salina, no siendo asi en la concentracién de su metabolito, el MHPG vy la
actividad neuronal (Figura 11).

machos a 30 *C en Oreochromis niloticus

~

w

-

ngimg

[=] L]

O Wm = W N MW ks Mo
H

i :
NA MHPG ACTIVIDAD DE LA

NEURONA
NORADRENERGICA

[OTESTIGO mMSALINA BGUANETIDINA]

» P <0.05vstestige

FIGURA 11. Concentracién de NA y MHPG v actividad noradrenérgica neuronal en el
hipotalamo de Oreochromis niloticus machos, mantenidas a 30°C.

'

COMPARACION DE LAS CONCENTRACIONES DE NA, MHPG Y DE LA ACTIVIDAD
NEURAL NORADRENERGICA EN EL HIPOTALAMO DE HEMBRAS Y MACHOS
MANTENIDOS A 25 °C.

No se observaron cambios significativos en la concentracion de NA entre
hembras y machos testigos y tratados con GTD mantenidos a 25°C. La -
concentracion de MHPG fue supérior en las hembras tratados con solucion salina
que en Jos machos que recibieron el mismo tratamiento. Esta diferencia se reflgjd
en la actividad neuronal. El tratamiento con GTD abolié los cambios inducidos por

la inyeccién de solucion salina {estrés inespecifico) (Figura 12).
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hembras y machos a 25°C de Oreochromis
niloticus .

ng/mg

0.5 - i
) | | I
A MHPG ACTIVIDAD DE LA NEURONA
NORADRENERGICA
| BTESTIGO HEMBRAS WTESTIGO MACHOS DOYALINA REMBRAS |
| ®MSALINA MACHOS WGUANETIDINA HEMBRAS MGUANETIDINA MACHOS |

" p < 0.05 vs sexo mismo tratamiento ™ p <0.05 vs TESTIGO ? 1 25°C

FIGURA 12. Concentracion de NA y MHPG y actividad noradrenérgica neuronal
en hipotalamo Oreochromis niloticus de hembras y machos mantenidas a 25°C.

COMPARACION DE LAS CONCENTRACIONES DE NA, MHPG Y DE LA ACTIVIDAD
NEURAL NORADRENERGICA, EN EL HIPOTALAMO DE HEMBRAS Y MACHOS
MANTENIDOS A 30 °C. '

No se observaron cambios significativos en la concentracion de NA, MHPG
y actividad neural entre hembras y machos testigos y tratados con GTD sometidos
a 30°C. La administracién de la solucién salina en las hembras y machos no
modifico las concentraciones de NA pero si las de MHPG, donde la concentracion
de las hembras estuvo por debajo de ia sensibilidad del método. Esto se reflejo en

la actividad neuronal (Figura 13).




hembras y machos a 30°C de Oreochromis

niloticus
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N A MHPG ACTIVIDAD DE LA NEURDOHNA

NORAORENERGICA
IETESTSGO HEMBRAS HMTESTIGO MACHOS BSALIMA HEMBRAS
MSALINA MACHOS BGUANETIDINA HEMBRAS ®MGUANETIDINA MACHOSJ

FIGURA 13, Concentracion de NA, MHPG vy actividad neuronal noradrenérgica en
machos y hembras de Oreochromis niloticus (lestige absolute y tratados con solucion
salina o GTD). -

Los resultados obtenidos muestran que los efectos de la desnervacion
simpatica periférica sobre las hembras de Oreochromis niloticus dependen de la
temperatura a ta que se mantienen los animales lo gue no sucede en Ios'machos,
por |0 que podemos suponer que existe una diferencia sexual en la participacion
de este sistema en los mecanismos de regulaciéon que estd vinculado a ia
temperatura a la que se mantienen a los animales.

Al igual que lo descrito para los mamiferos, la GTD no parece atravesar la
barrera hemato-encéfalica ya que no se observaron diferencias significativas en la

concentracion de NA entre los animales desnervados y el grupo testigo.
Dado gue la desnervacion simpatica periférica abolié los efectos producidos

por la inyeccion de solucion salina, se puede pensar gue esta inervacion participa

en los mecanismos de estrés.
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EXPERIMENTO. 2

Objetivo: Analizar los efectos de la desnervacion simpatica periférica sobre

la estimulacién hormenal con hCG en el crecimiento y la maduracién gonadal de

ambos sexos de la tilapia Orecchromis nifoticus de 90 dias de edad.

Para elio, cuatro grupos de 24 peces mantenidos a 25° y 30°C se les

inyecto por via intramuscular cada tercer dia por 30 dias, con:

t

0.1 ml de solucién salina (1 grupo mantenido a 25°C, otro a 30°C)
50 U.l de hCG (1 grupo mantenido a 25°C, otro a 30°C)

20 mg/kg de GTD por 20 dias + 50 U.I de hCG por 10 dias {1 grupo
mantenido a 25°C, otro a 30°C) '

testigos {1 grupo mantenido a 25°C, otro a 30°C).
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EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON hCG
RESULTADOS

Efectos del tratamiento de hCG realizada cada tercer dia por 30 dias desde el
inicio de la etapa de maduracién en Oreochromis niloticus hembras
mantenidas a una temperatura de 25°C, sobre el crecimiento y la maduracion
gonadal.

Tabla 15. Media + e.e.m de la longitud patron, el peso corporal, el peso de gonadas y el

indice gonadosomatico en hembras de Qreachromis niloticus de 90 dias de edad
mantenidas a 25°C a las que se les aplicd hCG durante 30 dias.

LONGITUD PESO PESODE IND[CE
TRAT;SJ:':.’.ENTO N PATRON CORPORAL OVARIOS | GONADOSOMATICO
(em) @® ® aGs)
TESTIGO 15 702 +0.18 | 1282081 | 0472006 3.70£0.49
SALINA 18 6814020 | 10762094 | 0362007 3342060
hCG s 654023 | 876+ 113* | 0.1440.08* 1594137
50U | S4£0. , _ 1440, 591,

* p<0.05 vs 1estigo

El tratamiento con hCG provocd menor crecimiento en la longitud patrén (aungue

no fue estadisticamente significativo) y en los pesos corporat y de ios ovarios, en

comparacion con los animales testigo y tratados con solucidn salina, lo que se
t

refieja en el indice gonadosomatico.
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Efectos del tratamiento de hCG realizada cada tercer dia por 30 dias desde el
inicio de la etapa de maduracién en Oreochromis niloticus hembras

mantenidas a una temperatura de 30°C, sobre el crecimiento y la maduracién
gonadai .
Tabla 16. Media + e.e.m de la tongitud patron, el peso corporal, el peso.de gonadas y el
indice gonadosomético en hembras de Oreochromis niloticus de 90 dias de edad

mantenidas a 30°C a las que se les aplicd hCG durante 30 dias.

TRATAMIENTO LONGITUD PESO PESO DE - INDICE
30°C N FATRON CORPORAL OVARIOS | GONADOSOMATICO
{em) ® ®) LG
TESTIGO 25 6.82 £0.35 1247171 | 032+008 2.57+ 0.44
SALINA 18 7.29+0.37 13.19+£225 ]1039+0.13 296+ 0.62
hCG 10 7.22+0.13 11.84+0.73 | 0.25+0.04 2.11+032
(50 UnD

Cuando los animales fueron mantenidos a 30°C la inyeccion de hCG no
modificé los parametros estudiados (Tabla 16).
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Efectos del tratamiento de hCG realizada cada 3* dia por 30 dias desde el
inicio de la etapa de maduracién en Oreochromis niloticus machos
mantenidas a una temperatura de 25°C, sobre el crecimiento y la maduracion

gonadal

Tabla 17. Media + e.e.m de la longitud patron, el peso, el peso de gonadas y el indice
gonada en machos de Oreochromis niloticus de 90 dias de edad mantenidos a 25°C a los
que se les aplico hCG durante 30 dias.

LONGITUD PESO PESO DE INDICE
TMT;::::ENTO N PATRON CORPORAL TESTICULOS | GONADOSOMATICO
(em) (r) (2) (Gs)
TESTIGO 30 695+ 019 | 11.42£076 | 0.05£001 0.43£0.10
SALINA 29 7004020 | 11604091 | 0.0620.01 0.51£0.11
hCG 14 8.54+0.19* 1964 £ 1.47* | 0.13+0.04% 0.66+0.21
(50 Un ' : : . ’ . R

* p<0.05 vs tratamiento

El tratamiento de hCG a machos mantenidos a 25°C provocd aumento significativo
del peso corporal y de las gonadas, por lo que el indice gonadosomatico no se
maodifico respecto a los grupos testigo e inyectado con solucién salina {Tabla 17).
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Efectos del tratamiento de hCG realizada cada 3* dia por 30 dias desde el
inicio de la etapa de maduracion en OQOreochromis niloticus machos
mantenidos a temperatura de 30°C, sobre el crecimiento y la maduracion
gonadal ‘ '

Tabla 18. Media +_e.e.m de la longitud patron, el peso corporal, el peso de gonadas y el

indice gonadosomético en machos de Oreochromis niloticus de 90 dias de edad,
mantenidos a 30°C a los que se les aplicd hCG durante 30 dias,

TRATAMIENTO N LONGITUD PESO PESO DE INDICE
30°C PATRON CORPORAL TESTICULOS | GONADOSOMATICO
(em) ® ® (IGS)
TESTIGO. 38 7.42+£0.29 15.52+ 1.81 0.06 £0.01 0.39+0.06
SALINA 27 7512024 | 14952154 | 008015 | 0532005
hCG 11 8.05+0.28 17.60 + 1.64 0.09+0.03 0.51+0.12
(50 UT) ’ . ' U ' ’ ! ’

El tratamiento con hCG a machos mantenidos a 30°C no modifico el
crecimiento ponderal o peso gonadal (Tabla 18).
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Camparacion de los efectos de la inyeccién de hCG realizada cada 3* dia por
30 dias desde el inicio de la etapa de maduracién de Oreochromis niloticus
hembras y machos mantenidos a temperatura ‘de 25 °C, sobrer el

crecimiento.

Tabla 19. Media + e.e.m de la longitud patron, el peso corporal en hembras (9) vy
machos (3)de Oreochromis niloticus de 90 dias de edad mantenidos a 25°C a los que se
les aplicé hCG durante 30 dias,

TRATAMIENTO N LONGITUD PATRON PESO CORPORAL
5°C (cm) @
TESTIGO ¥ 15 7.12 £0.18 12,82 +0.81
TESTIGO & 30 695+ 0,19 11.42+0.76
SALINA @ 18 6.81£0.20 10.76 £ 0.94
SALINA G 29 7.00+0.20 11.60+0.91
hCG @ 5 6.54 +0.23 876 1.13
(50 UD
hcGd 14 8.5420,19% *» 19.64 & ] 47+ **
(50 UD)

* p<0.05 vs sexo del mismo tratamiento  ** p<0.05 vs tratamientos

En la Tabla 19 se muestran los efectos del tratamiento con 50 Ul de hCG
sobre el crecimiento ponderal y en longitud de hembras y machos de Oreochromis
nifoticus mantenidos a una temperatura de 25°C, se observa que los machos
respondieron al tratamiento hormonal con aumento de ambos parémetros,\

mientras que las hembras no respondieron al mismo,
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Comparaci6n de los efectos de la inyeccién de hCG realizada cada 3* dia por
30 dias desde el inicio de la etapa de maduracién de Oreochromis niloticus
hembras y machos mantenidos a temperatura de 30°C, sobre el

crecimiento.

Tabla 20. Media * e.c.m de la longitud patrén, el peso corporal en hembras () y
machos (8)de Oreochromis niloticus de 90 dias de edad mantenidos a 30°C a los que se
les aplicd hCG durante 30 dias.

TRATAMIENTOQ
o LONGITUD PATRON PESQO CORPORAL
rc N (em.) @®

TESTIGO @ 25 6.90+ 035 1247171
TESTIGO & 38 7424029 15.52:£1,8]
SALINA 9@ 18 7.29+0.37 13.19+2.25
SALINA & 27 7.51+0.24 14.95+ 154

hCG @

(50 UTy 10 7.22+0.13 11.84+0.73

heGd

(50 UD) 11 8.05+0.28* 17.60 % 1.64

* p<0.05 vs TESTIGO @

El aumento de la temperatura a la que se mantuvieron los animales abolié
los efectos producidos por de la inyeccion de hCG sobre el crecimiento ponderal
de los machos, pero no sobre Ia longitud. La respuesta de las hembras en los
parametros estudiados no fue afectada por el tratamiento con hCG (Tabla 20).

Los ovocitos de las gonadas de las hembras de Oreochromis niloticus

tratadas con hCG presentaron una sustancia techosa y una apariencia en color

muy distinta a la que se presenta en condiciones normales,
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RESULTADOS.

Efectos de la desnervacion simpatica periférica producida por la inyeccion
de GTD sobre el estimulo gonadotrépico con hCG a Oreochromis niloticus

hembras mantenidas a 25°C, sobre el crecimiento y la maduracién gonadal;

Tabla 21. Media £ e.e.m de la longitud patrén, el peso corporal, el peso de gonadas y el
indice gonadosomético en hembras de Oreochromis niloticus de 90 dias de edad sometidas
a 25°C, en diferentes tratamientos durante 30 dias.

INDICE
LONGITUD PESO PESO DE ;
TMT;SI:{(I:ENTO N PATRON CORPORAL OVARIOS GO”AD?I%%““T'CO
(rm) () [£3]
hCa 5 6.54+£0.23 876+ 1,13 0.14:0.08 1.59+1.37
(50U . } . . . . . .
GTD
20 6.80+0,15 966055 | 0271006 279+ 060
(20mg/kg) )
GTD+hCG 9 7.284£0.39 1275+ 1.73*% | 0.17+0.04 133+ 025
(20mp/xg+50 UT)

¥ p<0.05 vs hCG

El peso corporal de los animales desnervados tratados con hCG fue
significativamente mayor que el de los animales tratados solo con hCG o GTD.
Este aumento no se debid a cambios en el peso gonadal (Tabla 21).
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inyeccion de GTD+hCG, a Oreochromis nijoticus hembras sometidas a

temperatura de 30°C, sobre el crecimiento y la maduracién gonadal.

Tabla 22. Media + e.e.m de la longitud patrén, el peso corporal, el peso de gonadas y el
indice gonadosomitico en hembras de Oreochromis niloticus de 90 dias de edad 2 30°C,
mantenidos en diferentes tratamientos durante 30 dias.

TRATAMIENTO LONGITUD PESO PESODE INDICR
30°C N PATRON CORPORAI OVARIOS GONADOSOMATICO
(em) [£4] (3] (IGS)
hCG . 10 7.22+0.13 11.84+0.73 4.25+£0.04 2,11+0.32
(50 U}y
GTD . 25 786 +£0.32 14.66 + 1.57 .50+ 0,09 3.41%040
(20mg/kg) ‘ ‘
GTD+hCG 12 7274021 12.35+£1.01 0.18 + 0.03* 1.45+0.30*
(20mg/kg +50 UT)
* p<0.05 vs GTD

La desnervacién simpatica y la estimulacion gonadotrépica no afectaron el

crecimiento ni en longitud ni el ponderal. Cuando se compararon los peso de los

ovarios de los animales desnervados y los desnervados con estimulacién

gonadotrépica se observo un crecimiento gonadal significativamente menor {Tabla

22).
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Inyeccién de GTD + hCG, a Oreochromis niloticus machos mantenidos a

temperatura de 25°C, sobre el crecimiento y la maduracién gonadal.

Tabla 23, Media + e.e.m de la longitud patron, el peso corporal, el peso de gonadas y el
indice gonadosomatico en machos de Oreochromis niloticus de 90 dias de edad a 25 °C,
mantenidos en_diferentes tratamientos durante 30 dias.

. LONGITUD PESO PESC DE fNDICE
TRAT;;:'?NTO N PATRON CORPORAL TESTICULOS | GONADOSOMATICO
. (cm} 2 ) acs)
hCG 19 7 13 0 1
(50 UI) 14 8.54%0, 19.64 = 1.4 0.13+0.04 .66+ 0.2
oTD . * +| 0332008
-(20mg/ke) 21 7.02x0.26 1184+ 145 0.04£0.01 3340,
comghamsoon | 14 7.43£030* | 1378+ 130% | 0.09£0.02 0.6540.07

* p<0.05 vs hCG

Cuando los animales fueron mantenidos a 25°C, la estimulacién
gonadotropica revirtié los efectos de la desnervacion simpatica sobre el peso
gonadai y el indice gonadosomatica (Tabla 23).
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Inyeccién de GTD + HCG, a Oreochromis niloticus machos sometidos a

temperatura de 30°C, sobre el crecimiento y la maduracién gonadal.

Tabla 24. Media + ¢.e.m de la longitud patron, el peso corporal, el peso de gonadas y el
indice gonadosomatico en machos de Qreochromis niloticus de 90 dias de edad a 30°C,
mantenidos en diferentes tratamientos durante 30 dias.

" . - LONGITUD PESO PESO DE INDICE
TRA r;;:lé“mo N PATRON CORPORAL TESTICULOS GONADOSOMATICO
(cm) ®) ® (1GS)

hCG 1 805£028 | 17.6021.64 | 0.0940.03 0.51+0.12
(50 UI)

GTD 20 821037 | 16942217 | 0112003 0.65+ 0,08
(omgg) 200 =207 | 01020, SI£008
GTD+hCG

(0mkg+50 UT) 14 837+0.18 | 1832+¢132 ) 012 2002 0.66+0.11

El tratamiento gonadotropico a los animales desnervados no modificé los
parametros estudiados (Tabla 24).
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Comparacion de los efectos de la inyeccién de GTD+HCG, realizada al inicio

de la etapa de maduracion de Oreochromis niloticus hembras y machos a

tempeatura de 25 °C, sobre el crecimiento.

Tabla 25. Media + eem de la longitud patrén, el peso corporal en hembras (9) y

machos (&) de Qreochromis niloticus de 90 dias
diferentes tratamientos durante 30 dias.

de edad mantenidas a 25°C, en

TRATAMIENTO LONGITY/D PATRON PESO CORPORAL
25°C N (em) ®
nCG @ . .
Souh 5 6.5440.23 876+ 113
hCGd 8544010 %+ “
o 14 19.64 + 1.47
GTD ¢
20 680£0.15 9,664 0.55%
(20mg/kg) .
GIDd
21 7,024 0.26 11.84 % 145
(20mg/kg)
GTD+hCG @ )
(20mgfke+50 UI) 7284039 1275+ 1.73
GTD+hCG & .
{20mg/kg+50 UD) 14 7.43£030 13784 1.30

* p<0.05vs el sexo del mismo tratamiento ** p<0.05 vs tratamientos

En la Tabla 25 se muestran los efectos del tratamiento de GTD+hCG sobre

el crecimiento de hembras y machos de Oreochromis niloticus sometidos a

temperatura de 25°C. No se observaron diferencias significativas entre hembras y

machos con GTD+hCG. La aplicacién de hCG 50 Ul y la desnervacion periférica

inhibid el crecimiento ponderal de las hembras pero no el de los machos.
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Comparacién de los efectos del tratamiento de GTD+HCG, realizada al inicio
de la etapa de maduracién de Oreochromis niloticus hembras y machos a

tempeatura de 30 °C, sobre el crecimiento.

Tabla 26 . Media + .e.e.m de la longitud patrén, el peso corporal en hembras (9) y
machos (8} de Oreochromis niloticus de 90 dias de edad mantenidos a 30°C, en
diferentes tratamientos durante 30 dias,

TRATAMIENTO LONGITUD PATRON PESO CORPORAL
30°C N {cm) ' ()
IICG 9 T
(50 U1) 10 7224013 11.84 £0.73
hCG &
(50 UD) 1" 8.05+0.28 17.60 + 1.64
GTD @ 25 14.66 £ 1 57
786032
(20mg/kg)
GTD &
20 8.21 +£0,37%% 1694 2,17
(20mg/kg) :
GTDHCG © 12 1235+ 1.01
(20mg/kg +50 UI) 7.214£021%
GTDH+HCG &
(20mg/kg+50 UT) 14 837 £0,18% *** 18.32 4 1.32

* p<0.05 vs ¢l sexo del mismo tratamiento ** p<0.05 vs GTD @ *** p<0.05vs hCG 2

En la Tabla 26 se muestran los efectos de la aplicacion de GTD+hCG
(20mg/kg+50 Ul) sobre el crecimiento de hembras y machos de Oreochromis
. niloticus mantenidos a temperatura de 30°C en comparacion con el sexo opuesto
del mismo tratamiento, asi como con el grupo de hCG y el desnervado. Sélo se
observaron diferencias significativas en el crecimiento longitudinal entre los sexos
en el grupo con GTD+hCG.
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DISCUSION.

En la mayoria de los niveles de organizacion biolégica existe una diversidad de
taclicas reproductoras y los peces no son la excepcion ya que presentan diversas

formas y actos en los procesos reproductores que establecen temporadas

reproductoras, mismas que se pueden definir como la ocurrencia de ta crianza de
un individuo en un tiempo especifico. Las paoblaciones exhiben temporadas

reproductoras y sus individuos crian en forma sincrénica o asincrénica, Los ciclos
temporales reproductores no necesariamente se encuentran vinculados con ios
ciclos reproductivos anuales; por ejemplo, un individuo, que cria en la primavera
cada dos o tres afios tiene un ciclo temporal, pero no un ciclo anual. La temporada
reproductora incluye patrones en donde el individuo puede criar continuamente, en
forma periédica en un afio o una sola vez en su ciclo de vida. La temporada
reproductora también puede responder a cambios especificos en el ambiente
(fotoperiodo, temperatura, etc..)-, por ejemplo algunas especies s6lo crian cuando
inician las liuvias. De esta forma los peces responden a una amplia variedad de
factores (sefiales) como en cualquier otro grupo de vertebrados {(Whinttier y
Crews; 1987).

Los ciclos reproductivos de varias especies de peces pueden ser
influenciados por la manipulacion experimental de la temperatura o la aplicacion
de hormonas. La temperatura es un factor importante (Fry, 1971) en los procesos
metabdlicos relacionados con la ingesta de alimentp, pero también el metabolismo
responde de forme! diferente en cada una de las especies existentes de peces, de
tal forma que para cada una de las especies existe un intervalo en el cual sus
funciones fisiolégicas actian de forma correcta ¥ por debajo o por arriba de este
intervalo las diferentes especies ven amenazada su existencia. En la mayoria de
las especies, ya sean terréstres, aéreas o acudticas la temperatura se encuentra
intimamente relacionada en el proceso de crecimiento y sincronizacion de Ia

maduracion (Whinttier y Crews; 1987) y en combinacion con el buen
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funcionamiento de los diferentes mecanismos neuroenddcrinos, hormonales e

inmunolégicos hacen posible el proceso de la reproduccion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que cuando las
hembras de Oreochromis niloticus son mantenidas a 25°C, la desnervacion
simpét'!ca periférica resulta en una disminucion en las diferentes variables
implicadas, principalmente en el peso corporal y por lo tanto en el peso de
génadas cuando a los animales se les mantiene a 30°C se presenta el efecto
opuesto, un incremento en las variables de peso corporal y pesd de gbnadas.
Estos resuitados nospermiten suponer que la desnervacion noradrenérgica
periférica afecta la respuesta de crecimiento y maduracion de las génadas
dependiendo de la temperatura, Dado que en los machos la desnervacion
noradrenérgica no afectd significativamente la respuesta de los animales
mantenidos a diferente temperatura, podemos suponer que la participacion de
este sistema en los mecanismos de regulacion es diferente para machos y
hembras. Estudios previos sobre los efectos de la desnervacién noradrenérgica
por la inyebcic’m de GTD sobre el crecimiento y maduracion gonadal han sido
realizadas principalmente en mamiferos. En la rata al realizarse ia desnervacién
periférica con GTD ocasiona respuestas que permiten establecer que la
inervacion noradrenérgica participa en la regulacion de la maduracién gonadal,
siendo diferente en la rata hembra preplber y adulta. En la fase prepuber es de
tipo inhibitoria en el adulto es de tipo estimulatoria (Flores y col.,1990). Asi mismo,
en la cobaya la inervacién catecolaminérgica participa en la regulacién del
crecimiento folicular y los efectos de la GTD dependeran de |a etapa (al primer dia
de nacimiento o en el dia 10) en que se realice la desnervacién (Riboni y col.,
1998)

Cuando se comparan los resultados de los animales de ambos sexos
mantenidos a 25 y 30 °C se observa que en los machos la falta de inervacion
simpatica periférica no afecta el crecimiento, lo que si sucede en las hembras.

Este analisis nos permite proponer la existencia de un dimorfismo sexual en los
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mecanismos de regulacion del crecimiento Yy maduracion gonadal que son,
ademas, ‘dependientes de la temperatura ya que estas diferencias no se
observaron en los animales mantenidos a 30°C. Para explicar esta diferencia cabe
la posibilidad -de que los mecanismos de reconocimiento de la temperatura
(termoreceptores) sean diferentes entre machos 'y hembras, sin dejar de lado lo
argumentado por Holden y Reed (1972) quien menciona que las tilapias macho
exhiben una tasa de crecimiento mas répida que el de las hembras y ésta se
incrementa a temperaturas mayores, Las variaciones en el crecimiento se deben
posiblemente a que la desnervacién con GTD no sélo afecta la inervacion
noradrenérgica. sino a otras que se encuentren en la inervacion periférica Y que

podrian estar involucradas en el crecimiento.

En los teledsteos, las catecolaminas son componentes importantes del
sistema hipotalamo-hipéfisis, principalmente en el drea predptica anterior del
hipotalamo, y en los nucieos resus |ateralis, resus posterioris (Joy, 1993} vy tuberilis

tateralis del hipotalamo. Los estudios fisioldgicos han implicado la regulacion de
varias hormonas de la hipéfisis incluida la GtH por una inervacion directa de fibras
hipotalamicas catecolafninérgicas {Yu y Peter; 1992). Nuestros resultados
muestran que la GTD no afecté la concentracién de NA hipotélamica, por lo que
los resultados obtenidos no pueden explicarse por alteraciones en la secrecion de
GtH inducidos por cambios en la concentracian de NA. '

La diferencia en la concentracién de NA del grupo de solucién salina con
respecto al grupo testigo a 25°C posiblemente se debid al estrés producido por la
manipulacion y la aplicacién de la solucién salina. Esto se puede apoyar en el
comportamiento de los animales al ser manipulados y depositados nuevamente
en el acuario, ya que dicho comportamiento fue de movimientos rapidos en
cualquier direccion, a diferencia de aquelios animales a los que se les aplico GTD
en donde se presentd aletargamiento por aproximadamente media hora.
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Dado que la desnervacién simpatica periférica abolié los efectos producidos
por la inyeccitn de solucion salina, se puede pensar que esta mervacmn participa

en los mecanismos de estrés,

La LH y FSH son responsables del desarrollo de los foliculos, asi como dei
proceso espermatogénico y de la actividad hormonal en ilas hembras y los
machos. Los estudios sobre la inyeccién de hCG (hormaona con efectos similares a
la LH} en mamiferos han demostrado que sus efectos varian segin la dosis
empleada (Merck Index, 1996).

La respuesta diferencial en este estudio entre machos y hembras a la
estimulacion con hCG y su dependencia de la temperatura apoyan la idea de que
entre machos y hembras existen diferencias en los termoreceptores para la
deteccion de la temperatura ambiental. La respuesta gonada) a 1a estimulacién con
hCG varia con la especie de pez estudiado. Asi, Stuart {1983) indujo la ovulacién
en la Perca sp con 50 Ulikg de hCG, mientras que en Siganus galtalus el desove
fue inducido con 2 Ul g de peso de hCG (Ayson, 1991); en Sparus auratus fue
necesario inyetar 100 Ul/kg de hCG (Gordin y Zohar;1978); 1540 Ulkg en
Ictalurus punctatus (Sneed y Clemens, 1958), 3000 Ulkg en el C. auratus
(Yamazaki, 1965) y 60 000 Uikg en el Mugif cephalus (Shchadeh y col., 1973; Kuo
y coi., 1973) y 2 Ulml| en Clanas macrocephalus {Mollan y Tan, 1983). Con base
en estos résu!tados Lam (1982) sugiere que la dosis requerida para inducir la
maduracién, puede estar relacionada con la capacidad de la hCG para remedar
los efectos de las gonadotropinas enddgenas de cada especie.

La apariencia de las gonadas de las hembras de Oreochromis niloticus
tratadas con hCG (presentaron en los ovocitos una sustancia lechosa y una
apaﬁenéia en color muy distintas a la que se presenta en condiciones normales
donde su color es de un naranja amarillento y una fragil consistencia de las
génadas en las hembras tratadas) nos llevan a suponer que una sobre
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estimuracién gonadotropica posiblemente aumenté la  atresia folicular. Esta
interpretacion se apoya con los resultados obtenidos por Rowland (1983) en
Macquaria‘ arnbigua, donde la inyeccion de hCG antes del inicio del desove resulta
en un aparente deterioro de I.a calidad del ovocito. Este hecho ha sido corroborado
por Pickford y Atz, 1957; Gordin y Zohar, 1978; Billard y Marcel, 1980). Berlinsky
{(1997) observo en Paralichthys dentatus que sélo él 35%'de hembras inyectadas .
con 250 Ul/kg de hCG ovularon un ndmero reducido de ovocitos, pe.ro dnicamente
una hembra tratada con hCG produjo ovocitos fériiles. Estos resultados

posiblemente se explican por el deterioro de la calidad de los ovocitos.

Las diferencias observadas en la respuesta al estimulo gonadotrépico entre
hembras y machos con desnervacion simpatica periférica, nos lleva a proponer
que dicha inervacioén juega un papel Biferencial en los mecanismos de modulacion
de la respuésta de las gonadas a las gonadotropinas de la funcién gonadal entre

“machos y hembras.

El heého que la temperatura afecte de manera diferencial a los animales en
funcién del sexo parece apoyar la idea de la existencia de diferencias sexuales en
los mecanisrﬁos termoreguladores. Los termoreceptores se encuentran
iocalizados en membranas delgadas que poseen' una capacidad calérica
extremadamente baja y se sabe que las terminaciones nerviosas de algunas fibras
sensibles a la temperatura terminan libremente en el tejido epitelial (Gordon,
1984). En los peces es conocido que la linea lateral presenta receptores térmicos
(Hoar, 1996) y que estas estructuras son inervadas por los nervios craneales Vi,
Vlil, IX y X (Gregor y col., 1986). Otras estructuras que presentan termoreceptores
son los melanéforgs, pero en menor proporcion ya que en los peces teledsteos su
principal actividad .es la de el cambio de! color de la piel (Goldstein, 1982). A nivel
neural se sabe gque los peces, como los demas vertebrados, presentan sitios de
termorregulacion y‘uno de éstos es el nlcleo preéptico  periventricular {NPP)
sensible a la LNA (Hazel, 1993). Esta informacion implica a receptores a la
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temperatura tanto central como periféricamente, sin embargd| no se tienen

referencias sobre la existencia de diferencias en los termorreceptorés por sexo.

'

Con los resultados de este trabajo en conjunto y las evidencias
bibliograficas nos ' permiten establecer que la desnervacion periférica con
guanetidina afecta de forma diferencial a hembras y machos dé Oreocromis
niloticus, en los procesos reproductivos de crecimiento y madduracion en las
génadas dependiendo de la temperatura en que se encuentfen 25 o 30 °C. Por
otro lado una sobre estimulacion con la hormona hCG ocasiond un !deterioro enla
calidad de los ovocitos en los peces desnervados. Por ultimo a 'partir de los
resuitados obtenidos en la concentracidn de la noradrenalina en el 'hipoté!amo se

puede establecer que la guanetidina no fue capaz de atravesar la barrera
]
hematoencéfalica de Oreocromis niloticus.

35



CONCLUSIONES. ' !

r

'

. . gl
* Latemperatura ala que se mantiene a Oreochromis niloticus afecta de
manera diferencial el crecimiento y [a maduracién del ovario y el
testiculo.

* La participacion de la inervacién simpatica periférica en los mecanismos
de regulacion del crecimiento gonadal y corporal es dlferente entre
machos y hembras. .

* La guanetidina no atraviesa la barrera hematoencéfallica en ios machos
y hembras. ,

* Los efectos de la sobre estimulacion gonadotrépica es 'afectada de

' manera diferencial por la desnervacion simpética periférica. .

|
* La inervacién simpética periférica participa en los mecfanismos de
regulacion del estrés. !
' |
|
1
]
1
|
|
{

!
'
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PROPUESTAS. !
|

Con base en los resultados obtenidos en el estudio de la participacion periférica
noradrenérgica en el crecimiento y maduracion gonadal de la tilapia Oreochromis
niloticus, se presentan varias sugeréncias para posteriores estudios, algunas se
mencionan a continuacién: !

|
[
* Trabajar con temperaturas de 28 y 32 °C.

!
. . s . t
* Conocer la intensidad luminica en los acuarios y tratar de controlada.

-

= Trabajar con peces a edades mayores a 90 dias de edad.

» Cuantificar la concentracion de catecolaminas -en los ovarios y testiculos en
diferentes etapas del desarrollo gonada! de O. niloticus . i
* Evaluar la participacion de otras catecolaminas periféricas y neuropéptido Y en
el desarrollo gonadal de O. niloticus. : o ‘

* Evaluar la histologia de los ovarios y de los testiculos en las diferentes etapas

de desarrollo en Q. niloticus. |

* Trabajar con diferentes concentraciones de hCG.
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